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RESUMEN

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae, que esta dividida en
los tipos A, B y C, el virus de influenza aviar (VIA) corresponde al tipo A. Este se
ha aislado a partir de diferentes especies de aves domésticas y silvestres, estas
tltimas son consideradas reservorios del virus. Las aves susceptibles cursan con
un cuadro clinico respiratorio leve hasta una enfermedad sistémica aguda y
mortal, que obedece a la virulencia del virus ya sea de baja y alta patogenicidad.
Los subtipos del virus de influenza aviar asociados a la enfermedad son el H5, H7
y H9. El subtipo H5N1 de alta patogenicidad ha causado enfermedad grave en
varias especies: pollos, gallinas, gallos, patos, gansos, cisnes, entre otras aves.
En México, prevalece el subtipo H5N2 de baja patogenicidad (BP) en pollos,
gallinas y gallos desde hace dieciséis afios. Sin embargo, se desconoce si este
subtipo causa algun dafio en patos debido a que no hay un aislamiento oficial del
H5N2 de BP en patos en México. Comprender la patogenia de este virus en el
pato, contribuiria a conocer la participacién de esta especie en la epidemiologia de
la enfermedad en México. Es por ello que este trabajo describe si el VIA H5N2 de
BP de origen mexicano y aislado de pollo causa algin dafio en el pato doméstico
de la raza Pekin. El estudio consistié6 en inocular patos con 1x10’ DIEP50% del
virus repartido por la via intranasal, intraocular e intratraqueal para evaluar si la
cepa causa signos clinicos, lesiones macroscopicas y microscopicas por
histopatologia, asi como saber si los tejidos afectados tienen el virus utilizando
inmunohistoquimica y aislamiento viral durante las primeras 72 horas
posinoculaciéon. También se evalu6 un grupo de pollos Leghorn libres de
patdgenos especificos inoculados con el virus como testigo de virulencia de la
cepa usada y un grupo de pollos y patos sin inocular. Los resultados mostraron
qgue el pato Pekin es menos susceptible a la infeccién por el VIA H5N2 de BP, en
comparacién con los pollos Leghorn, dado que en los patos no manifestaron
signos de enfermedad posterior a la inoculacion y que la media histolégica de la
lesién tuvo un grado menor de severidad y frecuencia que los pollos. No fue
posible determinar la presencia del virus en la lesiéon histolégica por medio de la
inmunohistoquimica debido a que el antisuero producido en pollo y conejo tiene
inmunoreaccién en tejidos sanos, lo cual supone el uso de un anticuerpo
monoclonal. Por otro lado, se logré el aislamiento viral a partir de 6rganos
respiratorios de pato, indicando que la cepa viral utilizada tiene tropismo por las
vias respiratorias. Como se esperaba, hubo lesiones histopatolégicas en 6rganos
respiratorios, como rinitis linfocitaria, sinusitis linfocitaria y laringotraqueitis
linfocitaria, ademas de deplesion linfoide por apoptosis en bolsa de Fabricio y
atrofia cortical en timo, en patos y pollos, siendo mas severas en pollos. Los pollos
también presentaron blefaritis linfocitaria, desarrollo de tejido linfoide en glandula
de Harder e infiltracién perivascular linfocitaria en la piel que recubre el seno
infraorbitario. El estudio concluye que el pato Pekin puede ser considerado un
potencial reservorio para el VIA H5N2 de BP que aun persiste en la avicultura
mexicana.

Palabras clave: pato, pollo, virus, H5N2, baja patogenicidad, Influenza.
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1. INTRODUCCION

GENERALIDADES

El virus de influenza tipo A ha sido aislado de varias especies animales, entre las
que se encuentran cerdos, caballos, felinos, mamiferos marinos, perros, humanos
y un amplio numero de aves domésticas y silvestres. Las aves son el principal
huésped y reservorio debido a que se han aislado distintos subtipos del virus a
partir de 90 de las 9600 especies de aves reportadas en el mundo. Lo anterior
representa la presencia del virus en 17 de los 29 érdenes reconocidos como son:
Anseriformes, Charadriiformes, Ciconiiformes, Columbiformes, Falconiformes,
Galliformes, Gaviiformes, Gruiformes, Passeriformes, Pelecaniformes, Piciformes,
Podicipediformes, Procellariiformes, Psittaciformes, Casuariiformes,
Struthioniformes y Rheiformes. Siendo los Anseriformes y Charadriiformes en los
gue mayor frecuencia de aislamiento viral se ha reportado (1,2,3). La mayoria de
los virus aislados en aves de estos o6rdenes, son de baja patogenicidad, y
generalmente causan enfermedad subclinica o un cuadro respiratorio leve. Por el
contrario, los virus de alta patogenicidad son principalmente aislados de
Galliformes domésticas utilizadas en produccion de carne y huevo como son los
pollos, gallinas y guajolotes. En estas especies la enfermedad puede ser sistémica
y fatal con alto impacto econdmico debido a la pérdida del comercio local e
internacional y los gastos que implican las medidas de control y erradicacion,
como son el diagnéstico, cuarentena, eliminacion de parvadas, limpieza,
desinfeccion e indemnizacion (1,3).

ETIOLOGIA Y ESTRUCTURA DEL VIRUS DE INFLUENZA TIPO A

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae, que esta dividida en
los tipos A, B y C, el virus de influenza aviar corresponde al tipo A. Es un virus
envuelto de esférico a pleomoérfico, de 80-120 nm con nucleocapside helicoidal,
ocho segmentos de RNA de cadena sencilla (RNAss) en sentido negativo que
codifican para nueve proteinas estructurales (PB1, PB1-F2, PB2, PA, HA, NP, NA,
M1 y M2) y dos no estructurales (NS1 y NS2) que participan en la infeccion,
replicacion, inhibicién del sistema inmune y liberacién (4,5,6).

Las proteinas PB2, PB1 y PA que se traducen a partir de los genes virales uno,
dos y tres respectivamente que forman el complejo de polimerasas virales, y se
encargan de producir los intermediarios replicativos de RNA en sentido positivo
gue serviran de molde para generar RNAs virales y RNAs mensajeros virales
(5,6).

La hemaglutinina (HA) se traduce a partir del segmento cuatro del genoma viral,
es una glicoproteina presente en la envoltura de los viriones. Esta se une al acido
sialico presente en las glucoproteinas o glicolipidos presentes en la superficie
celular para llevar a cabo la endocitocis mediada por receptor y fusiona la
membrana del virion con la del endosoma, liberando asi la ribonucleoproteina viral
al citoplasma. La HA es un antigeno inmunogénico que induce la produccion de
anticuerpos neutralizantes y detectables en suero (5,6).

La nucleoproteina (NP) se traduce a partir del segmento cinco del genoma viral.
Contiene secuencias seflales de importacion nuclear, que ayudan a la
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ribonucleoproteina viral a ser transportada al nudcleo celular. Regulan la
transcripcion de RNAs virales y estimulan la inmunidad celular y humoral (9,10).

La neuraminidasa (NA) se traduce a partir del segmento seis del genoma viral.
Rompe la unién de la HA con el acido sidlico permitiendo la liberacion de los
viriones de la membrana plasmética celular durante el proceso de gemacion viral.
También es un antigeno inmunogénico (5,6).

Las proteinas M1 y M2 se traducen a partir del segmento siete del genoma viral.
La proteina M1 es la mas abundante en el virion y regula el ensamble de éstos
mientras que la proteina M2 es un canal i6nico que permite el paso de H+ desde
el endosoma al interior del viridn, lo que genera un cambio de pH permitiendo que
la HA realice un cambio conformacional que origina que la ribonucleoproteina
pueda disociarse de la proteina M1 (5,6).

Las proteinas NS1 y NS2 se traducen a partir del segmento ocho del genoma viral.
NS1 inhibe el procesamiento de los RNAs mensajeros celulares favoreciendo la
traduccion de los RNAs mensajeros virales, ademas de inhibir la produccion de
interferon tipo uno. La NS2 regula la exportacion nuclear de ribonucleoproteinas
virales (5,6).

La tipificacion de los virus de influenza A se basa en la combinacién de una de las
dieciséis HA y nueve NA en la superficie de la membrana viral que podrian dar
origen a 144 subtipos diferentes. Sin embargo, son los virus con H5 y H7 los que
han presentado la caracteristica de cambiar de baja patogenicidad hacia alta
patogenicidad en las aves domésticas y potencial zoonosis (1,3,7,8,9).

CICLO DE REPLICACION VIRAL

La replicacion del virus de la influenza aviar comienza con la union de la proteina
HA a los receptores celulares que contienen acido sialico con uniones 2-3 0 2-6 en
sus glicoproteinas con la consecuente endocitosis mediada por receptor. La HA al
encontrarse en el ambiente que se acidifica, realiza un cambio conformacional que
genera la fusion de la membrana del viribn con la membrana del endosoma
logrando asi la liberacion de la nucleocépside. Previo a este paso, es necesario el
desdoblamiento de la HA en HA1 y HA2 por enzimas tipo tripsina (virus de baja
patogenicidad) o furina (virus de alta patogenicidad) para liberar la nucleocapside
que llegara al nacleo. ElI complejo de transcriptasas virales a partir de RNA de
sentido negativo, sintetiza seis RNAmM monocistronicos que seran traducidos en el
citoplasma en las proteinas HA, NA, NP, PB1, PB2 y PA, asi mismo, se sintetizan
dos RNAmM policistronicos que mediante edicién (splicing) generan dos RNAmM
cada uno (1,3,5,6).

Las proteinas transmembranales (HA, NA y M2) son translocadas y glicosiladas en
el reticulo endopldsmico rugoso; es importante resaltar que la presencia de
glicosilacion en el sitio de corte de la HA evita el corte por enzimas tipo tripsina,
impidiendo el desdoblamiento de esta en HAl y HA2. Posteriormente estas
proteinas virales son enviadas al aparato de Golgi y a la membrana plasmatica
celular mediante transito vesicular. Los ocho genes y las proteinas virales NP,
PB1, PB2, PAy M1, se ensamblan y migran hacia la membrana plasmatica donde
se localizan las proteinas transmembranales HA, NA y M2, ahi la proteina M1
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promueve la asociacion de los viriones con la membrana plasmatica para ser
liberados mediante gemacion y por la enzima neuraminidasa (1,3,5,6).

PATOGENICIDAD

El grado de virulencia del virus (incorrectamente llamado internacionalmente
patogenicidad) se ha asociado a la secuencia de aminoacidos presentes en el
sitio de corte de la HA y la disponibilidad de las enzimas extracelulares o
intracelulares en el huésped. Los virus que tienen baja patogenicidad presentan
generalmente una sola arginina en el sitio de corte y una glicosilacion en el residuo
trece de la H1 que puede ser desdoblada por tripsina, mientras que aquellas
enzimas como la furina cortan la secuencia con varios aminoacidos basicos. Se
ha establecido que aquellos virus H5 o0 H7 con dos a siete aminoacidos en el sitio
de corte pueden ser considerados de alta patogenicidad, pero puede haber
excepciones (1,3,10,11,12).

Por otro lado, diferentes virus de influenza tienen diferente especificidad para
acido sialico (AS) unido a galactosa, mediante uniones alfa 2,3 o alfa 2,6, y esta es
dependiente de los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de union de la
HA al &cido sialico. El intestino de las aves contiene predominantemente AS unido
a galactosa mediante uniones alfa 2-3; en los cerdos el epitelio de la trAquea
contiene AS unido a galactosa mediante uniones alfa 2-3 y alfa 2-6, mientras que
en el epitelio de la traguea del humano se expresa predominantemente AS unido a
galactosa mediante uniones alfa 2-6. Lo anterior evidencia que la union HA con AS
determina la capacidad del virus para infectar a diferentes especies. Sin embargo,
este proceso no se puede restringir a los aminoacidos basicos del sitio de corte de
la HA y a la afinidad entre la HA y el AS, ya que hay evidencia sobre el papel de
las polimerasas del virus y la NS1 en la patogenicidad, asi mismo, la falta de
conocimiento sobre la expresion de las enzimas en todos los epitelios del aparato
respiratorio y digestivo de huéspedes susceptibles (1,3,13,14).

Anteriormente el grado de virulencia del virus también fue clasificado en cuatro
grupos clinicos con base a la mortalidad, signos clinicos y lesiones, como se
describe a continuacion (1,3):

e Alta virulencia: corresponde a infecciones por virus de alta patogenicidad
con hemaglutinina H5 o H7, en las que se desarrolla una enfermedad
sistémica grave con afecciones cardiovasculares y nerviosas, y cuya
morbilidad y mortalidad alcanza hasta del 100%.

e Moderada virulencia: corresponde a una infeccion por virus de baja
patogenicidad acompafiada con infecciones bacterianas que pueden
secretar proteasas que rompan la HA en HAl y HA2. El rango de
mortalidad oscila entre 5-97%, donde las aves jovenes 0 estresadas se ven
mas afectadas. Las lesiones generalmente se observan en aparato
respiratorio, reproductor, urinario y en el pancreas.

e Baja virulencia: corresponde a infecciones con virus de baja patogenicidad.
La mortalidad acumulada es menor al 5%. Lo signos clinicos se limitan a
una enfermedad respiratoria leve y baja en la produccion.
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e Avirulentos: corresponde a infecciones con virus de baja patogenicidad sin
mortalidad ni signos clinicos. Este tipo de manifestacion es frecuente en
aves silvestres acuaticas.

Los aislamientos del virus que rednan los requisitos de alta virulencia también
deben reunir otros criterios (15) como son:

1. Virus que tengan un indice de patogenicidad intravenoso (IPIV) mayor a 1.2 en
pollos de seis semanas de edad.

2. Virus que mate al 75% de los pollos de cuatro a ocho semanas de edad que
hayan sido inoculados por via intravenosa.

3. Cualquier H5 o H7 con una secuencia de aminoacidos compatible con alta
virulencia (alta patogenicidad) que mate menos del 75% de los pollos de cuatro a
ocho semanas de edad que hayan sido inoculados por via intravenosa.

Manifestacion clinica y lesiones de virus de baja patogenicidad

Clinicamente en pollos estos virus se limitan principalmente al aparato respiratorio,
manifestandose con epifora, rinorrea y estornudos. Las lesiones causadas por el
virus son dificiles de observar porque son acompafiadas por infecciones
bacterianas como Escherichia coli y Pasteurella multocida. En la traguea se
observa congestion, edema y hemorragias con presencia de exudados seroso,
mientras que en ocasiones se ha reportado bronconeumonia. Los cambios
histol6gicos reportados son traqueitis linfocitaria y neumonia peribronquiolar
linfocitica y en ocasiones neumonia difusa con edema de los capilares aéreos.
También se ha reportado nefrosis, nefritis, pancreatitis con necrosis acinar y
deplecion linfoide en bolsa de Fabricio y timos (1,3,16,17,18,19,20,21,22,23,24).
La mortalidad en aves de granja como los pollos oscila entre el 5 - 97% por
complicaciones bacterianas. Al contrario, en las aves silvestres no se manifiestan
signos clinicos (1,3).

Manifestacion clinica y lesiones de virus de alta patogenicidad

En el caso de virus de alta patogenicidad los signos clinicos pueden estar
ausentes y solo se presenta la muerte repentina de las aves. Pero normalmente se
observa una evolucion de la enfermedad entre los tres y siete dias posteriores a la
infeccidon. Los signos clinicos que se observan consisten en tremores, incapacidad
para sostener la cabeza, torticolis, bradistotonos, paresis, paralisis, edema,
hemorragias y necrosis en mdltiples 6rganos parenquimatosos, viscerales,
mucosas, serosas Yy piel. También se observa hinchazén de la cabeza, cara y
cuello como resultado de edema subcutaneo. En la cresta se puede observar
hemorragias y cianosis. Los 6rganos linfoides como la bolsa de Fabricio y timo se
atrofian. Lo anterior da como resultado una mortalidad del 50 — 100%. En aves
silvestres, los virus de alta patogenicidad suelen manifestarse como virus de baja
patogenicidad con excepcion de los virus H5N1 de linaje asiatico. Los cambios
histolégicos consisten en inflamacion, hemorragias, edema y necrosis en cerebro,
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corazon, pancreas, pulmén y organos linfoides secundarios. Se puede observar
meningoencefalitis linfocitica con gliosis focal, necrosis neuronal y neuronofagia.
El corazén muestra necrosis multifocal de los miocitos cardiacos usualmente
acompafada de inflamacion linfomonocitaria. Hay microtrombos dentro de los
capilares y vasos sanguineos, acompafiada por vasculitis y edema subcutdneo y
necrosis del endotelio capilar. También se puede observar necrosis de miofibrillas
musculares, tubulos renales, endotelio vascular, corteza adrenal, ascinis
pancreaticos y depleciéon linfoide en bolsa de Fabricio y Timo
(1,3,7,16,18,21,25,26,27,28,29).

PATOGENIA

El virus esta presente en los aerosoles por estornudo o expectoracion de un ave
enferma y todo el material, agua y alimento que haya sido expuesto a los
aerosoles y heces del ave enferma. El virus infecta al ave sana a través de las
mucosas de la rinoteca, conjuntiva, laringe-traquea, coana y aparato digestivo con
base a sus mecanismos de patogenicidad y la susceptibilidad del huésped. Una
vez infectada la mucosa, la diseminacién del virus en el organismo dependera de
los mecanismos de virulencia (1,3).

PATOGENIA DEL VIRUS DE BAJA PATOGENICIDAD

Estos virus se replican en la mucosa respiratoria e intestinal. Sin embargo, se ha
reportado esporadicamente que algunas cepas como la A/Chicken/Hidalgo/26654-
1368/94, la A/Chicken/Jalisco/14589-660/94 y la A/Chicken/lbaraki/1/05 del VIA
H5N2 de BP pueden llegar a los tubulos renales, epitelio de los acinis
pancreaticos. Sin embargo, el tropismo renal de estas cepas, esta relacionado con
inoculaciones en pollo por via intravenosa. Si no hay complicaciones bacterianas o
por causas ambientales, las aves se recuperan y sobreviven, de lo contrario la
muerte del ave sobreviene como consecuencia de las lesiones respiratorias
(1,3,16,17,18,19,20,21,22,23,24).

PATOGENIA DEL VIRUS DE ALTA PATOGENICIDAD

Después de llegar a la mucosa, el virus invade la submucosa y entra en los
capilares sanguineos. El virus se replica en el endotelio vascular y se esparce
sistémicamente en una gran variedad de érganos y tejidos. La replicacion del virus
en estos Organos origina una segunda viremia la cual provoca microtrombos,
trombos y falla organica multiple como consecuencia del dafio causado por el virus
de influenza por los siguientes cuatro procesos: 1) Replicacion del virus dentro de
las células (necrosis), 2) Efecto indirecto de citocinas (apoptosis e inflamacion), 3)
Isquemia por el dafio vascular y 4) Choque vascular (3,29).

IDENTIFICACION DE VIRONES EN TEJIDOS

La presencia del VIA puede ser evidenciada mediante microscopia electronica,

inmunofluorescencia, microscopia confocal e inmunohistoquimica. Entre estas

técnicas, la inmunohistoquimica tiene la ventaja de ser la mas accesible en

cuanto a precio y equipo de laboratorio. Uno de los protocolos mas utilizados es a

través del sistema ABC que consiste en utilizar un anticuerpo biotinilado llamado

secundario, que se une a otro anticuerpo que tiene alta afinidad para el antigeno
5
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gue se desea evidenciar llamado primario, y finalmente una enzima biotinilada que
al unirse a uno de los cuatro sitios de union con los que cuenta la avidina para la
biotina, forma complejos macromoleculares conformados por anticuerpos, biotina,
avidina y enzima, lo que le confiere gran sensibilidad a este método.
Posteriormente se genera una tincion al agregar un cromégeno especifico para la
enzima. En estos estudios se han empleado anticuerpos primarios policlonales
producidos en pollo mediante inmunizaciones consecutivas con el VIA H5N2 o
anticuerpos monoclonales contra la proteina matriz o la nucleoproteina del VIA
(17,18,21,30).

JUSTIFICACION

Los subtipos del virus de influenza aviar causantes de enfermedad son el H5, H7 y
H9. El subtipo H5N1 de alta patogenicidad ha causado enfermedad grave en
varias especies: pollos, gallinas, gallos, patos, gansos, cisnes, entre otras aves.
En México, prevalece el subtipo H5N2 de baja patogenicidad en pollos, gallinas y
gallos desde hace dieciséis afios. Sin embargo, se desconoce si el subtipo
mexicano causa dafio en patos domeésticos y por lo tanto existe incertidumbre en
el diagnéstico de enfermedades respiratorias de patos y la participacion de esta
especie en la epidemiologia de la enfermedad en México (1,3).

2. HIPOTESIS

El pato Pekin es menos susceptible a la infeccion por el VIA BP
A/pollo/México/2007 (H5N2) al encontrarse en menos 6érganos y causar lesiones
menos severas que los pollos.

3. OBJETIVOS

GENERAL

Describir la susceptibilidad del pato Pekin a la infeccion experimental por el VIA
BP A/pollo/México/2007 (H5N2) mediante la observacion de signos, lesiones
macroscopicas y microscopicas, aislamiento viral y deteccién del virus por
inmunohistoquimica.

PARTICULARES

1. Producir antisuero policlonal en conejos Nueva Zelanda y en aves Leghorn
contra el VIA BP A/pollo/Mexico/2007 (H5N2) para utilizarlo en la prueba de
inmunohistoquimica.

2. Validar el antisuero policlonal por inhibicion de la hemoaglutinacion vy
precipitacion en gel de agar.

3. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para el virus de influenza
aviar H5N2, utilizando pollos Leghorn de cuatro semanas SPF infectados
con el virus H5N2 de AP como testigo positivo.

4. Describir los signos y lesiones (macroscoépicas y microscopicas) que se
presentan en el pato Pekin de 26 dias de edad, después de la inoculacion
con el virus H5N2 de BP, mediante necropsia y observacién de cortes de
tejidos fijados en formol e incluidos en parafina.
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5. Demostrar la presencia o ausencia del virus H5N2 de BP en 6rganos del
sistema respiratorio, digestivo y linfatico en el pato Pekin de 26 dias de
edad por inmunohistoquimica y aislamiento viral.

4. MATERIAL Y METODOS

LUGAR DE TRABAJO

Los estudios que implicaron la manipulacion del virus activo en aves vivas y su
aislamiento a partir de muestras de tejidos, fueron realizados en el laboratorio y
unidades de aislamiento de alta seguridad CENID-Microbiologia, Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), mientras que los
estudios que implicaron el uso de muestras para histopatologia e
inmunohistoquimica fueron realizados en el laboratorio de histopatologia del
Departamento de Medicina y Zootecnia de las Aves de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

DISENO EXPERIMENTAL

En una unidad de aislamiento con presion negativa del CENID-Microbiologia
INIFAP, se alojaron en forma separada 12 patos Pekin y 12 pollos Leghorn de 26
dias de edad. Las aves fueron inoculadas con el VIA BP A/pollo/Mexico/2007
(H5N2) a una dosis de 1X10'DIEPsg/ml; el mililitro del inoculo fue repartido en
narinas, ojos y trdquea. En otra unidad de aislamiento, se mantuvieron tres pollos
y tres patos sin inocular. Posterior al desafio, se recolectaron 3 ml de sangre sin
anticoagulante a partir de la vena del metatarso y vena radial, de tres patos y tres
pollos, respectivamente para obtener suero y realizar la prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion para el VIA H5N2 (31). El cuidado y eutanasia de las aves se
realiz6 con base a los lineamientos del Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de los Animales de Experimentacion (CICUAE), mediante la aplicacion intravenosa
de 100mg/kg de pentobarbital sédico. El sacrificio de tres aves se realizé a las 12,
24, 48 y 72 horas posinoculacién. Durante la necropsia, se colecté tejido de
cornetes nasales (cornete medio), laringe-traquea, pulmén, duodeno, tonsilas
cecales, parte media del intestino (a nivel del diverticulo de Meckel), bazo, bolsa
de Fabricio, glandula de Harder y timo. La necropsia y toma de muestras de los
testigos negativos se realizo a las 72 horas posinoculacion (Anexo 1).

PRODUCCION DEL ANTICUERPO PRIMARIO PARA INMUNOHISTOQUIMICA
Se llevo a cabo mediante la inmunizacion de dos conejos machos raza Nueva
Zelanda, de seis meses de edad, y de dos gallinas Leghorn SPF de seis meses. A
todos los animales se les aplicé por via subcutanea en la region de la espalda,
entre ambas escapulas, diez dosis de una vacuna emulsionada del virus H5N2 de
IA (Emulax AIR?, grupo IASA); con intervalos de dos semanas; posterior a la
segunda aplicacion, los intervalos fueron de un mes hasta completar siete
inoculaciones. Posteriormente se obtuvieron 10 ml de sangre y se dejé coagular
por 30-60 minutos y se mantuvo a 4° C durante toda la noche para la obtencién
del suero. El suero fue obtenido por centrifugacion a 1000xg por diez minutos a 4°
C, y almacenado a -20° C hasta su utilizacion (32).
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VALIDACION DEL ANTISUERO POR PRECIPITACION EN GEL DE AGAR

Para determinar la presencia de anticuerpos especificos contra el virus de
influenza aviar H5SN2 en el suero, se realizé la prueba precipitacion en gel de agar
(PGA) (31). Posteriormente se realizo la dilucién de los sueros de trabajo a razon
de 1/2000 en PBS pH 7.4, con 1% de albumina sérica bovina (ASB) libre de
inmunoglobulinas y triglicéridos (Bovine Serum Albumin Fraction V, Fatty Acid free
ROCHEF), y se realizaron alicuotas de 10 ml que se almacenaron a 4° C hasta su
uso (32).

TEJIDOS POSITIVOS PARA INMUNOHISTOQUIMICA

Como testigo positivo del tejido, se utilizo una muestra de cresta fijada en
formalina e incluida en parafina, que se obtuvo de un ave Leghorn SPF de cuatro
semanas, cuatro dias pos-inoculacién con una cepa del virus de IA de AP donada
por el CENID-Microbiologia. Como testigo negativo del anticuerpo primario se
utilizo la misma muestra de tejido, pero se cambio la incubacion con el anticuerpo
primario por suero de pollo o de conejo diluido 1/2000 pH 7.4 con 1% de ASB y sin
anticuerpos contra el virus de influenza aviar detectables por PGA. Como testigo
negativo del tejido se utilizaron cortes de traguea y bolsa de Fabricio provenientes
de aves Leghorn de 3 semanas de edad no inoculadas que fueron negativas a la
presencia de anticuerpos contra influenza aviar por la técnica de inhibicion de la
hemoaglutinacion.

PREPARACION DE LAMINILLAS PARA INMUNOHISTOQUIMICA
Los cortes obtenidos para inmunohistoquimica fueron adheridos en laminillas
tratadas previamente con Poly-L-Lysina (Sigma®) (Anexo 2) (33).

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS EN LAMINILLAS

Los 6rganos obtenidos en las necropsias de las aves fueron fijados en formalina
amortiguada al 10% por 12 horas, seguido por una deshidratacion, aclaramiento e
infiltracion en parafina. Posteriormente se realiz6 la inclusién de los 6rganos en
parafina, se obtuvieron cortes de 3 micras por medio de un microtomo, y se
montaron los cortes mediante flotacion en laminillas sin Poly-L-Lysina para
histopatologia y con Poly-L-Lysina para inmunohistoquimica. A continuacion, las
muestras para histopatologia fueron tefiidas en forma convencional (34).

HISTOPATOLOGIA

Las laminillas se observaron en un microscopio Optico y las lesiones histolégicas
fueron analizadas en forma subjetiva en rangos de 0.1-1 (grado leve), 1.1-2
(moderado) y 2.1-3 (severo), para facilitar la interpretacion se calculo la media
histologica de la lesion (Anexo 3).

PROCESAMIENTO DE LAMINILLAS PARA INMUNOHISTOQUIMICA
Desparafinado e hidratacion de muestras: Las laminillas fueron incubadas a 60°
C por dos horas y posteriormente sumergidas en xilol, alcohol y agua destilada
(Anexo 4).
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Protocolos empleados: El descarte de biotina enddgena, proteinas ligadoras de
biotina y fosfatasa enddgena en los tejidos se realizo mediante la substitucién del
anticuerpo primario por PBS pH 7.4 con 1% de albumina sérica bovina en la
técnica de inmunohistoquimica. Con base a la técnica de inmunohistoquimica, se
probaron 7 protocolos distintos con la finalidad de elegir el mejor método con base
a la técnica de recuperacion antigénica, que tiene como finalidad la exposicion de
antigenos que quedan ocultos a causa de la fijacion con formol y el tipo de
anticuerpo primario que presente mayor especificidad antigénica y menor tincion
de fondo inespecifica, como sigue:

1 Anticuerpo primario de pollo con recuperacion antigénica enzimatica. (Anexo 5)

2 Anticuerpo primario de pollo con blogueo de inmunoglobulinas enddégenas sin
meétodo de recuperacion antigénica. (Anexo 6)

3 Anticuerpo primario de pollo con bloqueo de inmunoglobulinas endégenas con
recuperacion antigénica enzimatica. (Anexo 7)

4 Anticuerpo primario de pollo con blogueo de inmunoglobulinas endégenas con
recuperacion enzimatica por calor con amortiguador de citrato. (Anexo 8)

5 Anticuerpo primario de conejo sin método de recuperacion antigénica. (Anexo
9)

6 Anticuerpo primario de conejo con recuperacion antigénica enzimatica. (Anexo
10)

7 Anticuerpo primario de conejo con recuperacion enzimatica por calor con
amortiguador de citrato (Anexo 11).

Recuperaciéon antigénica por enzimas: Las laminillas fueron incubadas con una
solucién de pronasa (ROCHER) al 0.5% diluida en Tris 100mM, pH 7.5, con 0.5%
de duodecil sulfato de sodio (SDS) a temperatura ambiente por 15 minutos.
Posteriormente se hicieron 2 lavados con PBS pH 7.4 por 5 minutos cada uno.

Recuperacion antigénica por calor en buffer de citrato: Las laminillas fueron
sumergidas en una solucion de citrato de sodio a 0.01 M, pH 6 y colocadas en el
horno de microondas (Gold Start™ MA-6805, 2450MHz, 120V-60Hz, 910W, 8.5A)
por 5 minutos con un nivel medio de potencia, posteriormente las laminillas se
dejaron reposar en la misma solucion a temperatura ambiente por 15 minutos
seguido de 2 lavados de 5 minutos en PBS a pH 7.4.

Blogueo: Se realizé mediante la incubacién con suero normal de cabra al 2%
(VECTOR LABORATORIES’ diluido con PBS pH 7.4 con 1% de albimina sérica
bovina libre de inmunoglobulinas y triglicéridos (BSA Fraccién V, ROCHER , por 30
minutos a temperatura ambiente seguido de 2 lavados con PBS pH 7.4 de 5
minutos cada uno.

Unién del anticuerpo primario: El antisuero anti-H5N2BP de conejo o de pollo
diluido en PBS pH 7.4 con 1% de albumina sérica bovina, se dejo incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente seguido de dos lavados con PBS pH 7.4 de 5
minutos cada uno.
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Deteccion: La deteccion de los anticuerpos anti-H5N2BP se realizO mediante el
uso del sistema comercial avidina-fosfatasa para inmunoglobulinas de conejo
(VECTASTAIN® ABC-AP Kit Rabbit IgG) y para inmunoglobulinas de pollo
(VECTASTAINR ABC-AP Kit Chicken IgG), y el sistema comercial para evaluar la
reaccién enzimética con fosfatasa alcalina (VECTOR Red Substrate Kit®). Entre
cada incubacion se realizaron dos lavados con PBS a pH 7.4 de cinco minutos
cada uno. El uso del sustrato de la enzima fosfatasa alcalina se evidencio como
precipitados de color rojo en la laminilla.

Contraste y montaje de las laminillas: Después del lavado de las laminillas en
agua corriente, estas fueron sumergidas en una solucion de hematoxilina de Harris
por 5 minutos para lograr contraste. Finalmente las laminillas fueron lavadas en
agua corriente para seguidamente ser deshidratadas y aclaradas en alcohol y xilol
antes del montaje con resina (Anexo 12) (32).

TITULACION VIRAL PARA EL DESAFIO

Se utilizé un VIA BP A/pollo/México/2007 (H5N2) del CENID-Microbiologia INIFAP
donado por la CPA. El virus de replico con las medidas de bioseguridad
adecuadas mediante dos pases consecutivos en embrién de pollo SPF ALPES I
de nueve dias de edad para alcanzar el titulo requerido (ALPES, Grupo IDISA,
Tehuacan Puebla), siguiendo los procedimientos estandarizados y bajo las
medidas de bioseguridad adecuadas (31). La titulacion del virus fue realizada con
base a la dosis infectante en embrién de pollo al 50% (DIEPsp) utilizando el
método de Reed y Muench (1993). Se realizaron diluciones decuples seriadas
para obtener un titulo de 10'DIEP**/ml (35).

ANIMALES PARA EXPERIMENTACION
En México no hay embriones de pato Pekin SPF, por lo tanto se adquirieron
embriones de pato Pekin de una granja comercial productora de pato con
certificado libre de enfermedades en camparia oficial (influenza aviar, enfermedad
de Newcastle y Salmonelosis) ubicada en Cuernavaca Morelos. Los embriones
fueron almacenados a 13° C y 70-80% de humedad por 2 dias y llevados
posteriormente a una incubadora privada ubicada en Tepotzotlan Estado de
México en donde se recogieron al dia siguiente de su nacimiento. Los patos fueron
alojados en una unidad de aislamiento con sistema de filtracion a presion negativa,
con jaulas en bateria convencionales con calefaccion artificial y agua y alimento ad
libitum. Todos los patos fueron identificados individualmente con cintas de colores
en el metatarso. En el caso de los pollos, se adquirieron embriones de nueve dias
libres de patdgenos especificos (SPF), tipo ALPES Il comprados a la empresa
IASA S.A. de C.V., los pollitos obtenidos de la incubacion, fueron alojados con las
mismas condiciones de crianza que los patos, pero en cuarto y jaulas
independientes. Una semana antes de llevar a cabo el desafio experimental, todos
los patos y pollos fueron monitoreados por inhibicion de la hemoaglutinacion y
aislamiento a partir de laringe-trdquea y cloaca para el VIA BP H5N2 vy
enfermedad de Newcastle, asi como para Pasteurella spp y Salmonella spp. El
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bienestar y nimero de animales fue llevado conforme al protocolo autorizado por
el CICUAE.

COLECTA DE TEJIDOS

Para la histopatologia e inmunohistoquimica fueron colectadas muestras de 3mm
de espesor aproximadamente de cada 6rgano parenquimatoso y 2 cm de longitud
para cada o6rgano tubular, las cuales fueron almacenadas en un frasco con
formalina amortiguada al 10%. Las muestras fijadas en formalina fueron
procesadas a las 12 horas hasta la inclusion en parafina.

Para el aislamiento viral se colectd 1cm® de cada érgano que fue almacenado en
una bolsa de cierre hermético (Ziploc®) a -70° C.

AISLAMIENTO VIRAL

Con la finalidad de relacionar las lesiones histopatologicas con la presencia del
VIA BP H5N2, se realizé el aislamiento viral a partir de macerados de tejidos de
los 3 patos y los 3 pollos en forma separada (Anexo 13) (31).

Se inocularon cinco embriones de pollo ALPES Il de nueve dias de edad (ALPES,
Grupo IDISA Tehuacan Puebla) con 0.2ml del homogenizado por la via de la
cavidad alantoidea. Los embriones fueron incubados a 37° C durante 3 dias.
Durante los 3 dias los embriones fueron revisados diariamente por ovoscopio para
remover los embriones muertos. Aquellos embriones que murieron después de las
24 hrs de inoculacion se les recolecto el liquido alantoideo para evidenciar la
presencia del virus. A las 72hrs posinoculacion, todos los embriones vivos se
removieron de la incubadora y se mantuvieron a 4° C por 4 horas para ser
sacrificados. Inmediatamente se recolect6é el liquido alantoideo para realizar la
prueba de hemoaglutinacién e inhibicién de la hemoaglutinacién. Aquellos liquidos
alantoideos que resultaron negativos a la hemoaglutinacion se les realizaron un
segundo pase en embriones de pollo de 9-11 dias de desarrollo embrionario
(31,35).

HEMOAGLUTINACION

El procedimiento para la identificaciébn de particulas hemoaglutinantes en liquido
alantoideo inoculado con el sobrenadante de tejidos macerados en CTF se realizo
conforme a los métodos estandarizados (Anexo 14) (31).

INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

El procedimiento para la identificaciéon del virus de IA H5N2 y descartar la
presencia del virus de la enfermedad de Newcastle (ENC) a partir de liquido
alantoideo positivo a la hemoaglutinaciéon, se realiz6 conforme a los métodos
estandarizados (Anexo 15) (31)
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4. RESULTADOS

AVES LIBRES DE INFLUENZA AVIAR, ENFERMEDAD DE NEWCASTLE,
SALMONELLA SPP Y PASTEURELLA SPP.

Con la finalidad de constatar la ausencia de infecciones previas a la inoculacién
experimental de los patos y pollos, se realizaron pruebas para aislamiento viral de
Influenza aviar, enfermedad de Newcastle y aislamiento bacteriolégico para
Salmonella spp y Pasteurella spp., asi como serologia para Influenza aviar y
Enfermedad de Newcastle una semana antes de aplicar el inoculo. Todas las aves
resultaron negativas al aislamiento a partir de muestras de hisopos cloacales y
orofaringeos, asi como negativas a la presencia de anticuerpos detectables por HI
para IA y enfermedad de Newcastle.

SIGNOS Y LESIONES MACROSCOPICAS A LA NECROPSIA
Todas las aves del grupo testigo negativo no presentaron signos y lesiones
macroscopicas, pero si cambios histolégicos a las 72 horas posinoculacion (HPI).

PATOS INOCULADOS

En los patos inoculados no se presentaron signos clinicos de enfermedad, las
lesiones a la necropsia incluyeron presencia de petequias en timo en moderada
cantidad a las 24 HPI 1/3 y consolidaciobn con coloracion gris peribronquial
moderada (neumonia) a las 72 HPI 3/3. (Cuadro 1)

POLLOS INOCULADOS

Todos los pollos Leghorn inoculados presentaron estertores nasales moderados a
partir de las 48 HPI. Las lesiones en los pollos inoculados se presentaron a partir
de las 48 HPI, y consistieron en blefaritis leve 3/3 y rinitis catarral leve 3/3 a las 72
HPI, ademas de las lesiones anteriores, se presentd atrofia de timos moderada
3/3. (Cuadro 1)

Cuadro 1: Evolucién de signos y lesiones en patos inoculados con el VIA
H5N2 de BP y testigos positivos.

Signos y lesiones en patos Pekin

12 HPI1]24 HPI |48 HPI |72 HPI

Estertores nasales

Petequias en timos
Neumonia peribronquial
Signos y lesiones en pollos Leghorn

Estertores nasales

Blefaritis
Rinitis catarral

Atrofia de timos
(+)=Leve, (++)=Moderado, (+++)=Severo
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AISLAMIENTO VIRAL

El virus fue recuperado a partir de tejidos del aparato respiratorio de los pollos
inoculados durante todo el estudio, mientras que en patos se aisl6 en tracto
respiratorio superior. En pollos también se aisl6 de glandula de Harder, parpado y
bolsa de Fabricio, pero inesperadamente también de timo (Cuadro 2). Todos los
sueros de los pollos y patos fueron negativas al virus de la ENC y positivas al VIA
H5N2 mediante inhibicion de la hemoaglutinacion en placa.

En los patos inoculados se logro el aislamiento a partir de los tejidos donde se
inoculé el virus, como fueron cornetes nasales desde las 12 hasta las 48 HPl y a
partir de laringe-traquea a las 12, 24 y 72 HPI, ademas de pulmoén a las 12 HPI. En
los patos no inoculados se aisld el virus de IA H5N2 a partir de muestras de
pulmon, bazo, duodeno e intestino a nivel del diverticulo de Meckel.

En los pollos se aisl6 el virus a partir de muestras de cornetes nasales desde las
12 HPI hasta las 72 HPI; laringe-trdquea desde las 12 hasta las 72 HPI; en pulmén
desde las 12 hasta las 48 HPI; en parpado a las 12, 24 y 72 HPI; en timo a las 12
y 72 HPI, bolsa de Fabricio a las 72 HPI y glandula de Harder desde las 12 hasta
las 72 HPI. Los resultados muestran la presencia del virus en las mucosas de los
tejidos desde las 12hrs, lo cual coincide con la patogenia publicada
(2,3,16,17,18,19,20,21,22,23,24). Mientras que en los pollos sin inocular no se
aislo el virus.
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CUADRO 2: AISLAMIENTOS DEL VIA H5N2 DE BP EN EMBRION DE POLLO

Clave | AV/PI | Control | 12HPI | 24HPI | 48HPI | 72HPI
Cor 0/5 0/5 5/5 35 | 4/5 | 0/5
LT 0/5 0/5 5/5 3/5 o5 | 4/5
U BN 0/5 2/5 2/5 | o/5 | o/5 | 0/5
S Par 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
SR Tim 0/5 0/5 o5 | o5 | o5 | o5
N EF 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
;E Bz 05 | 55 | o5 | 05 | o5 | 055
vl GH 0/5 0/5 0/5 5/5 0/5 0/5
=3 TC 0/5 0/5 0/5 o5 | 0/5 | 0/5
Duo 0/5 5/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Mk 0/5 5/5 0/5 o5 | 0/5 | 0/5
gvll Cor 0/5 0/5 5/5 5/5 | 4/5 | 4/5
O I 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 | 3/5
o K 0/5 0/5 35 | 45 | 2/5 | 0/5
)N Par 0/5 0/5 5/5 4/5 0/5 3/5
il Tim 0/5 0/5 3/5 | 0/5 0/5 3/5
8 BF 0/5 0/5 0/5 o5 | 0/5 3/5
=5 E 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2 GH 0/5 0/5 5/5 5/5 2/5 2/5
=il 17C 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Duo 0/5 0/5 0/5 o5 | 0/5 | 0/5
MK 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

AV/PI=Aislamiento viral previo a la inoculacion, Cor=Cornete nasal LT=Laringe-Traquea, Pul=Pulmén,
Par=Parpado, Tim=Timo, BF=Bolsa de Fabricio, Bz=Bazo, GH= Glandula de Harder, Tc=Tonsila cecal,
Duo=Duodeno Mk=Yeyuno a nivel del diverticulo de Mekel.
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HISTOPATOLOGIA

Los patos Pekin (Cuadro 3) mostraron lesiones de leve a moderado en el aparato
respiratorio mientras que los pollos Leghorn (Cuadro 4) mostraron lesiones de
moderado a severo en todo el aparato respiratorio. Sin embargo, en ambas
especies se observaron otros cambios en diferentes 6rganos.

HISTOPATOLOGIA EN PATOS PEKIN

CORNETE NASAL

El 33% de los patos Pekin inoculados presentd rinitis linfocitaria leve desde las 12
HPI, mientras que un pato a las 24 y uno a las 48 HPI (16% de todos los patos
inoculados) presentaron rinitis linfocitaria moderada. La misma lesién se encontré
en el 66% de los controles negativos con un grado leve (Figura 1A) (Cuadro 3).

SENO INFRAORBITARIO

El 25% de los patos Pekin inoculados presentd sinusitis linfocitaria leve y el 16%
moderada a partir de las 12 HPI. Los controles negativos no presentaron estas
lesiones (Figura 1B) (Cuadro 3).

DERMIS QUE CUBRE EL SENO INFRAORBITARIO
Los patos Pekin no presentaron lesiones en esta region (Cuadro 3).

LARINGE-TRAQUEA

A partir de las 12 HPI, el 41% de los patos Pekin inoculados presentd
laringotraqueitis linfocitaria leve, el 8% moderada y el 33% severa. El 100% de los
controles negativos presentd esta lesién con un grado de severidad leve (Figura
1C) (Cuadro 3).

PULMON

A partir de las 12 HPI, el 33% de los patos Pekin inoculados presentaron focos
neumonicos linfoides leves, el 41% moderados y el 25% severos. En los controles
negativos esta lesion se presenté con un grado de severidad moderado en el
100% de las aves (Figura 1D) (Cuadro 3).
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Figura 1, lesiones histologicas, HyE: Pato Pekin de 26 dias, inoculado con el
VIA H5N2 de BP. (A) Rinitis linfocitaria moderada, 24 HPI, 3.2X. (B) Sinusitis
linfocitica moderada, 48 HPI, 10X. (C) Laringotraqueitis linfocitaria severa, 48 HPI,
10X. (D) Focos neuménicos linfoides severos que abarcan el 100% de la imagen,
72 HPI, 10X.

PARPADO

El 9% de los patos Pekin inoculados present6 blefaritis linfocitaria leve y el 36%
moderada desde las 12 HPI. El 33% de las aves no inoculadas presentd esta
lesion con un grado leve y el 66% con un grado moderado de severidad (Figura
2A) (Cuadro 3).

TIMO

A partir de las 12 HPI, el 41% de los patos Pekin inoculados present6 atrofia de la
zona cortical en timo con un grado de severidad leve y el 16% moderada. Las
aves no inoculadas no presentaron esta lesion (Figura 2B) (Cuadro 3).

El 25% de los patos inoculados presentd apoptosis leve en timo, el 50% moderada
y el 16% severa en timo, a partir de las 12 HPI. El 33% de las aves no inoculadas
presentd esta misma lesion con grado moderado y el 66% con grado severo
(Figura 2B) (Cuadro 3).
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BOLSA DE FABRICIO

A partir de las 12 HPI, el 8% de los patos Pekin inoculados presentd apoptosis
leve en los foliculos de la bolsa de Fabricio, el 50% moderada y el 41% severa.
En el 100% de los controles negativos se presento la misma lesion en un grado de
severidad moderado. (Figura 2C). El 41% de los patos Pekin inoculados presenté
deplecion leve de la zona cortical en los foliculos de la bolsa de Fabricio, a partir
de las 12 HPI. Esta lesion no se presentd en aves no inoculadas (Cuadro 3).

A patrtir de las 12 HPI, el 50% de los patos Pekin inoculados presentd deplecion
leve en la zona medular de los foliculos de la bolsa de Fabricio, el 25% moderada
y el 16% severa. Esta lesion se presentd en el 33% de las aves sin inocular con un
grado de severidad leve y en el 33% con grado moderado (Figura 2C). (Cuadro 3).

GLANDULA DE HARDER

El 83% de los patos Pekin inoculados present6 desarrollo de tejido linfoide leve en
la glandula de Harder y en el 8% fue moderado. En aves sin inocular se observé
desarrollo de tejido linfoide leve en el 66% de las aves (Figura 2D) (Cuadro 3).

4 i ’ g g
"~ 3 A g 2, K42 4
IRl e ey % ¥ 7

Figura 2, lesiones histol6gicas HyE:. Patos Pekin de 26 dias, inoculado con el
VIA H5N2 de BP. (A)) Blefaritis linfocitaria moderada,48 HPI, 10X. (B) Timo con
atrofia cortical moderada por apoptosis severa, 72 HPI, 10X, (C) Bolsa de
Fabricio con deplesién medular moderada y apoptosis severa, 72 HPI, 40X.(D)
Glandula de Harder con desarrollo de tejido linfoide leve, 48 HPI, 10X.

3
- e L4 4

17
Susceptibilidad del pato doméstico (Pekin) a la infeccion por el virus de influenza
aviar H5N2 de baja patogenicidad
Ernesto Godinez Garcia



OTROS ORGANOS

Las lesiones encontradas en duodeno, intestino a nivel del diverticulo de Meckel,
tonsilas cecales y bazo, carecen de valor para este estudio, debido a la ausencia
de aislamiento viral en estos érganos y la falta de informacion cientifica que
sugiera que son 6rganos para un VIA de BP.

CUADRO 3: Evolucién de

inoculados con el VIA H5N2 de BP.

lesiones histopatolégicas en patos Pekin

Rinitis linfocitaria

Sinusitis linfocitaria

Sinusitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

Infiltracién linfocitaria
perivascular

Dermatitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

Laringotraqueitis
linfocitaria
Traqueitis linfocitaria
asociada a infiltracién
heterofilica

Bronquitis linfocitaria

Bronquitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

Focos neumonicos
linfoides

Blefaritis linfocitaria

Blefaritis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

MHL MHL MHL MHL
12 HPI 12HPI 24 HPI 24HPI 48 HPI 48HPI 72 HPI 79HPI CN
Cornetes nasales
(+)1/3 0.33 (E:z)l 1/7’3 1.00 (++)1/3 0.66 (+)2/3 0.66 (+)2/3
Seno infraorbitario
((2)11//33 1.00 (+)1/3 0.33 (++)1/3 0.66 (+)1/3 0.33 ()
(+++)2/3 | 2.00 (+)1/3 0.33 “) 0.00 (+)1/3 0.33 )
Dermis que recubre el seno infraorbitario
) 0.00 ) 0.00 ) 0.00 ) 0.00 )
) 0.00 ) 0.00 ) 0.00 ) 0.00 )
Laringe/Traquea
(+)1/3 (+)2/3 (+)2/3
(++4)2/3 2.33 (+4)1/3 1.33 (++4)1/3 1.66 | (+++)1/3 | 1.00 (+)3/3
(8:2)2 1/;’3 1.33 (+)2/3 0.66 (+)3/3 1.00 (+)1/3 0.33 (+)2/3
(+)1/3 (+)2/13 (+)2/3,
(+4)2/3 1.66 (+)1/3 0.33 (+4)1/3 1.33 (+4)1/3 1.33 (H)1/3
(+)1/3 0.33 ) 0.00 ) 0.00 (+)1/3 0.33 O]
+)1/3
(+)1/3 (+)2/13 ( (++)1/3
1.66 1.33 (++)1/3 2.00 2.66 | (++)3/3
(++)2/3 (++)1/3 (++0)1/3 (+++)2/3
(+)1/3
(++)2/3 1.33 (++)1/3 0.66 (+)1/2 0.50 (++)1/3 0.66 (+4)2/3
“) 0.00 ) 0.00 ) 0.00 (+)1/3 0.33 (+)2/3
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MHL
CN

0.66

0.00

0.00

0.00

0.00

1.00

0.66

0.33

0.00

2.00

1.66

0.66




MHL MHL MHL MHL MHL

12HPI | 5o | 24HPL |0/ o | 48 HPI 72 HPI CN e
Timo
Atrofia de zona (+)1/3 :
ortical (N3 | 033 | (M3 | 033 | (H2/3 | 0.66 G023 | 186 ) 0.00
. (++)1/3 (+)2/3 (+)1/3 (++)2/3 (++)1/3
Apoptosis (+++)1/3 1.66 (++)1/3 1.33 (++)213 1.66 (+++)1/3 2.33 (+++)2/3 2.66
Atr?;il?c'ljgside M3 | 033 | (D3 | 033 ) 0.00 o) 0.00 | (+)2/3 | 0.66
Bolsa de Fabricio
Apoptosis (++0)3/3 | 300 | (+933 | 2.00 ((:2)12//33 1.66 (E,++++))12/?3 266 | (++)3/3 | 2.00
Dep'eﬁé‘i?if; Zoma | 13 | 033 ) 0.00 | (+)23 | 066 | (+)213 | 066 A 0.00
., (+)1/3 (+)1/3
Deplmodnu?aerzo”a (+)3/3 | 1.00 (Er++))11//33 1.00 | (+¥)1/3 | 2.00 | (++)1/3 | 2.00 ((:3)11/?3 1.00
(+++)1/3 (+++)1/3
Glandula de Harder
Desarrollo de tejido (+)2/3
linfoide (1213 | 066 | (H3/3 | 1.00 | ()33 Loo | Gy | 138 (H)2/3 | 0.66
N6dulos linfoides 13 | 033 | (M2 | 050 ) 0.00 ) 0.00 | (¥)2/2 | 1.00
Duodeno
e (+)2/3 (+)1/3 (+)2/3 (+)1/3
Enteritis linfocitaria (+4)1/3 1.33 (+4)1/3 1.00 (+4+)1/3 1.33 (+4)2/3 1.66 (+)3/3 1.00
Hiperplasia de placas
perp o Peyerp 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 6 0.00
Intestino medio a nivel del diverticulo de Mekel
Enteritis linfocitaria ((2)11//22 150 | ®23 | 066 | (023 | 066 | (033 | 1.00 | #)22 | 1.00
AR ESROBEERS || e gy o |00 | © 0.00 @ | o000 | ¢ | o000

de Peyer

HPI=Horas postinoculacion, MHL=Media histolégica de lesién, CN= Aves sin inoculacion, (-)= Sin lesion,
(+)=Leve, (++)=Moderado, (+++)=Severa, NE=No evaluado

HISTOPATOLOGIA EN POLLOS INOCULADOS

CORNETES NASALES
El 41% de los pollos Leghorn inoculados presento rinitis linfocitaria moderada vy el
59% la presento de forma severa a partir de las 12 HPI. En las aves sin inocular se
presento esta lesion en el 33% de las aves con un grado de severidad moderado.
(Figura 3A) (Cuadro 4).
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SENO INFRAORBITARIO

En los pollos Leghorn a partir de las 24 HPI se presento6 sinusitis linfocitaria leve
en el 16% de las aves, moderada en el 25% y severa en el 8%. Las aves sin
inocular no manifestaron estas lesiones (Figura 3B) (Cuadro 4).

DERMIS QUE CUBRE EL SENO INFRAORBITARIO

A partir de las 24 HPI se presento infiltracion linfocitaria moderada en el 27% de
los pollos Leghorn y severa en el 27%. Los testigos negativos no presentaron esta
lesion (Figura 3C) (Cuadro 4).

LARINGE-TRAQUEA

En los pollos Leghorn inoculados, a partir de las 12 HPI, se presentd
laringotraqueitis linfocitaria moderada en el 27% de las aves y severa en el 54%.
En los testigos negativos se encontrd laringotraqueitis linfocitaria leve en el 66%
de los animales (Figura 3D) (Cuadro 4).

Figura 3, lesiones histoldgicas, HyE: Pollo Leghorn de 26 dias, inoculado con el
VIA H5N2 de BP. (A) Rinitis linfocitaria severa, 24 HPI, 10X. (B) Sinusitis linfocitica
severa, 24 HPI, 3.2X. (C) Infiltracidn linfocitaria perivascular severa, 24 HPI, 3.2X.
(D) Laringotraqueitis linfocitaria severa, 48 HPI, 10X.

PULMON

Desde las 12 HPI, el 16% de los pollos Leghorn inoculados presenté focos

neumonicos linfoides leves y el 25% moderados. El 33% de las aves sin inocular

presento esta lesion con grado moderado. La Unica diferencia entre pollos Leghorn
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inoculados y no inoculados se observé a las 48 HPI con un grado moderado en el
66% de las aves inoculadas. (Figura 4A) (Cuadro 4).

PARPADO

El 25% de los pollos Leghorn inoculados presentd blefaritis linfocitaria leve y el
41% moderada a partir de las 24 HPI. Los testigos negativos no presentaron esta
lesion (Figura 4B) (Cuadro 4).

TIMO

El 25% de los pollos Leghorn inoculados presenté atrofia de la corteza de timo
leve y el 33% moderada, a partir de las 12 HPI. Esta lesion se observo en el 33%
de los controles negativos con un grado leve de severidad. (Figura 7C). A partir de
las 12 HPI, el 16% de los pollos Leghorn inoculados presento apoptosis leve, el
25% moderada y el 58% severa. En las aves sin inocular esta lesion tuvo un grado
moderado de severidad en el 100% de los animales (Figura 4C) (Cuadro 4).

BOLSA DE FABRICIO

A patrtir de las 12 HPI, el 33% de los pollos Leghorn inoculados present6 apoptosis
moderada y el 66% severa. Esta lesion se observo en el 100% de las aves sin
inocular con un grado moderado de severidad (Figura 7D). A partir de las 12 HPI,
el 16% de los pollos Leghorn inoculados presentd deplecion de la zona cortical en
la bolsa de Fabricio leve y el 16% moderada. Esta lesion estuvo ausente en los
controles negativos. A partir de las 12 HPI, el 16% de los pollos Leghorn
inoculados present6 deplecion leve en la zona medular de los foliculos en la bolsa
de Fabricio, el 75% moderada y el 8% severa. Esta lesion estuvo presente en el
100% de las aves sin inocular con un grado de severidad moderado. La Unica
diferencia en la manifestacion de esta lesion se observa a las 24 HPI, donde un
ave manifestd un grado severo (Figura 4D)(Cuadro 4).

GLANDULA DE HARDER

Los pollos Leghorn presentaron desarrollo de tejido linfoide leve con una
frecuencia del 45%, y moderada con una frecuencia del 55%. El 100% de las aves
sin inocular presentd esta lesién con un grado leve de severidad. (Figura 4E)
(Cuadro 4).
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Figura 4, lesiones histoldgicas HyE:. Pollos Leghorn de 26 dias, inoculado con
el VIA H5N2 de BP.(A) Focos neumonicos linfoides moderados que abarcan el
100% de la imagen, 48 HPI, 10X. (B) Blefaritis linfocitaria moderada, 48 HPI, 10X.
(C) Timo con atrofia cortical moderada por apoptosis severa, 72 HPI, 10X, (D)
Bolsa de Fabricio con deplesion medular moderada y apoptosis severa, 72 HPI,
40X. (E) Glandula de Harder con desarrollo de tejido linfoide moderado, 48 HPI,
10X
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CUADRO 4: Evolucion de lesiones histopatologicas en pollos Leghorn
inoculados con el VIA H5N2 de BP (Testigos positivos).

Rinitis linfocitaria

Sinusitis linfocitaria

Sinusitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

Infiltracién linfocitaria
perivascular

Dermatitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

Laringotraqueitis
linfocitaria
Traqueitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

12 HPI

(+++)1/3
(++)1/3

MHL
12HPI

1.66

24 HPI

(++)2/3
(+++)1/3

MHL
24HPI

Cornetes nasales

2.33

48 HPI

(++)1/3
(+++)2/3

Seno infraorbitario

MHL
48HPI

2.66

72 HPI

(++)1/3
(+++)2/3

MHL
72HPI

2.66

1.33

0.66

2.00

0.00

CN

(++)1/3

()

(+)2/3

()

MHL
CN

Bronquitis linfocitaria

Bronquitis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica
Focos neumonicos
linfoides

1.33

(+++)2/3

()

(++)1/3

Blefaritis linfocitaria

Blefaritis linfocitaria
asociada a infiltracion
heterofilica

Atrofia de zona
cortical

Apoptosis

0.00

2.00

¢

()

(+)1/3

(++)3/3

Atrofia linfoide
folicular

(+)1/3
) 0.00 (++)1/3 | 2.00 (+)1/3 0.33 (++)2/3
(+++)1/3
(H)1/3,
) 0.00 (+D1/3 1.00 ) 0.00 (++)1/3
Dermis que recubre el seno infraorbitario
] (++)1/3 (+H)1/3
) 0.00 (++4)2/3 266 | (++)1/2 | 1.00 (++0)1/3
) 0.00 | (+++)1/3 | 1.00 ) 0.00 “)
Laringe/Traquea
(++)1/3
(+++)1/3 | 1.00 | (+++)3/3 | 3.00 (++4)2/3 2.66 (++)2/12
(+)1/3
(H1/3 0.33 (+4)1/3 1.00 | (++H)1/3 | 1.00 )
Pulmon
i (++)1/3, (+)2/3,
(++)2/3 | 1.33 ) 0.00 (++0)1/3 1.66 (+0)1/3
) 0.00 ¢) 0.00 | (¥)1/3 0.33 @)
(++)1/3 | 0.66 (+)1/3 033 | (++)2/3 1.33 ()13
Parpado
i (+)1/3 (+)1/3, (+)1/3,
©) 0.00 1 oz | 190 | o | 188 | by
) 0.00 ) 0.00 (+)1/3 0.33 “)
Timo
] (+)1/3
(+)2/3 0.66 ) 0.00 (+9)1/3 1.00 (++)3/3
(++)2/3 (+)2/3 (++)1/3
(++4)13 2.33 (++4)1/3 1.66 (++4)23 2.66 | (+++)3/3
Bazo
(52)21’?3 1.33 ((+++))12//33 166 | (+4)3/3 | 200 | (+01/3

0.66

(++)1/3
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MHL MHL MHL MHL MHL
12 HPI 19HP| 24 HPI 24HPI 48 HPI 72 HPI 79HPI CN CN

Bolsa de Fabricio

Apoptosis (+++)3/3 | 3.00 | (++)3/3 | 2.00 | (+++)3/3 | 3.00 ((::2)12/;7’3 2.66 | (++)3/3 | 2.00
Deplecion de zona . (+)2/3 3 .
cortical (++)1/3 | 0.66 ) 0.00 (+9)1/3 1.33 ) 0.00 ) 0.00
Deplecién de zona (+)2/3 (++)2/3
edular (113 1.33 (++4)13 233 | (+4)3/3 | 200 | (++)3/3 | 2.00 | (++)3/3 | 2.00

Glandula de Harder

Desarrollo de tejido (+)2/3
linfoide (++)1/3

(++)2/3
(+)1/3

(++)1/3

133 | (++)2/2 | 2.00 (41213

1.66 133 | (H)2/2 | 1.00

Tonsila cecal
Nédulos linfoides (+++)3/3 | 3.00 | (+++)2/2 | 3.00 | (+++)2/3 | 3.00 (+++)3/2 | 3.00 | (+++)3/3 | 3.00

Duodeno
Enteritis linfocitaria | () | 0.00 (Sr++))11//33 1.00 (Ej)lsz?) 1.66 ((+++++))11’/33 166 | (++)3/3 | 2.00
Hiperplasia de placas (+)1/3, . (+)1/3
de Peyer (++)2/3 | 1.33 (+44)1/3 1.33 | (+++)2/3 | 2.00 ) 0.00 (++4)1/3 1.33
Intestino medio a nivel del diverticulo de Mekel
Enteritis linfocitaria ) 0.00 | (H1/3 | 0.33 ) 000 | (¥)1/3 | 033 | (V13 | 0.33
FR=ElEB e DR | s | 45 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00

de Peyer

HPI=Horas postinoculacion, MHL=Media histolégica de la lesién, CN= aves sin inoculacion, (-)= Sin lesion,
(+)=Leve, (++)=Moderado, (+++)=Severa, NE=No evaluado

VALIDACION DEL ANTISUERO POR PRECIPITACION EN GEL DE AGAR

La presencia de anticuerpos presentes en el suero de pollos y conejos
inmunizados dirigidos hacia el VIA HS5N2BP se determino por un precipitado
intenso y la ausencia de este en sueros de pollos y conejos sin inmunizar (Figura
5).

INMUNOHISTOQUIMICA

Se produjo el antisuero en pollo y conejo y se evalud por precipitacion en gel de
agar (Figura 5). Sin embargo, en todos los protocolos utilizados se observo una
inmunoreaccion inespecifica lo que hizo imposible distinguir la presencia del virus
en el tejido.
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Figura 5, PGA: Pozo A: suero hiperinmune de pollo (muestra uno); Pozo B: suero
hiperinmune de conejo (muestra uno); Pozo C: suero hiperinmune de conejo
(muestra dos); Pozo D: suero normal de conejo; Pozo E: suero normal de pollo;
Pozo F: suero hiperinmune de pollo (muestra 2).

8. DISCUSION

SIGNOS CLINCOS

Esta ampliamente documentado que los signos causados por VIA H5N2BP en
pollos, son principalmente del aparato respiratorio y que confirman lo observado
en esta tesis. En el caso de los patos, los VIA de BP como el H5N2 no causan
lesiones como lo observé Pillai et al (2008) en un estudio experimental y que
concuerdan con los resultados de esta tesis. Con base a los resultados clinicos, es
claro que la cepa del VIA H5N2 de BP utilizada en nuestro estudio es patdogena
para los pollos y no para los patos. Sin embargo, las lesiones histologicas y el
aislamiento del virus en ambas especies sugieren que los patos si podrian cursar
con una enfermedad subclinica ya que, con excepcion de pulmon, las lesiones
respiratorias en los patos inoculados fueron mas severas que los no inoculados.

AISLAMIENTO VIRAL

Pato Pekin

La patogenia del VIA H5N2 de BP en patos se estad describiendo actualmente
debido a que los patos son considerados resistentes a la enfermedad.
Recientemente, en estudios de excrecion viral se demostré la presencia de virus
Gnicamente en orofaringe y hasta por 2 dias Pl (Mundt 2009). Mientras que Pillai
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et al 2008, detecto la presencia de RNA viral de un virus H5N2 de BP aislado de
loro con linaje genético mexicano en orofaringe entre los 2 y 14 dias Pl y en menor
cantidad en cloaca entre los 4 y 7 dias PI. En el mismo estudio de Pillai et al 2008,
utilizando inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal anti-VIA, demuestra
la presencia discreta del VIA H5N2 de BP en células del epitelio traqueal,
macrofagos infiltrados en submucosa traqueal, infiltrados de macrofagos en
pulmén y células epiteliales de bronquios a los 3 dias PIl. En nuestro estudio el
virus fue aislado Uunicamente a las 12 HPI a partir de pulmdn que coincide con las
observaciones de Pillai et al 2008; la diferencia en el tiempo de aislamiento entre
las 12 HPI de nuestro estudio y los 3 dias del estudio de Pillai et al (2008), podria
explicarse a la naturaleza genética entre las cepas, la diferencia de un logaritmo
en el inoculo y la via de inoculacién. El aislamiento del virus a partir de pulmones,
bazo, y duodeno de patos no inoculados probablemente se debi6 a una
contaminacion en el manejo de las muestras y no a una infeccion accidental
debido a que el virus no se aisl6 de cornetes y/o traquea como en los patos
inoculados, y a que las aves fueron negativas al aislamiento viral y serologia
previo y posterior al estudio, mantenidas en cuartos separados y procesadas antes
de trabajar con las muestras de aves inoculadas.

Pollos inoculados

La presencia de virus HSN2 BP en trAdquea y pulmon de pollos cuando el virus es
inoculado por via sistémica (intracraneal) o por via natural (intranasal o
intracoanal) ha sido descrito por Mo et al 1997 y Pillai et al 2008, lo cual también
ha sido observado en este estudio. Sin embargo, hay diferencias respecto al
tiempo de deteccion posterior a la inoculacién; por ejemplo, la presencia de
viriones en pulmén se ha observado hasta los 3 dias Pl y en nuestro estudio el
virus se detect6 entre las 12 y 48 HPI, lo anterior pudo deberse a que inoculamos
el virus en la trdquea y los otros autores en narinas o0 coana. En otros estudios
donde utilizaron cepas H5N2 BP de origen mexicano y japonés (Mundt 2009,
Swayne 1997) se demostrd la presencia del virus en otros 6rganos o tejidos
diferentes al aparato respiratorio como fueron rifién, bolsa de Fabricio, pancreas y
recto. En nuestro estudio se aislo6 el virus a partir de timo y bolsa de Fabricio, pero
desconocemos si estuvo presente en pancreas, recto y rifibn ya que no se
incluyeron en nuestro estudio. Lo anterior evidencia que las cepas de un mismo
subtipo como el H5N2 de BP pueden tener cambios en su patogenia y sostiene la
hipétesis de que algunas cepas de H5N2 de BP tendrian viremia. Finalmente en
nuestro estudio reportamos la presencia de virus en parpado y glandula de Harder
gue son tejidos adyacentes al sitio de inoculacién y que no han sido descritos en
pollos inoculados con virus H5N2 de BP.

HISTOPATOLOGIA

Durante la evaluacion histopatolégica fue claro que tanto los pollos como los patos
tuvieron una infeccién subclinica durante el desarrollo del experimento a pesar de
los resultados negativos previo a la inoculacién y valoracién clinica. Lo anterior
con base a la histopatologia de las aves sin inocular. Estas lesiones se
encontraron en cornetes nasales, parpado, glandula de Harder, laringe-traquea,
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pulmén, timo, y bolsa de Fabricio que indican un cuadro respiratorio e
inmunologico de etiologia no determinada en este estudio.

Patos Pekin
En este estudio se aprecia un grado mayor de severidad en las lesiones
observadas en cornetes nasales, seno infraorbitario, traquea y pulmén, al
comparar entre patos inoculados y patos no inoculados, lo que sugiere que el VIA
H5N2 de BP es capaz de producir lesiones en el sistema respiratorio de los patos
e incluso difundirse a partir de cavidad nasal hacia tejidos del seno infraorbitario y
producir lesion. Las lesiones observadas en los testigos negativos podrian
explicarse por efecto de otro agente patégeno no determinado en este estudio. Lo
gue sugiere que ambos grupos de aves cursaron con una enfermedad subclinica
respiratoria diferente a los agentes descartados previos a la inoculacion viral, lo
que implicaria que este agente no determinado coadyuvo a la manifestacion de
lesiones en las aves. En cuanto a las lesiones en 6rganos linfoides, se aprecia un
aumento en la severidad de la atrofia cortical en timo por apoptosis y la deplesion
linfoide en bolsa de Fabricio por apoptosis, entre patos inoculados y no
inoculados, lo cual sugiere que el VIA H5N2 de BP participa en la
inmunodepresion, sin embargo, la presencia de las mismas lesiones en los patos
no inoculados crea la necesidad de validar esta hipotesis en estudios posteriores,
lo anterior implicaria que ambos grupos de patos estuvieron expuestos a un
agente patogeno inmunosupresor diferente al VIA H5N2. Con respecto a las
lesiones observadas en parpado y glandula de Harder, no se aprecia un
incremento en la frecuencia o severidad de lesiones entre patos inoculados y no
inoculados, por lo tanto no pueden ser relacionadas con la inoculacién del VIA
H5N2 de BP lo que sugiere que éste no tiene la capacidad de producir lesiones en
estos organos en el pato Pekin.
Algunos autores como Mundt et al. (2009) y Pillai et al. (2008) han descrito
lesiones en aparato respiratorio y sistema linfoide como traqueitis catarral
linfocitica moderada; traqueitis linfoplasmocitica de moderada a severa con
hiperplasia difusa, desciliacion focal del epitelio e infiltracion heterofilica en
algunas ocasiones; infiltrados linfocitarios moderados en pulmén; neumonia
intersticial linfohistiocitica moderada; bronquitis de leve a moderada con
desciliacion, hiperplasia y degeneracion del epitelio; atrofia de la corteza de timo
moderada; atrofia moderada de foliculos linfoides en bolsa de Fabricio e
incremento de nodulos linfoides en tonsilas cecales. Las lesiones encontradas en
organos respiratorios fueron relacionadas con la presencia del VIA en células del
epitelio traqueal, macréfagos infiltrados en submucosa traqueal, infiltrados de
macréfagos en pulmon y células epiteliales de bronquios, en patos mediante
inmunohistoquimica. Las lesiones descritas en esta tesis son consistentes con lo
descrito por Mundt et al (2009) y Pillai et al (2008).
La presencia de lesiones en los patos Pekin control de esta tesis, sugieren que las
aves cursaron con una enfermedad subclinica provocada por un agente diferente
al VIA, sin embargo con excepciéon de las encontradas en pulmén, estas fueron
generalmente menos severas. Sin embargo, con base a los articulos anteriores y
los resultados de esta tesis, se sugiere que el VIA H5N2 de BP puede replicarse y
producir dafio en érganos respiratorios de patos Pekin, y que estos manifiestan
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deplesion linfoide posterior a la inoculacién de estos virus. Lo que indica que a
pesar de que los patos Pekin no son susceptibles a la manifestacion clinica de la
enfermedad posterior a la inoculacion del virus, estos pueden replicarlo en
organos respiratorios, lo que los hace un potencial reservorio. Lo cual ya habia
sido sefalado por otros autores (Mundt et al. 2009 y Pillai et al.2008).

Pollos inoculados
En los pollos Leghorn inoculados se aprecia un aumento en la severidad y
frecuencia de lesiones en cornetes nasales, seno infraorbitario, dermis que
recubre el seno infraorbitario, traquea y parpado, con relacién a los pollos Leghorn
no inoculados, lo que sugiere que el VIA H5N2 de BP tiene la capacidad de causar
lesiones en el sistema respiratorio, parpado y difundirse de cavidad nasal hacia
tejidos adyacentes como el seno infraorbitario y la piel que lo recubre. Sin
embargo no se observo diferencia significativa en el grado de lesion en pulmén
entre pollos inoculados y no inoculados. Las lesiones observadas en los pollos
Leghorn no inoculados podrian explicarse por la presencia de otro agente
patégeno no determinado en este estudio, lo que sugiere que ambos grupos de
aves cursaron con una enfermedad subclinica. Ademas se aprecia un aumento en
la severidad de lesiones observadas en timo y Bolsa de Fabricio, entre testigos
positivos y negativos, esto sugiere que ambos grupos de aves estuvieron
expuestas a un agente patdgeno inmunosupresor diferente al VIA H5N2, sin
embargo, el dafio a tejido linfoide fue mayor en las aves inoculadas, lo que sugiere
que la infeccion por este virus puede generar lesion en érganos linfoides bajo
estas circunstancias. En glandula de Harder se puede apreciar un aumento en el
desarrollo de tejido linfoide en las aves inoculadas, lo que sugiere que el VIA
H5N2 de BP tiene la capacidad de inducir una respuesta del sistema linfoide en
este 6rgano.
Las lesiones en pollos Leghorn causadas por el VIA H5N2 de BP han sido
descritas principalmente en érganos respiratorios, linfoides y en 6rganos internos
como pancreas y rifion. Ente ellas se ha descrito la pérdida de cilios y
degeneracion del epitelio traqueal, traqueitis linfocitaria, degeneracién vacuolar y
necrosis de las células del epitelio en laringe e hiperplasia difusa con areas de
metaplasia escamosa (Masatoshi et al 2007, Mo et al 1997, Pillai et al 2008); sin
embargo, en algunos casos estas lesiones han sido relacionadas con el virus a
través de inmunohistoquimica (Masatoshi et al 2007, Mo et al 1997), lo cual
sugiere una inconsistencia entre la presencia de viriones y lesiones o falta de
sensibilidad de la prueba. Estas lesiones son consistentes con las encontradas en
esta tesis, sin embargo en esta tesis no se observaron zonas con metaplasia,
hiperplasia o necrosis del epitelio traqueal, probablemente debido a que los
tiempos de toma de muestras fueron de 3 dias comparados con otros estudios de
hasta 10 dias. También se ha reportado la presencia de neumonia intersticial
linfohistiocitica y neumonia intersticial linfocitaria, estas lesiones fueron
relacionadas con la presencia de viriones en infiltrados de macréfagos de pulmon
y células epiteliales de bronquios en la mayoria de los casos mediante
inmunohistoquimica (Mo et al 1997, Pillai et al 2008, Swayne et al 1997), sin
embargo en este caso también existen inconsistencias en la relacién de lesion y
presencia viral, donde se ha observado la presencia de viriones sin que se
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mencionen lesiones (Masatoshi et al 2007), y lesiones sin presencia de viriones
(Swayne et al 1997), sin embargo las lesiones descritas son consistentes con las
observadas en esta tesis. Las lesiones descritas por otros investigadores en
organos linfoides como es la deplecién y necrosis linfoide en timo, bolsa de
Fabricio y 6rganos linfoides secundarios; atrofia moderada de foliculos linfoides en
bolsa de Fabricio y el incremento de nddulos linfoides en tonsilas cecales, han
sido relacionadas con la presencia de viriones mediante inmunohistoquimica en
epitelio y macréfagos medulares de bolsa de Fabricio (Mo et al 1997, Pillai et al
2008, Swayne et al 1997). Estos hallazgos son consistentes con los resultados
observados en esta tesis, sin embargo en esta tesis la interpretacion de dafio
celular en linfocitos se atribuy6 a apoptosis y no a necrosis, ademas de que no se
observaron lesiones evidentes en érganos linfoides secundarios.

Otros autores han reportado lesiones en 6érganos internos cuando inoculan con
cepas de origen mexicano o japonés del VIA H5N2 de BP. Las lesiones descritas
consisten en degeneracion de los acinis pancreaticos, tubulonecrosis y nefritis
intersticial leucocitaria, estas lesiones han sido relacionadas con la presencia de
viriones en la mayoria de los tejidos (Masatoshi et al 2007, Swayne et al 1997). Lo
anterior concuerda con los aislamientos virales a partir de 6rganos internos
observada en esta tesis y sostiene la hipétesis de que los VIA H5N2 de BP causan
viremia. Por otro lado, las lesiones en glandula de Harder, cornetes nasales, seno
infraorbitario y parpado descritas en esta tesis no han sido descritas para el VIA
H5N2 de BP.

La presencia de lesiones encontradas en las aves control, sugieren que los pollos
Leghorn cursaron con una manifestacion subclinica de enfermedad a
consecuencia de la implicacion de otro agente patégeno diferente al VIA, sin
embargo la severidad y frecuencia de estas lesiones fue menor a las encontradas
en los pollos inoculados. Con base a los resultados de esta tesis y de otros
investigadores, podemos concluir que el VIA H5N2 de BP, causa lesiones
principalmente en 6rganos respiratorios (cornetes, laringe, bronquios y pulmén) y
organos linfoides (bola de Fabricio y timo), y con menor frecuencia en érganos
internos como rifidn y pancreas.

PATOS PEKIN Y POLLOS LEGHORN

Al comparar las lesiones entre ambas especies mediante la media histologica de
lesion, se aprecia que los patos Pekin se encuentran en un rango menor de
severidad (parpado, glandula de Harder, cornetes, seno infraorbitario y laringe-
traguea). Respecto al pulmdn, se observa que los patos presentaron una mayor
severidad que los pollos posiblemente por una infeccién subclinica diferente al
VIA. En los 6rganos linfoides como el timo y bolsa de Fabricio las lesiones en
ambas especies fueron moderadas, pero con mayor frecuencia en los pollos.

Con base a los resultados de esta tesis la hipotesis alterna es aceptada debido a
gue el VIA H5N2 de BP causa lesiones menos severas en el pato Pekin que en el
pollo Leghorn.
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INMUNOHISTOQUIMICA

La presencia de inmunorreaccion en zonas de lesion en tejidos de cresta infectada
por el VIA empleando suero normal de pollo, indica que éste podria tener
reacciones cruzadas con las proteinas del tejido liberadas durante el proceso de
inflamacion. También la naturaleza policlonal del antisuero junto con la falta de
purificacion para producirlo, son elementos que explican la inmunoreactividad
inespecifica en el tejido de aves infectadas. La presencia de inmunorreaccion en
tejidos de pollo no inoculados con el VIA podria explicarse por una posible
contaminacion de la vacuna empleada con antigenos de tejidos de pollo, ya que
estas vacunas generalmente son elaboradas en embrion de pollo. Lo anterior
supone el empleo de un anticuerpo monoclonal como se ha hecho en otras
publicaciones o purificacion del antigeno para producir el antisuero (17,21,30).

9. CONCLUSIONES

1. El pato Pekin no es susceptible a la manifestacion clinica de enfermedad
posterior a la infeccion por el VIA H5N2 de BP de origen mexicano.

2. Es menos susceptible que los pollos a la manifestacion de lesiones. Las
lesiones histopatologicas en 6érganos respiratorios, incluyen rinitis linfocitaria,
sinusitis linfocitaria y laringotraqueitis linfocitaria, ademéas de deplesion linfoide
por apoptosis en bolsa de Fabricio y atrofia cortical en timo de patos y pollos,
siendo  mas severas en pollos. Los pollos presentan ademdas blefaritis
linfocitaria, desarrollo de tejido linfoide en glandula de Harder e infiltracion
perivascular linfocitaria en la piel que recubre el seno infraorbitario.

3. Este virus puede ser aislado a partir de érganos o tejidos respiratorios en patos
clinicamente sanos. El estudio concluye que el pato Pekin puede ser
considerado un potencial reservorio para el VIA H5N2 de BP que aun persiste
en la avicultura mexicana
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ANEXOS

ANEXO 1: Técnica de necropsia

El primer paso consistio en sumergir al ave en agua con detergente en polvo y
cloro al 8%, después de escurrir al ave por aproximadamente 10 segundos y
colocarla en la mesa de necropsias, se hizo una incision en la piel del pliegue
inguinal para posteriormente dislocar la cabeza del fémur, posterior a esto, se hizo
un corte transversal en la piel entre las 2 incisiones para poder retirar mediante
traccion la piel que cubre la pechuga y finalmente continuar la incision con tijeras
hasta la comisura del pico. Para llegar al celoma se hizo un corte transversal de
los musculos abdominales que se contindo hasta la articulacion izquierda del
hombro a través de las uniones costocondrales, una vez desarticulada la union
humero-escapulo-coraoidal, se flexiono el esternén hacia el lado derecho del ave.
Una vez expuesto el celoma, se hizo un corte transversal en el epiplon, se sujetod
la molleja para hacer un corte que separd el proventriculo del eséfago y
posteriormente se corto el ligamento que une la molleja con el higado, finalmente
se retiraron los intestinos ejerciendo traccion mediante la manipulacion de la
molleja y se tomaron las muestras de duodeno, intestino a nivel del diverticulo de
Mekel y por dltimo tonsila cecal. Posteriormente se tomaron las muestras de
bazo, bolsa de Fabricio y finalmente timo. Después de esto, se hizo un corte a
través de la comisura del pico para poder retirar laringe, trdquea y pulmones; y asi
tomar las muestras de estos 6rganos en el mismo orden. Por Gltimo se desarticulo
la cabeza y se hizo un corte longitudinal a través de la linea media, para
posteriormente tomar las muestras de glandula de Harder, parpado y por ultimo
cornetes nasales.

ANEXO 2: Tratamiento de laminillas con Poly-L-Lysina
1. Inmersién en acetona 4°C por 15 min
2. Inmersién en una solucién de Poly-L-Lysina al 10% diluida en acetona, a
4°C por 15 min
3. Dejar secar en estufa a 60°C por 30 min

ANEXO 3: Escala de lesiones microscopicas

1. Rinitis y laringotraqueitis linfocitaria: (+)=Dos o mas focos con escasos
linfocitos subepiteliales con presencia de hiperemia y/o hemorragias,
(++)=Tres a cinco focos con moderados numero de linfocitos subepiteliales, y
disminucion de glandulas mucosas o uno a dos focos con abundante nimero
de linfocitos donde la lesién abarque un campo visual 0 mas con un aumento
de 10X, y presencia de hiperemia y/o hemorragias, (+++)=Seis a mas focos
con moderados linfocitos subepiteliales, disminucién severa de glandulas
mucosas, o0 mas de dos focos con abundante cantidad de linfocitos donde la
lesion abarque un campo visual 0 mas con un aumento de 10X, y presencia de
hiperemia y/o hemorragias.

2. Sinusitis, bronquitis, blefaritis, enteritis y neumonia linfocitaria: (+)=Dos o mas
focos con escasos linfocitos subepiteliales y presencia de hiperemia y/o
hemorragias, (++)=Tres a cinco focos con moderados linfocitos subepiteliales,
0 uno a dos focos con abundante namero de linfocitos donde la lesion abarque
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10.

11.

aproximadamente un campo visual o0 mas con un aumento de 10X, y
presencia de hiperemia y/o hemorragias, (+++)=Seis o0 mas focos con
moderados linfocitos subepiteliales o mas de dos focos con abundante
cantidad de linfocitos donde la lesion abarque aproximadamente un campo
visual 0 mas con un aumento de 10X, y presencia de hiperemia y/o
hemorragias.

Infiltracién heterofilica: (+)=Escasa cantidad de heterofilos subepiteliales
infiltrados, (++)=Mayor cantidad de heterofilos subepiteliales infiltrados,
(+++)=Abundante cantidad de heterdfilos subepiteliales infiltrados.

Atrofia cortical de timo: (+)=Relacion corteza medula aproximadamente menor
a 1/3 en el 20% del corte, (++)=Relacion corteza médula aproximadamente
menor a 1/3 en el 30-40% del corte, (+++)=Relacion corteza médula
aproximadamente menor a 1/3 en el 50% o mas del corte.

Apoptosis: (+)=Escasos espacios redondos con presencia de detritus celulares
y nucleos picnéticos, (++)=Moderados espacios redondos con presencia de
detritus celulares y nucleos picnéticos, (+++)=Abundante nimero de espacios
redondos con presencia de detritus celulares y nucleos picnéticos.

Deplecion medular en bolsa de Fabricio: (+)=Escasas areas dispersas sin
linfocitos ocupadas por células reticulares, (++)=Moderadas areas dispersas
sin linfocitos ocupadas por células reticulares, (+++)=Abundantes areas
dispersas sin linfocitos ocupadas por células reticulares.

Atrofia cortical en foliculos de bolsa de Fabricio: (+)=Relacion corteza médula
aproximadamente menor a 1/3 en el 20% de los foliculos, (++)=Relacion
corteza médula aproximadamente menor a 1/3 en el 30-40% de los foliculos,
(+++)=Relacién corteza médula aproximadamente menor a 1/3 en el 50% o
mas de los foliculos.

Desarrollo de tejido linfoide en glandula de Harder: (+)=Escasa cantidad de
linfocitos, (++)Moderada cantidad de linfocitos, (+++)=Abundante cantidad de
linfocitos.

Presencia de nodulos linfoides: (+)=Uno a dos nddulos linfoides, (++)=Dos a
cinco nddulos linfoides, (+++)=Seis a mas nodulos linfoides.

Atrofia linfoide folicular en bazo: (+)=Disminucién escasa en el numero de
linfocitos foliculares, (++)=Disminucion moderada en el nimero de linfocitos
foliculares, (+++)=Disminucién abundante en el numero de linfocitos
foliculares.

Hiperplasia de placas de Peyer: (+)=Uno o dos placas de Peyer que abarquen
aproximadamente un campo visual 0 mas con un aumento de 10X, (++)=Tres
0 cinco placas de Peyer que abarquen aproximadamente un campo visual o
mas con un aumento de 10X, (+++)=Seis 0 mas placas de Peyer que
abarquen aproximadamente un campo visual o0 mas con un aumento de 10X,

ANEXO4: Desparafinado e hidratacién de muestras para histopatologia

aokrwnhE

Xilol durante 10 minutos
Xilol durante 10 minutos
Xilol durante 10 minutos
Alcohol absoluto durante 5 minutos
Alcohol absoluto durante 5 minutos
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10.
11.

Alcohol al 96% durante 5 minutos
Alcohol al 96% durante 5 minutos
Alcohol al 75% durante 5min
Alcohol al 75% durante 5 min
Agua destilada durante 5 minutos
Agua destilada durante 5 minutos.

ANEXO 5: Protocolo de inmunohistoquimica 1

1.

akowp

N o

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas
en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

3 lavados en xilol de 10 min c/u.

2 lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

2 lavados en agua destilada de 5 min.

Recuperacion antigénica incubando las laminillas con una solucién de pronasa
al 0.5%, diluida en Tris 200Mm, con 0.5% de SDS, pH 7.5, por 15min.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min

Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,
por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion con anticuerpo primario de pollo diluido 1/2000 en PBS con 1% de
ASB apH 7.5..

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de pollo hecho en
cabra por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacién del cromégeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HCl 100mM pH 8.4.

2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

Enjuagar en agua corriente.

Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 6: Protocolo de inmunohistoquimica 2

1.

w

Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas
en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

3 lavados en xilol de 10 min c/u.

2 lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

2 lavados en agua destilada de 5 min.
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5. Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,
por 30 minutos.

6. 2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

7. Bloqueo de inmunoglobulinas enddgenas con un anticuerpo sin biotinilar echo
en cabra contra IgG de pollo, diluido al 2% en PBS a pH 7.5, por 30 minutos.

8. 2lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

9. Incubacion con anticuerpo primario de pollo diluido 1/2000 en PBS con 1% de
ASB a pH 7.5, por 30 minutos.

10. 2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

11. Incubacioén del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de pollo hecho en
cabra por 30 min.

12. 2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

13. Incubacién del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min.

14. 2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

15. Incubacion del cromogeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HCl 100mM pH 8.4.

16. 2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

17. Enjuagar en agua corriente.

18. Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.

19. Enjuagar con agua destilada.

20. Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 7: Protocolo de inmunohistoquimica 3
1. Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas

en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

2. 3lavados en xilol de 10 min c/u.

3. 2lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

4. 2 lavados en agua destilada de 5 min.

5 Recuperacion antigénica incubando las laminillas con una solucién de pronasa
al 0.5%, diluida en Tris 200Mm, con 0.5% de SDS, pH 7.5, por 15min.

6 2lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

7 Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,

por 30 minutos.

8 2lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

9 Bloqueo de inmunoglobulinas endégenas con un anticuerpo sin biotinilar
hecho en cabra contra IgG de pollo, diluido al 2% en PBS a pH 7.5, por 30
minutos.

10 2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

11 Incubacion con anticuerpo primario de pollo diluido 1/2000 en PBS con 1% de
ASB a pH 7.5, por 30 minutos.

12 2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.
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13

14
15
16
17

18
19
20
21
22

Incubacion del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de pollo hecho en
cabra por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min

Incubacién del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del cromdgeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HCl 100mM pH 8.4.

2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

Enjuagar en agua corriente.

Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 8: Protocolo de inmunohistoquimica 4

1.

ok owbd

N o

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.

Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas
en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

3 lavados en xilol de 10 min c/u.

2 lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

2 lavados en agua destilada de 5 min.

Recuperacion antigénica sumergiendo las laminillas en una solucién buffer de
citratos a 0.01 M pH 6 y colocandolas en el horno de microondas por 5 min en
el nivel medio de potencia.

Dejar reposar las laminillas por 15 minutos a temperatura ambiente.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,
por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Bloqueo de inmunoglobulinas endégenas con un anticuerpo sin biotinilar
hecho en cabra contra IgG de pollo, diluido al 2% en PBS a pH 7.5, por 30
minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion con anticuerpo primario de pollo diluido 1/2000 en PBS con 1% de
ASB a pH 7.5, por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de pollo hecho en
cabra por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del cromdgeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HC| 200mM pH 8.4.
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19.
20.
21.
22.
23.

2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

Enjuagar en agua corriente.

Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.
Enjuagar con agua destilada.

Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 9: Protocolo de inmunohistoquimica 5

1.

akrowbd

N o

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas
en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

3 lavados en xilol de 10 min c/u.

2 lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

2 lavados en agua destilada de 5 min.

Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,
por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion con anticuerpo primario de conejo diluido 1/2000 en PBS con 1%
de ASB a pH 7.5, por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacién del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de conejo hecho en
cabra por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacién del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del cromdégeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HCl 100mM pH 8.4.

2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

Enjuagar en agua corriente.

Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 10: Protocolo de inmunohistoquimica 6

1.

akrowbd

N o

Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas
en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

3 lavados en xilol de 10 min c/u.

2 lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

2 lavados en agua destilada de 5 min.

Recuperacion antigénica incubando las laminillas con una solucion de pronasa
al 0.5%, diluida en Tris 100Mm, con 0.5% de SDS, pH 7.5, por 15min.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,

por 30 minutos.
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10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacién con anticuerpo primario de conejo diluido 1/2000 en PBS con 1%
de ASB a pH 7.5, por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacién del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de conejo hecho en
cabra por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacién del cromégeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HC| 100mM pH 8.4.

2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

Enjuagar en agua corriente.

Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 11: Protocolo de inmunohistoquimica 7

1.

ahrwbd

N o

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.

Incubar laminillas previamente tratadas con Poly-Lycine, que fueron montadas
en cortes en blanco, por 2 horas a 60°C en estufa.

3 lavados en xilol de 10 min c/u.

2 lavados de 5 minutos c/u con alcoholes al 100, 96 y 75%.

2 lavados en agua destilada de 5 min.

Recuperacion antigénica sumergiendo las laminillas en una solucion buffer de
citratos a 0.01 M pH 6 y colocandolas en el horno de microondas por 5 min en
el nivel medio de potencia.

Dejar reposar las laminillas por 15 minutos a temperatura ambiente.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Bloqueo con suero de cabra al 2% diluido en PBS con 1% de ASB a pH 7.5,
por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion con anticuerpo primario de conejo diluido 1/2000 en PBS con 1%
de ASB a pH 7.5, por 30 minutos.

2 lavados con PBS pH 7.5, de 5 min.

Incubacion del anticuerpo secundario biotinilado anti IgG de conejo hecho en
cabra por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del complejo avidina DH-fosfatasa biotinilada H, por 30 min.

2 lavados con PBS pH 7.5, por 5 min.

Incubacion del cromdgeno (Vector red sustrato solution) por 5-6 min, diluido
con Tris HC| 200mM pH 8.4.
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17.
18.
19.
20.
21.

2 lavados con PBS pH 7.4, por 5 min.

Enjuagar en agua corriente.

Contraste con hematoxilina de Harris por 5 minutos.
Enjuagar con agua destilada.

Deshidratacion, aclaramiento y montaje de las laminillas.

ANEXO 12: Deshidratacion de laminillas para inmunohistoquimica.

ONOORWNE

A
1.
2.

Alcohol al 75% por 1 minuto.
Alcohol al 75% por 1 minuto.
Alcohol al 95% por 1 minuto.
Alcohol al 95% por 1 minuto.
Alcohol absoluto por 1 minuto.
Alcohol absoluto por 1 minuto.
Xilol por 1 minuto.

Xilol por 1 minuto.

NEXO 13: Aislamiento viral

Las muestras se cortaron en trozos pequefios con tijeras estériles
Posteriormente fueron maceradas en mortero con caldo triptosa fosfato (CTF)
y antibiéticos (penicilina G sédica 10,000 Ul/ml, sulfato de estreptomicina 10
mg/ml, gentamicina 250 ug/ml y micostatina 5,000 Ul/ml) a manera de obtener
una suspension del 10 al 20% (peso/volumen).

Esta suspension se centrifugd a 1000 X g durante diez minutos, a una
temperatura de 4° C

Posteriormente se pasoO el sobrenadante por un filtro tipo membrana con un
poro de 0.45 micras y se dej6 reposar el sobrenadante durante dos horas para
dejar actuar los antibiéticos

Inoculacion en embriones de pollo de nueve a once dias de desarrollo
embrionario en cavidad alantoidea.

ANEXO 14: Hemoaglutinacién

1.

2.

3.

Se colocaron 0.050 a 0.100 ml de fluido alantoideo en una placa de acrilico
para aglutinacion

Se mezclaron con 0.050-0.100 ml de eritrocitos de pollo lavados, a una
concentracion del 2%.

Posteriormente se movio la placa suavemente durante 10 a 15 segundos y se
observé la presencia o ausencia de hemoaglutinacion.

ANEXO 15: Inhibicién de la hemoaglutinacién

1.

2.

3.

Se colocaron 25 ul de cada uno de los fluidos positivos a la hemoaglutinacion
de eritrocitos de pollo en dos pozos de la microplaca en forma de “V”.

En el primer pozo se afiadié un volumen igual de suero negativo a la presencia
de anticuerpos contra el virus HSN2 de IA

En el segundo pozo se afiadié un volumen igual de antisuero anti-H5N2BP
(CPA-SENASICA).
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4.

Se agitdé gentiimente la microplaca y se incubd durante 40 minutos a
temperatura ambiente.

Posteriormente se afiadieron 25 ul de la suspension de eritrocitos lavados de
pollo al 1% a cada pozo, seguido de un movimiento gentil y se incubé por 40
minutos a temperatura ambiente.

La inhibicion de la hemoaglutinacion en la microplaca se observa con la
aparicién de un botén rojo intenso de glébulos rojos en el fondo del pozo en
“V” de la microplaca.

Como testigo positivo se utilizé liquido alantoideo positivo al VIA HSN2BP
(Proporcionado por el INIFAP).

Como testigo negativo se utilizé liquido alantoideo de embriones SPF ALPES
Il de doce dias de edad que no fueron inoculados.
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