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RESUMEN

México se encuentra en el 5° lugar a nivel mundial en produccion de pollo de
engorda, por lo que la avicultura juega un papel muy importante en la economia
mexicana. El Sindrome de Mala Absorcién fue descrito por primera vez en los
afios 50's, volviendose mas comun en los afios 70's, actualmente es un
padecimiento de distribucibn mundial que afecta al pollo de engorda,
principalmente a partir de los 21 dias de edad ocasionando trastornos a nivel
intestinal, como son diarrea acuosa, pérdida de peso, mal emplume, que afectan
los parametros productivos ocasionando un aumento en la mortalidad, parvadas
no uniformes que no logran el peso requerido al mercado repercutiendo en graves
pérdidas econdmicas.

Se han realizado diferentes estudios pero no se ha logrado establecer cual es la
etiologia exacta de este padecimiento. Se han asociado diferentes virus, entre
ellos reovirus, coronavirus, astrovirus, picornavirus and parvovirus, asi como
deficiencias nutricionales, procesos téxicos, factores ambientales y estrés.

Dado que estos virus han sido los agentes mas sefialados dentro del sindrome de
mala absorcion, en este estudio se realizaron diferentes pruebas encaminadas a
demostrar reovirus, coronavirus y picornavirus, asi como evaluar la salud general
de la parvada.

Las pruebas realizadas son serologias, coproparasitoscopicos e histologia de
proventriculo e intestino de 5 casos de pollos con signos clinicos de SMA y 5
casos de pollos clinicamente sanos, asi como aislamiento viral en embriéon de
pollo y RT-PCR para reovirus, picornavirus y coronavirus. Fueron encontrados 5
de 5 positivos a reovirus tanto en enfermos como en clinicamente sanos y
coronavirus en 3 de 5 casos con signos clinicos, lo cual indica que puede existir
una relacion entre estos para que se presenten signos de SMA. En este estudio no
hubo evidencia de infeccidn por picornavirus.

Palabras clave: Sindrome de Mala Absorcion, aves, reovirus, coronavirus,
picornavirus



ABSTRACT

Mexico is 5th place in the world for broiler production, making aviculture a very
important factor of the Mexican economy. Malabsorption Syndrome was described
for the first time in the 50’s and became more common in the 70’s. Nowadays,
there is worldwide distribution of the disease that affects broilers from 21 days of
age; causing intestinal problems such as diarrhea, weight loss, and bad feathering.
These problems affect productive parameters causing an increase in mortality,
non-uniformity in flocks that do not reach the weight required in the market, and is
reflected in high economic losses.

It has been performed in different studies, but has not been established the exact
etiology of the disease. Viruses such as reovirus, coronavirus, astrovirus,
picornavirus and parvovirus have been associated with malabsorption; as well as
nutritional deficiencies, toxic processes, environmental factors and stress.

Given that these viruses have been the most mentioned causes of Malabsorption
Syndrome, this study performed different tests in order to evaluate reovirus,
coronavirus and parvovirus, and the general health of the flocks as well.

The tests were: serology, coproparasitologic and histology of the proventriculus
and intestine of 5 chicken cases with clinical signs of malabsorption syndrome and
5 chicken cases with no signs, using viral isolation in chicken embryos and RT-
PCR for reovirus, picornavirus and coronavirus. Reovirus was found in 5 of 5 cases
with and without clinical signs and coronavirus was found in 3 of 5 cases with
clinical signs, which indicate that a relation can exist between those that present
signs of malabsorption syndrome. In this study there was no evidence of
picornavirus infection.

Key words: Malabsorption Syndrome, poultry, reovirus, coronavirus, picornavirus



1. INTRODUCCION

1.1. Situacion de la avicultura en México

La produccion de pollo en México durante el periodo de 1994 a 2010 ha
aumentado a un ritmo de crecimiento anual del 4.6%. La avicultura representa el
63.4% de la producciéon pecuaria del pais, del cual 2,822,413 toneladas
corresponden a pollo de engorda, colocando a México en el 5° lugar a nivel
mundial en esta area, ademas de generar alrededor de 1,153,000 empleos
directos e indirectos. EI consumo per-capita de carne de pollo en el 2010 fue de
26.0 kg, ya que es la proteina de origen animal mas economica y preferida por su
calidad, frescura y accesibilidad.

Los estados productores mas importantes son: Coahuila y Durango que
conforman la Comarca Lagunera (12%), Veracruz (11%), Querétaro (11%),
Aguascalientes (9%), Jalisco (7%), Puebla (7%), Chiapas, Yucatan y Nuevo Ledn
(5%), Sinaloa, Guanajuato, Estado de México y San Luis Potosi (4%) y Morelos
(3%)."

Por todo lo antes mencionado la avicultura juega un papel muy importante en la
economia mexicana, por lo gque es necesario seguir tomando las medidas
necesarias para que la industria avicola siga creciendo, siendo uno de los puntos
importantes la revision constante de la salud de las parvadas, ya que, si no se
tienen medidas de bioseguridad adecuadas se pueden provocar grandes pérdidas
gue repercutiran en la economia del sector avicola y de México.

Existen trastornos que afectan a las aves que han sido clasificados como
sindromes, ya que se desconoce el agente causal o se encuentran asociados a
una etiologfa multifactorial.> Un ejemplo de esto es el Sindrome de mala absorcién
(SMA), que ha sido reportado con diferentes nombres, entre ellos; Sindrome de
Transito R4pido, Enteritis viral, Sindrome del Ave Pélida, Sindrome de Crecimiento
Deficiente y Enanismo, Sindrome de Pollos Helicopteros, Proventriculitis

Transmisible, entre otros.>**° Este padecimiento altera la salud intestinal de los



pollos, ocasionando que no se alcancen los parametros productivos 6ptimos que
se vera reflejado en pérdidas econdmicas graves.

Es muy importante el cuidado apropiado del pollito desde edad muy temprana,
para obtener un buen desarrollo . Se deben de considerar 3 factores importantes
para la salud del tracto intestinal ®":

1. Inmunidad; proteccién contra agentes patdogenos

2. Integridad; evitar la entrada y proliferacion de agentes patdégenos

3. Funcionalidad; optimizar el aprovechamiento de los nutrientes

La presentacion de alteraciones intestinales en la parvada se determina por una
variedad de factores, como son la edad y el estado inmunolégico del ave, asi
como la virulencia, dosis infectante y la via de entrada de los agentes patdgenos.
78 También, segln la etapa de crecimiento del ave, se debe de proporcionar
una nutricion y manejo zootécnico adecuado; conservar condiciones de
temperatura y humedad recomendados, hacer la desinfeccidon de la caseta antes
de la introduccién del pollito y mantenerla limpia durante el ciclon de

produccion.>®

1.2. Antecedentes

El SMA fue descrito por primera vez en los 50’s, siendo mas comun en los afios
70’'s en Estados Unidos de América y Europa. Actualmente es un trastorno de
distribucion mundial que afecta diferentes especies aviares, como pavos, faisanes
y gansos.*910

A pesar de que se han realizado estudios en diferentes paises, no se ha logrado
establecer cual es la etiologia exacta de esta enfermedad, se han mencionado que
pueden estar involucrados diferentes agentes virales; asi como también agentes
bacterianos, procesos toxicos, deficiencias nutricionales, mal manejo zootécnico y

estrés. !t 12



1.3. Importancia econémica

Es un sindrome que afecta el éptimo funcionamiento del sistema digestivo, que
afectara en los parametros de produccién; provocando un aumento del indice de
conversion alimenticia, disminucion en la ganancia de peso, parvadas no
uniformes, mal emplume, aumento en la mortalidad y gastos imprevistos debido a
tratamientos; todo esto se vera reflejado en graves pérdidas econdmicas para el

avicultor. 3,4,9,14,15,16,17

1.4. Etiologia

Este sindrome, como se menciond anteriormente se ha reportado que es de
origen multifactorial, y no se conoce con certeza cual es la causa primaria, se
mencionan aspectos tanto infecciosos como no infecciosos.

Con respecto a los agentes infecciosos se mencionan principalmente los virales
gue dafan la mucosa intestinal afectando la capacidad de absorcion favoreciendo
la colonizacion por otros patégenos, como son Escherichia coli y Salmonella spp,
que pudieran desencadenar deficiencias nutricionales.® Los virus que se han
reportado en aves enfermas son: enterovirus-like, togavirus-like, astrovirus,
adenovirus, calicivirus, coronavirus, parvovirus, reovirus, picornavirus y rotavirus.
4,9,14,15

El dafio intestinal dependera del agente viral, por ejemplo, se ha reportado que los
rotavirus y coronavirus se replican en las células epiteliales de la punta de las
vellosidades; los reovirus y parvovirus lo hacen en las criptas y en el caso de los
calicivirus, aun no se ha determinado el lugar con precision.?>*®> Ademas del dafio
causado por factores virales, se ha documentado la accién de sustancias liberadas
durante la respuesta inmune a la invasion viral, como las citocinas, que pueden

afectar el funcionamiento intestinal.*’



1.5. Agentes virales involucrados

Los agentes virales que se han reportado en casos con SMA son varios, pero para

fines de este estudio solo se analizaran los siguientes:

I. Coronavirus
Han sido relacionados con mayor frecuencia con enteritis en pavos aunque se ha
encontrado en Estados Unidos de América en casos de alta mortalidad en pollos y
disminucion severa del crecimiento.’
Pertenece a la familia Coronaviridae, es un virus envuelto de forma esférica con
cadena positiva simple de ARN con un diametro de 60 a 220 nm. EIl virus se
excreta en heces y la transmision es por via oral.’ resenta glicoproteinas en forma
de pétalo, que se proyectan a partir de la envoltura de los viriones. Se compone de
al menos 3 proteinas estructurales de importancia que son: glicoproteina (S),
glicoproteina de membrana (M) y nucleocéapside (N):29181920
e Glicoproteina S que forma las espiculas en la superficie del virién, ésta
se divide en 3 que son: S1, S2 y S3 de las cuales S1 es la que reconoce
los receptores especificos localizados en la membrana celular, induce la
formacion de anticuerpos neutralizantes y la mutacion de esta proteina
provoca una alteracion de la patogenicidad y la antigenicidad viral.
e Glicoproteina de membrana (M): forma parte de la envoltura viral y
desencadena el ensamblaje viral,
e Fosfoproteina de la nucleocapside (N): se encuentra unida al ARN viral y
forma la nucleocapside.
Replicacion viral
La replicacion viral ocurre principalmente en el citoplasma de células epiteliales del
tracto respiratorio e intestinal, asi como en macrofagos. Los receptores de la
membrana celular se unen a las proyecciones virales, y, posteriormente se lleva a
cabo la penetracion a la célula receptora y perdida de la envoltura, lo que provoca

la liberacion del ARN en el citoplasma y subsecuentemente la traduccion viral



dando como resultado ARNm y a la replicacion. Finalmente se forma la
nucleocapside y la envoltura que protegera al ARN, 818192021

Se forman vesiculas con acumulos virales que son liberados por lisis celular
destruyendo a los enterocitos de las vellosidades del intestino delgado.

El periodo de incubacién es de 1 a 3 dias y los signos que se reportan son diarrea
acuosa, pérdida de peso, deshidratacion, asi como alta morbilidad y mortalidad
variable. Los hallazgos a la necropsia en intestino son: contenido acuoso y gas;
microscopicamente se observa atrofia de vellosidades, con aumento de células
inflamatorias mononucleares en la lamina propia, y pérdida de

3,21

microvellosidades,”“" también se puede presentar proventriculitis ocasionada por

algunas cepas de coronavirus.®

[l. Picornavirus
Es un virus icosaédrico no envuelto, con cadena simple positiva de ARN, el virus
tiene un tamafo de aproximadamente 22-30 nm de diametro. Son estables en un
pH &cido, lo que le confiere la capacidad de sobrevivir en el tracto intestinal.*®*° La
excrecion viral es por heces y la via de entrada es oral.” Se divide en 12 géneros
de los cuales solo tres involucran virus aviares: Sapelovirus aviar, Tremovirus
aviar y Avihepatovirus.
Replicacion viral.

La replicacion viral ocurre en el citoplasma, principalmente en los enterocitos de la
parte media de las vellosidades intestinales,®° ésta inicia con la unién del virién a
los receptores especificos localizados en la membrana celular; se inhibe la sintesis
de proteinas de la célula hospedera y ocurre la liberacion del ARN. Mediante el
uso de los ribosomas y la sintesis de proteinas en el hospedero, se forman
diversas proteinas; P1, P2, P3 y P4, que dan lugar a los protbmeros maduros que
confieren la diferencia entre los géneros de picornavirus, asi como VPg que inicia
la sintesis de ARN y ARN polimerasa y de esta forma dar origen a los viriones.
Para la formacion de la capside, la proteina P1 da origen a un protbmero inmaduro

compuesto por agregados de proteinas, que posteriormente forman los



pentdmeros; el virion adquiere su infectividad cuando se forman las subunidades
VP4,2,3y 1. 181
Los signos reportados son diarrea y retraso en el crecimiento, también se ha

observado destruccion de las vellosidades intestinales.®

[11. Reovirus
Se ha relacionado también con artritis-tenosinovitis, padecimientos respiratorios y
sindrome de malabsorcion, ademas de que se menciona que puede aumentar la
patogenicidad de otros agentes como E.coli y coccidias.>® La via de entrada es

oral y la excrecion mediante heces,1"?

| 3,9,21,22

aunque hay reportes de transmision
vertica y que puede mantenerse en plumas, alimento y cascaron hasta por
10 dias."

Pertenece al género Orthoreovirus que se caracteriza por tener una forma esférica
y la capside es icosaédrica; es un virus no envuelto que posee una doble cadena
linear de ARN de un tamafio de 60 a 80 nm y su genoma tiene 10 segmentos. Es
resistente a pH acido. La replicacion y ensamblaje ocurre principalmente en el
citoplasma de los enterocitos.'®*° Algunos autores mencionan que otros 6rganos
blanco para la replicacion de este virus son el higado y la bolsa de Fabricio, donde
se han observado focos de necrosis.®>*

Replicacion viral.

Se da la unién mediante proyecciones virales que se unen a los receptores
especificos de la célula hospedera y entra a ésta por endocitosis. En el citoplasma
ocurre la liberacion del ARN iniciandose la traduccion primaria dando como
resultado al ARNm, a partir del cual se da lugar a la replicacion viral, mediante la
traduccion de proteinas virales para el ensamblaje de los viriones. Al poco tiempo
de la infeccion viral, empieza la formacion de diferentes estructuras virales en el
citoplasma, haciéndose evidente la formacién de numerosos cuerpos de inclusiéon

de gran tamafio donde se lleva a cabo la liberacién viral mediante lisis celular. 2+



Los signos varian segun la edad e inmunidad del ave, patogenicidad viral y entre
los mas mencionados estan: heces alrededor de la cloaca, aumento de la
mortalidad, baja de peso, claudicacion, anormalidades en pluma; como son
crecimiento deficiente, plumas erizadas. Algunas de las lesiones son enteritis
ulcerativa, proventriculitis, tenosinovitis del tendon digital flexor y tendén extensor
metatarsiano, ruptura del tendén gastrocnemio, inflamacién en el parénquima de
diversos Organos, necrosis focal en corazon de aves jovenes, hepatitis y focos de
necrosis en higado. Los signos se presentan con mayor frecuencia entre las 4-16

semanas de edad, pero el pico de incidencia es a las 7 semanas. >'%*

1.6. Sindrome de mala absorcion (SMA)

I. Descripcién

Reovirus ha sido relacionado con mas frecuencia en SMA. El cuadro clinico se ha
descrito en diferentes paises desde 1956, pero la presentacion de los signos
varian; se caracteriza por la presencia de heces acuosas que pueden presentar
alimento sin digerir, diuresis, baja ganancia de peso, distension de molleja y
abdomen, mal emplume que se presenta principalmente en cabeza, alas y dorso,
retraso en el crecimiento, asi como el desarrollo de padecimientos secundarios
como deficiencia nutricional, deficiencia en la pigmentacion de la piel,
osteodistrofia, tenosinovitis y ruptura del tendén gastrocnemio. 31720:23:24.25

También se menciona que puede lesionar pancreas, lo que sugiere que hay una
deficiencia en la produccién de enzimas, sin embargo esto no es una lesion

persistente en todos los casos de SMA 1>#12°

I[l. Patogenia
Se ha reportado que la posible causa de este sindrome es la replicacion viral en el
intestino, ocasionando la necrosis de criptas intestinales y la atrofia de

microvellosidades intestinales que provocan una disminucion en la absorcion de



nutrientes y electrolitos, debido a una reduccion en la superficie de absorcion del
tejido intestinal 21167

Se ha reportado que existe un pico de mortalidad entre los 6 a 12 dias de edad.*

1. Hallazgos

Han sido descritos: hepatomegalia, esplenomegalia, cardiomegalia, asi como
atrofia de vellosidades intestinales, hipertrofia de criptas intestinales, focos de
necrosis en higado, pancreatitis, proventriculitis, enteritis catarral y atrofia de la
Bolsa de Fabricio.?*!1>16:17.21.23

Se ha encontrado degeneracion vacuolar de las células epiteliales de las
vellosidades intestinales, asi como infiltracion de linfocitos, macréfagos y
granulocitos en la lamina propia, quistes en las criptas de intestino delgado,
principalmente en yeyuno.**?

Existen reportes donde se menciona que las lesiones se han inducido
experimentalmente mediante solucion homogénea de tejido y contenido intestinal
de pollos con SMA en pollitos de 1 dia de edad. **' Sin embargo, en algunos
casos en los que no se ha podido reproducir el cuadro clinico y las lesiones, se
cree gue la existencia inmunidad materna pudiera conferir proteccion e impedir la

presentacion de esta enfermedad en pollos comerciales.**?

IV.Prevenciéon y control

Para evitar la diseminacion se deben de mantener las condiciones adecuadas en
la caseta, como son: cama seca, ventilacion y temperatura,la desinfeccién del
equipo e instalaciones,.>*®**?! Se ha reportado que el virus puede mantenerse
viable en plumas, alimento y cascarén hasta por 10 dias.'® Por otra parte, se ha
recomendado que al termino del ciclo se deseche el material de cama y si no se
desechara, se menciona que debe calentarse a 37.7°C por 100 horas.*

A pesar de gque se han aplicado vacunas con virus vivo en agua de bebida en
pollo de engorda, no se obtuvo una buena proteccion; esto puede deberse a los
diferentes serotipos que pueden afectar a las aves.”® Sin embargo, se menciona
gue es recomendable aplicar la vacuna a las reproductoras para que la progenie



esté protegida, por lo que se sugiere que la presentacion de los signos dependen
de los titulos de anticuerpos maternos, asi como de la patogenicidad, serotipo y
via de entrada del agente.?>®

Otro método que se ha recomendado para el control de este sindrome es la
inmunizacién contra coronavirus y coccidiosis aviar, que se ha reportado que

pueden ser factores predisponentes para la presentacion de SMA.*



2. JUSTIFICACION

Se han realizado varias investigaciones alrededor del mundo acerca del sindrome
de mala absorcion; en investigaciones realizadas por Fehérvari et al. (1998) y
Casaubon et al. (1998) no se logré reproducir el cuadro clinico en pollos de
engorda en México y aun no se han realizado investigaciones de campo.

Todavia no se ha logrado determinar cuél es el agente etioldgico que afecta a las
parvadas de pollo de engorda en México que presentan el cuadro clinico
caracteristico del SMA y aun se tienen muchas interrogantes en lo que respecta a
este trastorno por lo que se deben de realizar investigaciones para determinar al
agente etioldgico y los factores involucrados, para poder establecer medidas de
prevencion eficaces, asi como pruebas de diagnéstico rapidas y confiables para

evitar que se afecte la industria.
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3. OBJETIVO GENERAL

e Determinar en pollos de engorda en México, que presenten signos de SMA, si los

siguientes agentes virales estan presentes: reovirus, coronavirus y picornavirus.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar 5 parvadas comerciales de pollo de engorda con cuadro
sugestivo de SMA y 5 parvadas clinicamente sanas.
2. ldentificar los virus presentes en las parvadas estudiadas mediante:
o Aislamiento viral en embridn de pollo.
o0 RT-PCR (Retrotranscriptasa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa).
o ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima)
3. Determinar las lesiones macro y microscopicas, asi como su relacion con

los hallazgos de virologia, serologia y biologia molecular

5. HIPOTESIS

En los pollos de engorda con cuadros clinicos sugestivos de SMA se encontrara al

menos uno de los siguientes virus: coronavirus, reovirus y picornavirus.
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6. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 10 parvadas de pollos de engorda, de las cuales se seleccionaron 5

gue presentaron el cuadro clinico de SMA y 5 clinicamente sanas, y se realiz6 el

siguiente procedimiento:

e Se registro la historia clinica (ver anexo 1)

e Se tomaron muestras de sangre para obtener el suero y realizar pruebas

serologicas:

o

0]

Como indicador de la salud general de la parvada, se realizo:
= Aglutinaciébn en placa para micoplasmosis: Mycoplasma
gallisepticum (Mg) y Mycoplasma synoviae (Ms) y Salmonella
sp (Sp).
* Inhibicion de la hemoaglutinacion para Enfermedad de
Newcastle (ENC)

ELISA de reovirus y coronavirus

e Se tomaron muestras de heces para el diagnéstico de coccidias mediante la

técnica de McMaster.

e Se realiz6 la necropsia, para hacer la evaluacidbn macroscopica.

e Se tomaron muestras del tracto intestinal de:

o

0
0
0]

Proventriculo
Duodeno
Yeyuno

fleon

e En el caso de animales con signos clinicos, se tomaron muestras de

tenddn, asi como de exudado cuando estuvo presente.

e Las muestras de Organos, previamente conservadas en formol al 10%,

fueron procesadas para histopatologia

e Las muestras de 6rganos para aislamiento viral y biologia molecular fueron

congeladas a -20°C hasta su procesamiento.
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Los resultados de todas las pruebas por parvada fueron analizados para
establecer un diagnéstico integral de infeccion viral entérica que pudiera estar 0 no

relacionada con los signos clinicos observados.

6.1. Inhibicién de la Hemoaglutinacion para ENC

Se diluyé el antigeno de ENC”* en PBS para obtener una concentracién de 10
UHA. Se depositaron, mediante el uso de micropipetas Labsystems, 50 ul del
antigeno diluido en una placa de 96 pozos y se agregaron 50 ul de los sueros a
analizar en la primera fila, se mezclaron con una micropipeta y se llevaron a cabo
diluciones dobles seriadas hasta la ultima fila y se desecharon los ultimos 50 pl.
Se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos y se agregaron 50 ul de
eritrocitos de pollo al 0.5% a todos los pozos, se incubé por 30 minutos a
temperatura ambiente. Se tomo la lectura registrando la dilucion en la que se
produjo inhibicion de la hemoaglutinacion. Se utilizaron sueros testigos positivos y

negativos para dar validez a la prueba.?®

6.2. Aglutinacion en placa para Mg, Ms y Sp

Esta es una prueba cualitativa y se realizo de la siguiente manera: en una placa de
acrilico se mezclaron, mediante el uso de micropipetas Labsystems, 30 ul del
suero problema con 30 pl del antigeno a probar; Mg®, Ms® y Sp®. Se mezclaron
las gotas con un palillo y se realizé la lectura en menos de 2 minutos. Se
consideré positiva cuando la aglutinacién ocurri6 en menos de 60 segundos,
sospechosa entre 60-90 segundos y negativa después de 90-120 segundos 0 Si

no ocurrio.?®

A Antigeno de ENC. CPA. Lote. 02-09

® SPAFAS CHARLES RIVER. 6X100323

© SPAFAS CHARLES RIVER. 6F100216

b Antigeno K polivalente coloreado. 50 ml 1000 pruebas. Lohmann 9600h
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6.3. Conteo de coccidias

En un tubo de McMaster se vertid solucion saturada de cloruro de sodio hasta la
primera marca, posteriormente se agrego la muestra de excretas hasta la segunda
marca (2 gramos de heces) y se mezclé por agitacion. Se agregd solucion
saturada de cloruro de sodio hasta llenar el tubo y se mezcldé por agitacion.
Inmediatamente después, con un gotero se tomoé la parte superior de la mezcla y
se llend la camara de McMaster dejandolo reposar por 5 minutos antes de hacer el
conteo en el microscopio con objetivo 10X. EI numero total de coccidias por gramo
de heces se ajusté tomando en cuenta el factor de dilucion y el factor de la camara
(X100/2).%°

6.4. ELISA

Se utilizaron juegos de reactivos comerciales para técnica de ELISA para
deteccién cuantitativa de anticuerpos contra Reovirus (ProFLOK® REO Symbiotics
cat. No. 96-6512) y Coronavirus (ProFLOK® IBV Symbiotics cat No. 96-6506)

En microplacas de 96 pozos de fondo plano se colocaron, mediante el uso de
micropipetas Labsystems, 300 pl de solucion amortiguadora por pozo y se
agregaron los sueros a probar. Estas diluciones fueron transferidas a las placas de
prueba. Se agregaron 6 pul del control positivo en el primer, tercer y penultimo pozo
de la placa (A1, A3 y H11) y 6 ul del control negativo en el segundo pozo de la
placa (A2) asi como en H10 y H12. Se colocaron los sueros diluidos a analizar en
cada uno de los pozos de la placa de prueba de A4 hasta H9. Se incubaron por 30
minutos y se realizaron 5 lavados con 200 ul de la solucién de lavado. Se
colocaron 100 ul del conjugado (10 ml de buffer+100ul del concentrado de
conjugado incluido en el kit) y se incub6 por 30 minutos. Se hicieron 5 lavados. Se
colocaron 100 pl del sustrato incluido en el kit por pozo y se dejaron incubar a

temperatura ambiente por 15 minutos. Se colocaron 100 ul de la solucion
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detenedora por cada pozo y se hizo la lectura en el espectofotometro con el filtro
de 405 nm.

6.5. Aislamiento viral para Reovirus, Picornavirus y Coronavirus

PREPARACION DE INOCULO

Se colectaron muestras a partir de proventriculo, duodeno, yeyuno e ileon, que se
conservaron en congelacion hasta la preparacion de los in6culos.

Los 6rganos se cortaron en pequefias porciones y posteriormente se maceraron
en un mortero y se hizo una dilucion al 20% de las muestras en PBS 1x estéril. Se
centrifugaron las muestras a 500 g por 15 minutos y se obtuvo el sobrenadante.

El sobrenadante se filtr6 en membranas de 0.45 um (Durapore® Membrane,
PVDF, 0.45 um, WH cat. HVLP02500) y se agregaron 0.2 ml de antibi6tico. Se
conservaron a -20° C hasta su utilizacion.

El aislamiento viral se llevé a cabo mediante inoculacién en embrién de pollo.?

I. Inoculacion en cavidad alantoidea

Se emplearon 5 embriones de 9 a 11 dias de edad, estos fueron ovoscopiados
para ubicar la camara de aire. Se localizé un area con poca irrigacion y se marco
un punto aproximadamente 2 mm arriba de la camara de aire, se desinfecto el
punto con iodo y se realizé una perforacion con un vibrograbador. De cada inéculo
descrito con anterioridad, fueron inoculados 0.2 ml en cavidad alantoidea y
posteriormente se sell6 el sitio de inoculacion con pegamento blanco. Los
embriones fueron incubados a 37°C, con humedad del 85% y volteo cada 2 horas.
A las 24 horas se desecho la mortalidad, ya que esta se debe a traumatismo y los
sobrevivientes se incubaron por 7 dias. Se cosechd liquido alantoideo a las 72
horas post inoculacion que fue usado para dar pases ciegos. Mediante esta via se
hizo el aislamiento de coronavirus, éste se consider6 como positivo si los

embriones presentaron enanismo, enroscamiento, membranas adheridas y
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acumulo de uratos en rifion. Se llevaron a cabo 6 pases ciegos antes de ser

considerados negativos.?’

[I. Inoculacion en saco vitelino

Se emplearon embriones de 5 a 7 dias de edad. Se ubicé la camara de aire, se
marcé, desinfectd y perford el centro de esta y se inocularon 0.2 ml en el saco
vitelino mediante el uso de una jeringa. Se descartaron los embriones muertos en
las primeras 24 horas. Los embriones fueron incubados a 37°C con humedad del
85% y volteo cada 2 horas durante 10 dias. A partir del higado e intestino de los
embriones, se llevaron a cabo pases. Se consideraron como positivos los
embriones que presentaron focos de necrosis hepatica, hemorragias subcutaneas,
enanismo, hepatomegalia, esplenomegalia y cardiomegalia. Esta via se utilizd
para el aislamiento de reovirus. Se llevaron a cabo al menos 6 pases antes de

descartar como negativos.*

[Il. Inoculacion via membrana corioalantoidea

Se identificd, con ayuda del ovoscopio, la camara de aire y un punto con poca
irrigacion en la parte media del huevo. En medio estéril, se marcaron,
desinfectaron y perforaron estos puntos, sin atravesar las membranas. Mediante el
uso de una manguera, se succiond hasta formar la camara falsa en la cual se
inocul6 0.2 ml. Posteriormente se sellaron los agujeros con pegamento blanco y se
incubaron a 37°C con humedad del 85% y volteo cada 2 horas. A las 24 horas se
desecho la mortalidad, ya que esta se debe a traumatismos y los sobrevivientes se
incubaron por 7 dias. Se llevaron a cabo al menos 6 pases preparando inéculos a
partir de la recuperacion de membrana corioalantoidea, antes de descartar como
negativos. Esta via se uso para el aislamiento de picornavirus, siendo positivos los

embriones que en su membrana presentaron pustulas. %°
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6.6. Extraccién de ARN

A partir de un macerado al 20% de las muestras de intestino delgado y
proventriculo en PBS, asi como liquido alantoideo o tejidos de embrién con
lesiones sugestivas de infeccidn viral, se obtuvo el ARN total mediante extraccion
por Trizol® Reagent (Invitrogen Life Technologies Cat No. 15596-026). El ARN fue
suspendido en 30 ul de agua DEPC y congelado a -85° C hasta su utilizacion. A
partir de aislamientos previos de coronavirus llevados a cabo en el Departamento
de Medicina y Zootecnia Avicola y de vacuna comercial contra reovirus, se

llevaron a cabo extracciones como testigos positivos.

6.7. RT-PCR

Esta prueba fue usada para los siguientes virus: reovirus, picornavirus vy
coronavirus. Una vez realizada la extraccion de ARN, se realizo la RT- PCR,
usando los iniciadores indicados para cada virus (Ver anexo 2). Los ADN
complementarios fueron congelados a -80°C hasta su utilizacion.

Para la PCR, las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador de tapa
caliente (Thermo Hybaid PCR Express Limited 24913). En un volumen de reaccion
con 20 pl se incluyeron: 5 ul de muestra de ADNc (200 ng/ul) , 1.5 mM de MgCl; ,
0.2 mM de dNTP mix (Biogénica 200 uM) 2.5 U de Taq ADN polimerasa (5U/ pl)
(Amplificasa Biogénica EA 500), 0.5 uM del iniciador sentido (10 uM), 0.5 uM del
iniciador reversa (10 uM), 1X Amortiguador de PCR 10X (Biogénica EA 500), H,O
cbp 20 ul. Se usaron concentraciones diferentes de MgCl, (Biogénica EA 500)
para cada virus; para reovirus se uso 1.5 mM, para coronavirus y picornavirus 2.0
mM. Las condiciones de amplificacién son especificadas en el anexo 3. *

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con

bromuro de etidio y se observaron con el transiluminador UVPNX281991B.%*
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6.8. Histopatologia

Las muestras de proventriculo, duodeno, yeyuno e ileon, asi como de tejidos de
embriones con lesiones fueron fijados en formalina amortiguada al10%, para ser
procesadas mediante la técnica de inclusion en parafina y tincion de hematoxilina

y eosina para evaluacion de lesiones microscépicas.®*
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7. RESULTADOS

l. ENFERMOS CASO 1

Historia Clinica.

NUmero de aves y estirpe: 5 aves Ross Edad: 28 dias
Procedencia: Xalapa, Ver Tipo de alimento: comercial
Numero de aves: 2, 000, 000 Alojamiento: Piso

Ciclo de produccién: Todo dentro-todo fuera

Calendario de vacunacion:

ENFERMEDAD | EDAD (dias) CEPA VIA DE INOCULACION

Marek 1

ENC/BI 1

IBF 8 Oral (agua)

ENC 8 Ocular

Bl 9 Mass

ENC 12

IBF 18 Oral (agua)

ENC 30 Oral (agua)

Se presentaron trastornos respiratorios entre el 5° y 6° dia de edad, disminucién
de peso y aumento de conversion alimenticia. Salen al mercado a los 49 dias de
edad pero presentaron patas verdes un 3-15% de las aves. Se reportd que se

administraron coccidiostatos y que la cama se encontraba ligeramente hiumeda.

A. Necropsia
Hallazgos a la necropsia:
- Estrias blancas en pectoral superficial, abundantes 1/5, moderadas 4/5
- Articulacion tibio tarso metatarsiana con escasas petequias de 1 mm
aproximadamente 2/5
Diagnostico morfologico principal

- Miopatia degenerativa de moderada a severa
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B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp
Ver resultados en cuadro 1

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 2

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 3

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados cuadro 4

Reovirus: Ver resultado cuadro 5

F. Aislamiento viral en embridon de pollo
Ver resultados en cuadro 6
Positivo a coronavirus al sexto pase a partir de muestras de intestino
Positivo a reovirus al sexto pase a partir de muestras de proventriculo

Sospechoso a reovirus al sexto pase a partir de muestras de intestino y
tenddn

Negativo a picornavirus

G. Biologia molecular
Ver resultados en cuadro 6
Positivo a Coronavirus a partir de inoculos originales, de proventriculo e
intestino y de liquido alantoideo al sexto pase de muestras de intestino.
Positivo a reovirus a partir de inéculos originales de intestino y tendon.

Negativo a picornavirus al sexto pase en todos los 6rganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA

Intestino: enteritis linfocitaria de leve a moderada
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. ENFERMOS CASO 2

Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 5 aves Ross

Procedencia: Xalapa, Ver

Tipo de alimento: comercial

Ciclo de produccion: todo dentro-todo fuera

Calendario de vacunacion:

Edad: 35 dias
NuUmero de aves: 2, 000, 000

Alojamiento: piso

ENFERMEDAD | EDAD (dias) CEPA VIA DE INOCULACION

Marek 1
ENC/BI 1

IBF 8 Oral (agua)

ENC 8 Ocular

Bl 9 Mass
ENC 12

IBF 18 Oral (agua)

ENC 30 Oral (agua)

Se presentaron trastornos respiratorios entre el 5° y 6° dia de edad, hubo una

disminucién de peso y aumento de conversion alimenticia. Salen al mercado a los

49 dias de edad pero presentaron patas verdes un 3-15% de las aves.

Se administraron coccidiostatos y presencia de cama ligeramente himeda.

A. Necropsia

Hallazgos a la necropsia:

- Estrias blancas en pectoral superficial moderada 5/5

- Tenddn gastrocnemio: exudado seroso moderado bilateral 3/5

- Articulacion tibio metatarsiana: exudado seroso mezclado con liquido

sinovial 2/5

Diagnostico morfologico principal

- Miopatia degenerativa de moderada

- Artritis leve en articulacion tibio tarso metatarsiana.

21



B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp
Ver resultados en cuadro 1

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 2

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 3

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 4

Reovirus: Ver resultado en cuadro 5

F. Aislamiento viral en embrion de pollo
Ver resultados en cuadro 6
Positivo a coronavirus al sexto pase a partir de muestras de proventriculo
Sospechoso a coronavirus al sexto pase a partir de muestras de intestino.
Positivo a reovirus al sexto pase a partir de muestras de proventriculo y
tendon
Sospechoso a reovirus al sexto pase a partir de muestras de intestino

Negativo a picornavirus al sexto pase en todos los 6rganos

G. Biologia molecular
Ver resultados en cuadro 7
Positivo a coronavirus a partir de liqguido alantoideo al sexto pase en
muestras de proventriculo.
Positivo a reovirus a partir de indculos originales de proventriculo, intestino
y tendon.

Negativo a picornavirus al sexto pase en todos los érganos.

H. Histologia
Proventriculo: SCPA

Intestino: enteritis linfocitaria moderada
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Il. ENFERMOS CASO 3

Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 6 aves Ross Edad: 59 dias
Procedencia: Chalco, Estado de México Tipo de alimento: comercial
Alojamiento: piso Parvada: mixta

Ciclo de produccion: todo dentro-todo fuera  Mortalidad: 6.3 a 8%
Inician con 17,400 aves por caseta Densidad: 14.5 a 15 aves/m?
Las dimensiones de las casetas: 100m X 12m= 1200 m?
Sacan el pollo al mercado a los 59 dias con un peso promedio de
- Machos: 3.316 kg Hembras: 2.800 kg

Calendario de vacunacion

ENFERMEDAD | EDAD (dias) CEPA VIA DE INOCULACION
ENC-1A 1 Oral (agua)

REO 4 1133 Oral (agua)

IBF 7 Lukert Oral (agua)
ENC-IA 8 Subcutanea (0.5 ml)
ENC-1A 8 Ocular

IBF 16 Oral (agua)

ENC 16 Oral (agua)
ENC-IA 21 Subcutanea

Los pollos presentaban buena pigmentacion, calidad de la canal y conversion
alimenticia de 2:1, pero a los 58 dias de edad comenzaron con problemas
locomotores, a los 59 dias de edad se presentd pollo tirado y a los 60 dias en
adelante se presentd patas verdes por hemorragias en tendén (13%), provocando
un aumento de decomiso en el rastro y pérdidas econdmicas. Se reportd la
presencia de diuresis entre los 21 y 25 dias, apelmazamiento de cama, erosiones
en cojinete plantar, pollos seleccionados en un extremo de las casetas que
presentaban patas abiertas y plumas erizadas y se adicion6 acidificante a la dieta
a los 21 dias aproximadamente.
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A. Necropsia

Hallazgos a la necropsia:

Externa: regién cloacal con plumas sucias por heces y uratos 4/6
Subcutaneo: hemorragias en la region articular tarso metatarsiana 4/6
Digestivo: Higado: aumento de tamafo del 40% de en relacion con el resto
de las aves 1/6 y con palidez 2/6. Duodeno: hiperemia leve en toda la
mucosa 2/6 y con hemorragias de 0.2 a 0.5 mm de diametro 1/6
Respiratorio: laringe y traquea: mucosa con hiperemia leve y exudado
Mucoso escaso en la luz 2/6

Musculo esquelético: musculo pectoral externo con cantidad escasa de
fibras blancas dispersas entremezcladas con fibras musculares normales
3/6 y en cantidad moderada 1/6, musculo abductor de color blanco en
aproximadamente el 50% unilateral 2/6 y bilateral 1/6. Musculo del tendon
gastrocnemio con areas hemorragicas y palidez en el 80% del musculo 4/4
y menores en el otro miembro 2/6. Tenddén del musculo gastrocnemio:
ruptura completa y hemorragia extensa unilaterales 4/6. Articulacion tarso
metatarsiana izquierda con exudado seroso color amarillo en cantidad

escasa 1/6

Diagndstico morfoldgico principal:

Degeneracion hepatica

Enteritis hemorragica leve

Laringitis y traqueitis catarral leve

Degeneracion moderada del musculo abductor y ruptura del tendon del
musculo gastrocnemio

Artritis serofibrinosa leve

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp
Ver resultados en cuadro 1

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 2
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D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 3

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 4

Reovirus: Ver resultado en cuadro 5

F. Aislamiento viral en embrion de pollo
Ver resultados en cuadro 6
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos
Positivo a reovirus al sexto pase a partir de muestras de proventriculo,
tenddn y exudado
Sospechoso a reovirus al sexto pase a partir de muestras de intestino.

Negativo a picornavirus al sexto pase en todos los érganos.

G. Biologia molecular
Ver resultado en cuadro 6
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos

Positivo a reovirus a partir de inéculos originales de proventriculo e
intestino

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA

Intestino: enteritis linfocitaria severa, dilatacion de criptas moderada con
detritus e infiltracion heterofilica
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V. ENFERMOS CASO 4

Historia Clinica.

NUmero de aves y estirpe: 4 aves Ross
Procedencia: Chalco, Estado de México
Alojamiento: piso

Ciclo de produccion: todo dentro-todo fu

Inician con 17,400 aves por caseta

era

Edad: 57 dias

Tipo de alimento: comercial
Parvada mixta

Mortalidad: 6.3 a 8%
Densidad: 14.5 — 15 aves/m?

Las dimensiones de las casetas son de 100m X 12m= 1200 m?

Sacan el pollo al mercado a los 59 dias con un peso promedio de:

- Machos: 3.316 kg

Calendario de vacunacion

Hembras: 2.800 kg

ENFERMEDAD | EDAD (dias) | CEPA VIA DE INOCULACION
ENC-IA 1 Oral (agua)

REO 4 1133 Oral (agua)

IBF 7 Lukert Oral (agua)

ENC-1A 8 Sub cutanea (0.5 ml)
ENC-1A 8 Ocular

IBF 16 Oral (agua)

ENC 16 Oral (agua)

ENC-IA 21 Sub cuténea

Los pollos presentaban buena pigmentacion, calidad de la canal y conversion

alimenticia, pero a los 58 dias de edad comenzaron problemas locomotores y a los

59 dias de edad hubo pollo tirado, a los 60 dias de edad en adelante patas verdes

por hemorragias en tendoén (13%), aumento decomiso en el rastro y pérdidas

econdémicas. Diuresis entre los 21 y 25 dias de edad, apelmazamiento de cama,

hay erosiones en cojinete plantar, habia pollos seleccionados en un extremo de

las casetas que presentaban patas abiertas y plumas erizadas. Se ha adicionado

acidificante a la dieta a los 21 dias aproximadamente

A. Necropsia

Hallazgos a la necropsia:
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Externa: region cloacal con plumas sucias por heces y uratos 2/4
Subcutaneo: hemorragias extensas en region articular tarso metatarsiana
2/4 yleves 2/4

Digestivo.Higado: palidez moderada 1/4. Duodeno: hiperemia leve en toda
la mucosa 1/4

Musculo esquelético: musculo pectoral externo con cantidad moderada de
lineas blancas entremezcladas con fibras musculares normales y dispersas
Y, y en cantidad leve 1/4, musculo abductor de color blanco en el 80%
unilateral ¥2 y 20% bilateral 2/4. Musculo del tenddn gastrocnemio con
areas hemorragicas palidas extensas en el 80% 4/4 y leves en el otro
miembro 4/4. Tend6n del muasculo gastrocnemio: ruptura completa y

hemorragia extensa unilaterales 4/4.

Diagnostico morfologico principal:

Hepatosis moderada
Enteritis leve
Miopatia degenerativa del musculo abductor

Ruptura del tendon del musculo gastrocnemio

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp

Ver resultados en cuadro 1

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 2

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 3

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 4

Reovirus: Ver resultado en cuadro 5
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F. Aislamiento viral en embridon de pollo
Ver resultados en cuadro 6
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos

Positivo a reovirus al sexto pase a partir de muestras de proventriculo y
tendon

Sospechoso a reovirus a partir de muestras de intestino

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos

G. Biologia molecular
Ver resultados en cuadro 6
Positivo a coronavirus a partir del indculo original de proventriculo
Negativo a reovirus a partir de todos los 6érganos

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA

Intestino: enteritis linfocitaria leve
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V. ENFERMOS CASO 5

Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 6 aves Ross Edad: 57 dias
Procedencia: Chalco, Estado de México Peso promedio: 3.5 kg
Ciclo de produccioén: todo dentro-todo fuera Cama: cascarilla de arroz
Numero de aves: 60,000 produccion Alojamiento: piso

Calendario de vacunacion:

ENFERMEDAD EDAD (dias) CEPA VIA DE INOCULACION
Marek 1 HVT Subcutanea
IBF 6 Bursine 2 Oral (agua)
ENC 12 La Sota Ocular
Bl 12 Mass Ocular
ENC 12 La sota Subcutanea
IA 12 H5N2 Subcutanea
IBF 18 Bursine 2 Oral (agua)
ENC 18 La sota Oral (agua)
LTI 25 CC Ocular

Los signos empezaron desde la tercera semana de edad, la difusion de la
enfermedad fue lenta, con una mortalidad acumulada de 9%. El consumo de
alimento aumenté y el estado de la cama fue humeda.

La parvada presentdé una mortalidad elevada desde la tercera semana y
presentaron claudicacion leve a partir de las 6 semanas y el problema se agudizé
en las ultimas 2 semanas, cuando se presentd claudicacion, postracion, patas
abiertas y las aves de mayor peso presentaron pododermatitis y hemorragias en
piernas. Hubo presencia de heces acuosas que presentaron alimento sin digerir y

MOCO naranja, N0 se mencionaron tratamientos anteriores.

A. Necropsia
Hallazgos a la necropsia:

- Externo: pluma alrededor de la cloaca sucia. Cojinete plantar con ulceras
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Digestivo: molleja: adelgazamiento de la capa de Kaolin 1/6 y erosion en la
capa de Kaolin 1/6

Duodeno: petequias dispersas 2/6, Yeyuno: moco anaranjado 1/6.

Musculo esquelético: articulacion tarso metatarso: exudado seroso leve 2/6,
exudado fibrinoso moderado 1/6. Tenddn gastrocnemio: ruptura y zonas
hemorragicas unilaterales 2/6. Musculo gastrocnemio: hemorragia severa

con areas irregulares en aproximadamente el 60% del musculo 1/6

Diagnostico morfologico principal.

Enteritis hemorragica severa difusa
Enteritis catarral leve

Queratolisis leve del Kaolin
Tenosinovitis severa

Ruptura del tendon gastrocnemio

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp

Ver resultados en cuadro 1

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 2

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 3

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 4

Reovirus: Ver resultado en cuadro 5

F. Aislamiento viral en embridon de pollo
Ver resultados en cuadro 6
Negativo a coronavirus
Positivo a reovirus al sexto pase a partir de muestras de proventriculo,

intestino, tenddn y exudado.
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Sospechoso a picornavirus al sexto pase a partir de proventriculo e
intestino

G. Biologia molecular
Ver resultados en cuadro 6
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos
Negativo a reovirus a partir de todos los érganos
Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos

H. Histologia
Proventriculo: proventriculitis linfocitaria severa difusa

Intestino: enteritis linfocitaria leve
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V1. SANOS 1

Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 5 aves Ross Edad: 63 dias

A. Necropsia

Numero de pollo 1 2 3 4

Peso () 2,550 | 3,500 | 3,610 | 3,320

3,240

Hallazgos a la necropsia:

- Externo: cloaca sucia

- Digestivo: proventriculo: papilas dilatadas 3/5
Diagnostico morfologico:

- Proventriculitis

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp

Ver resultados en cuadro 7

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 8

D. Estudio coproparasitolégico
Ver resultados en cuadro 9

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 10

Reovirus: Ver resultado en cuadro 11

F. Aislamiento viral en embrion de pollo
Ver resultados en cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos
Sospechoso a reovirus a partir de todos los 6rganos

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos
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G. Biologia molecular
Ver resultados en cuadro 12
Positivo a coronavirus a partir de inoculo original de intestino
Negativo a reovirus a partir de indculos de todos los érganos

Positivo a picornavirus a partir de todos los érganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA
Intestino: SCPA
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VII. SANOS 2
Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 6 aves Ross Edad: 56 dias

Procedencia: Chalco, Estado de México Tipo de alimento: comercial

Cama de cascarilla de arroz Numero de aves: 316, 000

NUumero de casetas: 17 Densidad de poblacion: 15 aves/m?

Dimensiones de casetas: 85x12 my 130x 12 m?

Parametros productivos

Conversion alimenticia: 2.08 GDP:52¢

indice de produccion: 235 Mortalidad acumulada: 5%

Tipo de alimento:

0-7 dias preinicio 8-21 dias inicio
22-35 dias engorda 36-49 dias finalizacion
Calendario de vacunacion
ENFERMEDAD EDAD (dias) | VIA DE INOCULACION
ENC+IA 1d Oral
Artritis viral 4d Oral
Gumboro 6d Oral
ENC+IA 8d Ocular
ENC+IA emulsionada 8d Subcutanea
Gumboro 16d Oral
ENC 16 d Oral
LT 21d Ocular
ENC+IA 21d Subcutanea

Problemas de sangre en heces por coccidias a las 4 Semanas y se dio tratamiento

con furaltadona, trimetoprim y amprolium por 5 dias.

A. Necropsia
Numero de pollo 1 2 3 4 5
Peso () 3,700 3,000 | 3,400 2,850 3,400

Hallazgos a la necropsia:

- Digestivo: higado: hemorragias de aproximadamente 5 mm difusas 3/5 y

suave al corte 1/5
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Diagndstico Morfolégico:

Degeneracion hepatica

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp

Ver resultados en cuadro 7

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 8

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 9

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 10

Reovirus: Ver resultado en cuadro 11

F. Aislamiento viral en embridon de pollo
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos.
Positivo a reovirus a partir de inéculo de intestino.

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos.

G. Biologia molecular
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de indculos de todos los 6rganos.
Negativo a picornavirus a partir de indculos de todos los 6rganos.

Negativo a reovirus a partir de inéculos de todos los 6rganos.

H. Histologia
Proventriculo: Proventriculitis linfocitaria leve
Intestino: SCPA
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VIII.  SANOS 3

Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 5 aves Ross Edad: 49 dias
Procedencia: Tlahuac, Distrito Federal Tipo de alimento: comercial
Material de cama: viruta Numero de aves: 1000
Dimensiones de caseta: 100m x 10m m? Densidad: 12 aves/m?
Conversion alimenticia: 1.80 GDP: 62.4 ¢

Consumo de alimento al ciclo: 5580 g
Vacunacion:
ENC ocular y ENC e IA emulsionada subcutdnea

A. Necropsia

Numero de pollo 1 2 3 4 5

Peso (9) 2,750 2,600 | 2,710 2,700 2,750

Hallazgos a la necropsia: SCPA

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp
Ver resultados en cuadro 7

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 8

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 9

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 10

Reovirus: Ver resultado en cuadro 11
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F. Aislamiento viral en embridon de pollo
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos
Positivo a reovirus a partir de proventriculo e intestino

Negativo picornavirus a partir de todos los 6rganos.

G. Biologia molecular
Ver resultados en cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de indculos de todos los érganos
Negativo a reovirus a partir de indculos de todos los érganos

Negativo a picornavirus a partir de indculos de todos los 6rganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA
Intestino: SCPA
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SANOS 4

Historia clinica
NUmero de aves y estirpe: 5 aves Ross Edad: 56 dias

Procedencia: Chalco, Estado de México

Tipo de alimento: comercial Alojamiento: piso
Material de cama: Cascarilla de arroz Dimensiones de caseta: 1200 m?
Densidad de poblacién: 15 aves/m? Conversion alimenticia: 1.82
Consumo diario; 175 g/dia GDP:50¢
Peso del pollo al mercado:
Machos: 3100 kg Hembras: 2.700 kg Promedio: 2.700 kg
Calendario de vacunacion:
ENFERMEDAD EDAD VIA DE INOCULACION
ENC+IA 1d Oral
Artritis viral 4d Oral
Gumboro 6d Oral
ENC+IA 8d Ocular
ENC+IA emulsionada 8d Subcutanea
Gumboro 16d Oral
ENC 16d Oral
LT 21d Ocular
ENC+IA 21d SC

Se reportd que presentaron ligeros estornudos y se adicionaron coccidiostatos en

el alimento

A. Necropsia

Numero de pollo 1 2 3 4 5

Peso (9) 2,830 2,320 | 2,265 2,490 2,450

Hallazgos: Proventriculo: papilas dilatadas 4/5

Diagndstico morfolégico: proventriculitis

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp
Ver resultados en cuadro 7
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C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC
Ver resultados en cuadro 8

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 9

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 10

Reovirus: Ver resultado en cuadro 11

F. Aislamiento viral en embrion de pollo
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos.
Positivo a reovirus a partir de intestino

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos

G. Biologia molecular
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de indculos de todos los érganos
Negativo a reovirus a partir de in6culos de todos los érganos

Negativo a picornavirus a partir de indculos de todos los 6érganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA

Intestino: enteritis linfocitaria leve
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SANOS 5

Historia clinica

NUmero de aves y estirpe: 5 aves Ross
Procedencia: Querétaro, Querétaro
Alojamiento: piso

Dimensiones de caseta: 10 X 165m?
Peso del pollo al mercado:

Machos: 3.300 kg

Calendario de Vacunacion:

Edad: 54 dias
Tipo de alimento: comercial
Material de cama: paja de cebada

Densidad de poblacién 18 aves/m?

Hembras: 1.750 kg

ENFERMEDAD EDAD (dias) VIA DE INOCULACION
Marek, ENC e IA 1d
Gumboro 8d
ENC+IA 8d Oral
IA 8d Subcutanea
ENC 18d
Gumboro 24d
ENC+IA 24 Subcutanea
LT 24d Ocular
ENC+IA 28d

Problemas respiratorios a los 28 dias, se dio tratamiento con enrofloxacina a los

28-33 dias, forfenicol a los 40-44 dias, oxitetraciclina de los 45-49 dias.
Problemas de E. tenella a los 42 dias, se adicion6 coccidiostatos al alimento

A. Necropsia

Numero de pollo 1 2

3 4 5

Peso (g) 2,950 3,450

3,270 3450 3,440

Hallazgos a la necropsia:

- Externo: cloaca sucia, heces acuosas.

- Digestivo: proventriculo: papilas dilatadas 5/5. Duodeno: descamacion de

mucosa 2/5, hiperemia con petequias de aproximadamente 5 mm de diametro
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a lo largo de duodeno y la primera porcién del yeyuno, congestién leve en
duodeno-yeyuno 1/5.
- Diagndstico morfologico:

- Proventriculitis y Enteritis leve

B. Aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp
Ver resultados en cuadro 7

C. Inhibicién de la hemoaglutinacion para ENC

Ver resultados en cuadro 8

D. Estudio coproparasitolégico

Ver resultados en cuadro 9

E. Prueba de ELISA para coronavirus y reovirus
Coronavirus: Ver resultados en cuadro 10

Reovirus: Ver resultado en cuadro 11

F. Aislamiento viral en embridon de pollo
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de todos los 6rganos
Positivo a reovirus a partir de proventriculo e intestino

Negativo a picornavirus a partir de todos los érganos

G. Biologia molecular
Ver resultados cuadro 12
Negativo a coronavirus a partir de indculos de todos los 6rganos
Negativo a reovirus a partir de indculos de todos los érganos

Negativo a picornavirus a partir de indculos de todos los 6rganos

H. Histologia
Proventriculo: SCPA

Intestino: enteritis linfocitaria leve
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8. DISCUSION

Los resultados del presente estudio, muestran que en los casos estudiados, los
reovirus y coronavirus pudieron ser demostrados a través de aislamiento viral o
técnicas moleculares en aves con y sin cuadro clinico de SMA, esto concuerda
con los hallazgos de Rosenberger et al. (2010), Otto et al. (2004), Day et al.
(2007) y Jindal et al. (2010)

El aislamiento viral en conjunto con la prueba de ELISA fueron las técnicas que
mostraron mas resultados positivos en comparacion con RT-PCR (ver cuadro 1),
esto sugiere que la técnica de RT- PCR pudiera verse afectada por las
caracteristicas de la muestra, ya que algunos autores reportan que en el contenido
intestinal pudieran existir sustancias inhibitorias como ha mencionado Wilde et al.
(1990) y Monroy et al. (2010). Sin embargo, Caterina et al. (2004) y Xie et al.
(1997) mencionan que no detectaron un efecto negativo para esta prueba,
habiéndose detectado hasta 23 serotipos de reovirus aviares con las mismas
condiciones de amplificacion.

Por otra parte, el aislamiento viral en embrion de pollo, puede detectar cualquier
reovirus independientemente del serotipo, esto pudo observarse en los resultados
del presente estudio, donde se obtuvieron aislamientos virales en embrion de pollo
positivos a partir de muestras de tracto intestinal, tendén y exudado en tendon,
que no fueron detectados por RT-PCR. Lo anterior puede deberse a que los
iniciadores se disefiaron a partir del serotipo S1133; es posible que la regiéon en la
gue se asientan los iniciadores pudiera tener cambios en la secuencia y no
detectar los serotipos presentes en estas aves. Clark et al. (1990) al estudiar 6
serotipos diferentes de reovirus con variaciones genotipicas, menciona que éstos
varian también segun la ubicacién geografica de la parvada. Por otra parte,
también es posible que esta prueba no diera los resultados los positivos
esperados por degradacion del material genético, ya que no se realizaron pruebas

(controles) con un gen constitutivo de pollo para evidenciar la integridad de éste.
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En dos casos de las aves con signos clinicos, tuvieron antecedentes de
vacunacion a los 4 dias de edad, en ellas se pudo aislar reovirus después de 6
semanas y los titulos de anticuerpos son mas altos a lo que se reporta en
vacunacion contra reovirus. Lo anterior sugiere que la vacunacion no fue efectiva,
ya que, como lo fue mencionado por Hyeronimus et al. (1983) y Magsombol (2004)
las vacunas a partir de S1133 no protegeran contra serotipos diferentes a éste, por
lo que un estudio enfocado a la identificacion de reovirus existente segun el area
geografica, proveeria informacion que podria emplearse para la elaboracion de
vacunas especificas para los serotipos prevalentes

Ademas, Otto et al. (2004), Roessler et al. (1989), Tang et al. (1987) Friedman et
al. (1998) reportan que los diferentes serotipos presentan patogenicidad, virulencia
y tropismo diferentes. Asi mismo, Sterner et al. (1989) menciona que aun en
animales infectados con el mismo serotipo, los signos pueden variar en severidad
y que puede deberse a la interaccion de virus-hospedero, serotipo, edad del ave y
via de infeccion.

En un caso, con aislamiento positivo sin vacunacion, los titulos de anticuerpos
detectados por ELISA son mas altos que en los animales vacunados, que sugiere
un virus de campo. Por otra parte, en dos casos con aislamiento viral positivo, los
titulos de anticuerpos son mas bajos y podrian indicar una infeccion en etapas
iniciales.

El hecho de aislar reovirus de parvadas clinicamente sanas, sugiere que éstos no
son el factor determinante del SMA. Los titulos de anticuerpos, asi como la
ausencia de vacunacidbn en 4 casos de aves clinicamente sanas indican
exposicion a virus de campo. En el Gnico caso, de aves sanas con vacunacion
contra reovirus, en el que se aislo reovirus y los titulos de anticuerpos son altos en
comparacion con lo reportado ante vacunacion indica un virus de campo que no es
capaz de generar signos ni lesiones o que como ya se ha mencionado, necesita
de algun factor desencadenante para la presentacion del cuadro.

En general, en todas las parvadas los titulos de anticuerpos contra enfermedad de

Newcastle se encuentran de acuerdo a lo reportado ante vacunacion, esto indica
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que los animales no estuvieron sometidos a agentes inmunodepresores. Asi
mismo los niveles de coccidias tanto en animales con signos clinicos como los
clinicamente sanos se encuentran dentro de rangos comunes en los que no se
desarrolla un cuadro clinico de coccidias, por lo que se sugiere que este agente no
tiene un efecto en la presentacion del SMA en los casos estudiados.

Por otra parte solo 2 casos tuvieron anticuerpos contra micoplasma, que produce
lesiones en articulaciones y tendones que pudieran ser la via de entrada para
reovirus.

Dormitorio et al. (2007), Sterner et al. (1989) y Jindal et al. (2010) describen como
lesion presente en cuadros clinicos de SMA: proventriculitis y enteritis, pero estas
lesiones fueron encontradas en este estudio en las aves tanto sanas como
enfermas, y por lo tanto no se considerarian como lesiones patognomoénicas de
este padecimiento.

Con respecto a coronavirus solo pudo ser demostrado por aislamiento en 3 casos
de animales con signos clinicos, en estos casos no hay antecedentes de
vacunacion o problemas respiratorios y ya que también se aislé reovirus se
sugiere que exista una asociaciéon de estos dos virus para desencadenar SMA.
Los aislamientos pudieron ser confirmados mediante RT-PCR a partir de liquido
alantoideo de aislamientos virales previos. Se menciona que para coronavirus, la
prueba de RT-PCR da mejores resultados en muestras que ya han sido
procesadas en embrion de pollo, al menos 2 pases ciegos como lo menciona
Jackwood et al (1992), en comparacion con muestras de inéculo original. Sin
embargo, en un caso en el que no hubo aislamiento pero si prueba de RT-PCR
positivo a partir del inéculo original, sugiere que el virus pudo estar inactivado y
por esta razdn no se logro el aislamiento pero se conservo el material genético.

En las aves clinicamente sanas, aunque no se logré aislamiento de coronavirus ni
prueba de PCR positiva en 4 de 5 casos, se detectd serologia positiva que podria
indicar exposicion a virus de campo sin repercusion sobre la parvada. Esto pudiera
deberse a las diferencias de tropismo de los coronavirus, ya que existen cepas

respiratorias, renales y reproductivas o bien, que al momento de tomar la muestra
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para el aislamiento viral, la infeccién activa por virus de campo ya habia pasado,
quedando Unicamente la respuesta inmune demostrada por la serologia. También
se observé que 1 de los 5 casos de aves clinicamente sanas presentd anticuerpos
a coronavirus y fue positivo al RT-PCR, sin embargo fue negativo al aislamiento
viral, que indicaria que el virus estaba inactivo en el momento del procesamiento
de la muestra. El hecho de solo haberse demostrado coronavirus tanto en aves
con signos clinicos y un caso sin signos clinicos sugiere que otros factores estan
involucrados para que se desarrolle el cuadro de SMA.

Dado que no se encontrd aislamiento positivo, ni RT-PCR positivo a picornavirus
en ninguno de los casos se considera que no tiene un papel importante en el SMA
en los casos estudiados. Los reportes de picornavirus son escasos, por lo que
para efectos de este estudio queda descartado como agente de SMA.

Dado que los embriones fueron inoculados por las tres vias posibles y no hubo
evidencia de lesiones o0 cambios ocasionados por otros virus, se sugiere que
solamente reovirus y coronavirus en combinacidbn con otro factor, son
probablemente los responsables de SMA; como lo mencionan Yu et al. (2000) y
Jindal et al. (2010) que la presencia de enfermedades preexistentes pudiera
ocasionar un aumento en la virulencia de los virus entéricos, por lo que es
necesario llevar a cabo ensayos con lo virus obtenidos de este estudio en diversas

condiciones en pollo de engorda.
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9. CONCLUSION

1. En los casos estudiados, se encontré reovirus, tanto en sanos como en
aves con signos clinicos, lo que sugiere que este virus por si solo, no es el
agente principal del SMA.

2. En los casos estudiados, se demostré la presencia de coronavirus en aves
con signos clinicos. Esto podria indicar que es un factor asociado a SMA,
aunque no pueden ser descartados de otros factores desencadenantes.

3. En este estudio, se encontr6 que el picornavirus no es un factor

determinante para desencadenar el SMA en los casos estudiados.
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Cuadro 1. Resultados de la prueba de aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp

para los casos de aves que presentaron signos clinicos de SMA

Casol | Caso 2 | Caso 3 | Caso4 | Caso 5
Mg (+) 0/5 0/5 0/6 0/7 0/5
Ms (+) 0/5 0/5 4/6 5/5 0/5
Sp (+) 0/5 0/5 0/6 0/7 0/5

Cuadro 2. Resultados de la prueba de hemoaglutinacion para la enfermedad de

Newcastle para los casos de aves que presentaron signos clinicos de SMA

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5
Titulo | sueros | Titulo | sueros | Titulo | sueros | Titulo | sueros | Titulo | sueros
16 1 256 2 256 3 128 2 256 2
128 3 512 3 1024 3 256 1 512 3
512 2 -- -- -- -- 512 4 -- --

Cuadro 3. Resultados del estudio coproparisitdlogico para los casos de aves que

presentaron signos clinicos de SMA

Caso 1

Caso 2

Caso 3

Caso 4

Caso 5

# ooquistes/ gr de heces

42,600

27,700

600

1,500
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gue presentaron casos clinicos de SMA

Cuadro 4. Resultados de la prueba de ELISA para Coronavirus en casos de aves

Caso 1| Caso 2| Caso 3| Caso 4| Caso5
MEDIA 426 4979 7472 7584 10973
MEDIA GEO. 388 3161 5970 6354 2657
C.V. (%) 29.22 | 65.04 | 4454 | 39.88 | 51.57
MIN 203 640 4349 3013 0
MAX 701 13618 | 16389 | 14922 | 18357
# SUEROS 5 5 6 7 5

Cuadro 5. Resultados de la prueba de ELISA para Reovirus en casos de aves que

presentaron casos clinicos de SMA

Caso 1| Caso 2| Caso 3| Caso 4| Caso5
MEDIA 620 1306 2656 2286 6602
MEDIA GEO. 184 372 2542 2133 5840
C.V. (%) 71.80 | 45.00 | 32.86 | 33.42 | 49.24
MIN 0 0 1984 922 2946
MAX 1512 1724 4486 3297 11858
# SUEROS 5 S 6 7 5
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Cuadro 6. Resultados de aislamiento viral y prueba de RT-PCR de los casos con

signos clinicos

Aislamiento viral RT-PCR
Corona REO Picorna | Corona REO Picorna
Caso 1 + + - + + -
Caso 2 + + - + + -
Caso 3 - + - - + -
Caso 4 - + - + - -
Caso 5 - + S - - -

+Positivo, -Negativo, S Sospechoso.

Corona= coronavirus, REO= reovirus, Picorna= picornavirus

Cuadro 7. Resultados de la prueba de aglutinacién en placa para Mg, Ms y Sp

para los casos de aves clinicamente sanas

S1 S2 S3 S4 S5
Mg (+) 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Ms (+) 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Sp (+) 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
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Cuadro 8. Resultados de la prueba de hemoaglutinacion para la enfermedad de

Newcastle para los casos de aves clinicamente sanas

S1 S2 S3 S4 S5
Titulo | sueros | Titulo | sueros | Titulo | sueros | Titulo | sueros | Titulo | sueros
512 |3 1024 |5 256 |1 512 |1 256 |1
1024 | 2 512 |2 2048 | 4 512 |2
1024 | 2 1024 | 2

Cuadro 9. Resultados del estudio coproparisitdlogico para los casos de aves

clinicamente sanas.

S1

S2

S

3

S4

S5

# ooquistes/ gr de heces

50

150

450

Cuadro 10. Resultados de la prueba de ELISA para Coronavirus en casos de aves

clinicamente sanas

s1 S2 S3 S4 S5
MEDIA 25618 | 19203 | 7251 15908 4873
MEDIA GEO. | 20780 | 16228 | 5197 13308 3931
C.V. (%) 39.61 35.18 | 50.34 37.22 39.66
MIN 5570 4440 938 4317 934
MAX 35151 | 29788 | 12503 | 23715 7466
# DE SUEROS 5 5 5 5 5
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Cuadro 11 Resultados de la prueba de ELISA para Reovirus en casos de aves

clinicamente sanas

S1 S2 S3 S4 S5
MEDIA 4680 5694 2952 7893 1306
MEDIA GEO. 4602 4855 2662 7578 372
C.V. (%) 19.19 52.98 47.22 29.48 | 45.00
MIN 3532 1761 1533 7055 1067
MAX 5562 9634 4728 11710 3047
#DE SUEROS 5 5 5 5 5

Cuadro 12. Resultados de aislamiento viral y prueba de RT-PCR de los casos
clinicamente sanos

Aislamiento viral RT-PCR
Corona REO Picorna Corona REO Picorna
S1 - - + +
S2 - - - -
S3 - - - -
S4 - - - -
S5 - - - -

+Positivo, -negativo, S Sospechoso.
Corona= coronavirus, REO= reovirus, Picorna= picornavirus

55




Figura 1. Lesiones en embrion de pollo
por reovirus. Higado con necrosis y
cardiomegalia.

’ % b d
Figura 2. Lesiones en embrion de pollo
por reovirus. Higado: necrosis en bordes
y hemorragias moderadas.

r ‘ ™ ¥ .
Figura 3. Lesiones en embrion
por reovirus. Cardiomegalia.

de pollo
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Figura 4. Lesiones en embrion de pollo
por coronavirus. Enanismo, embrion en
ovillo.

Figura 5. Lesiones en embrién de pollo
por coronavirus. Enanismo, embrion en
ovillo, mal emplume.

Figura 6. Lesiones en embrion de pollo
por coronavirus: Presencia de uratos en
rifon.
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Figura 7. Resultados de RT-PCR interno para coronavirus en casos de aves sanas.
Se observa banda positiva a coronavirus de 1654 pb en S2 (intestino sanos 1). El resto de
las muestras resultaron negativas. M: marcador de 1 Kb A: control positivo de RT, B:

control negativo de RT, C: control positivo de PCR, D: control negativo de PCR.
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Figura 8. Resultados de RT-PCR interno para coronavirus a partir de muestras de casos

con signos clinicos.
Se observan bandas positivas a coronavirus de 1654 pb en 3 (intestino caso 1), 4

(proventriculo caso 1) 5 (Liquido alantoideo a partir de proventriculo caso 2) ,6 (Liquido
alantoideo a partir de proventriculo caso 1) y 10 (proventriculo caso 4). M: marcador de 1
Kb A: control positivo de RT, B: control negativo de RT, C: control positivo de PCR, D:

control negativo de PCR.
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Figura 9. Resultados de RT-PCR para picornavirus a partir de muestras de aves sanas.
Se observan bandas positivas a picornavirus de 619 pb en S1 (proventriculo sanos 1), S2
(intestino Sanos 1). M: marcador de 1 Kb A: control positivo de RT, B: control negativo de
RT, C: control positivo de PCR, D: control negativo de PCR.

I

Figura 10. Resultados de RT-PCR para reovirus a partir de muestras de aves con signos
clincos.
Se observan bandas positivas a reovirus de 532 pb en 1 (tendon caso 1), 2 (intestino caso

1),4 (tenddn caso 2), 5 n(intestino caso 2), 6 (proventriculo caso 2), 7 (intestino caso 3) y
8 (proventriculo caso 3), M: marcador de 1 Kb A: control positivo de RT, B: control
negativo de RT, C: control positvo de PCR, D: control negativo de PCR.
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Figura 11. Proventriculitis severa.
Aumento 400x. Tincion HE

Figura 14. Higado de embrién normal.
Aumento 400x. Tincion HE

Figural2. Enteritis linfocitaria leve.
Aumento 400X. Tincién HE

Figura 13. Intestino sin cambios
patologicos aparentes.
Aumento 400x. Tincibn HE
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Figura 15. Enteritis linfocitaria severa 'y
presencia de quiste.
Aumento 400x. Tincion HE

Fig‘ra 16. Necrosis hepatica en embrién
de pollo inoculado por saco vitelino.
Aumento 400x. Tincion HE



Anexo 1. . Formato de historia clinica

No. de caso

Fecha de recepcion

Propietario: Direccion:
Teléfono:

Estirpe: Edad: Numero de aves

No. aves en la explotacion: Tipo de alimento:

Tipo de alojamiento: Estado de lacama

Ciclo de produccién:

Vacunacion:

Enfermedad | Edad Cepa Via de administracion
Fecha de inicio de signos: Tratamientos previos:
Mortalidad diaria: Mortalidad acumulada

Consumo de alimento: Normal Disminuido Aumentado
Consumo de agua: Normal Disminuido Aumentado
Signos:

Externo:

Mal emplume Pollos pequeiios

Tiempo de presentacion Tratamientos: % Aves afectadas
Respiratorios:

Estornudo | Secrecién nasal Bogqueo Secrecion ocular | Estertor
Tiempo de presentacion Tratamientos: % Aves afectadas
Digestivo:

Diarrea Color Consistencia

naranja | blanca | amarilla | verde | sanguinolenta | pastosa | acuosa

Tiempo de presentacion Tratamientos: % Aves afectadas
Urinario:

Tiempo de presentacion Tratamientos: % Aves afectadas
Locomotor:

Artritis | Paralisis | Postracion | Claudicacion | Patas abiertas | Alas caidas

Tiempo de presentacion Tratamientos: % Aves afectadas
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Anexo 2

VIRUS SECUENCIA DE INICIADORES bp Gen

Reovirus * MK87 5’GGTGCGACTGCTGTATTTGGTAACZ 532 S1
MK88 5° AATGGAACGATAGCGTGTGGG3'

EXTERNO S1
Coronavirus? JK1 5’GACMGACTTAGTMKTTAATTTAZ’ 1720
JK2 5’ ATTTTCAGTAAYAGAACGTCTASZ’
INTERNO

CLONAL1 % 1654
CGGGATCCAGATGTTGGTRAMRYCWCT3'
CLONA2
5’ACGCGTCGACACGTCTARAACGAYGTGTTC3’

Picornavirus® MK AE 1 5’CTTATGCTGGCCCTGATCGT3 619 VP2
MK AE 2 5’TCCCAAATCCACAAACCTAGCCS’

1. Xie Z, Fadl A, Gischick T, Khan M. Amplification of Avian Reovirus RNA Using the Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction. Avian Diseases 1997; 41: 654-660.

Universidad Nacional Autbnoma de México, Departamento de produccion animal: Aves

Xie Z, Mazhar |. Khan M, Girshick T. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction to Detect Avian
Encephalomyelitis Virus. Avian Diseases 2005; 49:227-230

W
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Anexo 3

ciclos

VIRUS CONDICIONES DE AMPLIFICACION
Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension de PCR | Extension final
inicial de PCR

94°C por 5 minutos | 30 ciclos de 94°C 60.7°C por 30 | 72°C por 30 72°C por 15

Reovirus® por 30 segundos segundos 30 | segundos minutos
ciclos

94°C por 30 30 ciclos de 94°C 60°C por 30 72°C por 1 minuto 72°C por 3
Corona® | segundos por 30 ciclos segundos minutos

95°C por 5 minutos | 30 ciclos a 94°C por | 64.0°C por 30 | 72°C por 30 72°C por 15
Picorna® 30 segundos segundos 30 | segundos minutos

1. Xie Z, Fadl A, Gischick T, Khan M. Amplification of Avian Reovirus RNA Using the Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction. Avian Diseases 1997; 41: 654-660

N

Universidad Nacional Autonoma de México, Departamento de produccion animal: Aves

3. Xie Z, Mazhar I. Khan M, Girshick T, Xie Z. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction to Detect
Avian Encephalomyelitis Virus. Avian Diseases 2005; 49:227-230
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