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GONZALEZ COSTES , MAURICIO FERNAMDO. Hepatitis con cuerpos de
inclusién en pollos. Correlacidén cito ~ histolégica y valor
diagndstico. (Bajo la direccién der Nuria de Buen de Argoero, José de
Jesis Béamx Sanchez y Graciela Tapia Pérezx).

El presente trabajo se realizé con el objeto de ampliar los
recursos diagndsticos en las especies domtsticas, teniendo como
finalidad detarminer el valor diagndstico de la citologia sn higsados
de pollos afectados de Hepatitis con cuerpos de inclusién,
correlacionando los hallazgos con el sstudic histoldgico.

Be toaaron frotis ( cinco por cada ave) de higados de 100 aves
suertas y con lesiones macroscépicas compatibles a Hepatitis con
cuerpos de inclusién, tres de ellos se tiferon por la técnica de
Papanicoleou y los restantes con la tincidén de Giessa. Tasbién se
tosaron frageentos que fueron procesados por ‘nl mdtodo de inclusidén
on parafina y tefiidos con H y E.

Mediants la férsuls de Bayes se obtuvo una especificidsd del
9% y una sensibilided del 100X con loc que se corrobora que la
tincién con Papanicolacu es Un aftodo altasente sensible vy suy
espacifico para detectar éu-rm de inclusién intranuclieares en los
hepatocitos, en comparacién con la correlacién entre la tincién de

Sleasa y la histologia, en la gque se encontrd poca samibilidad

9

De este trasbajo se pusde concluir Que la citologia pressenta un

(78%), pero gran sepecificidad (100%).

gran valor diagnéstico para detectar cuarpos de inclusién en

hepatocitos da higados de polles, que coaplessntsdo con el
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diagndstico histeldgico ofrece un dptimo apoyo sl clinico dedicado a

las aves.

Por otro lado es iaportants que se practique una correcta
técnica de tosa de ausstras tanto del frotis citoldgico tomo corte

histoldgico.
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INTRODUCCION.

La Hepatitis con cuerpos de inclusidn (HCI} fué descrita por
prissra vez sn 1943 an los E.U.A por Helaboldt y Frazier (1,2,4,17),

En México fué diagnosticada por primera ocasién en 1974 por
A.Antillén y B.Lucio, los cuales informan la presencia de la
enfermedad en pollos de engorda de seis sesanas de edad con una
sorbiiidad del 2% y sortalidad del 0.5X (1,2,3).

Los inforees recientes indican que la snfersedad es comin y
ocurre frecuentesente an Perda, Nueva Zelanda, E.U.A, Canads vy
Australia (1,7).

En nuestro pais la enfermedad se ha localizado en los estados
de Querdétarc, Jalisco, Coahuila, Nusve Ledn, Morelos, Puebla,
Aguascalientes y Valle de México, y &s sélc a mediados de 1989 gque la
HCI cobra importancia an México por su severidad y frecuencia (1,18B).

Lta presentacidén de 1la HCI esté asocliada a agentes
insunodepresores infecciosos como el virus de la enfersedad de
Gusboro, enferasdad de Marek, y alcotoxinas consideradas agentes
insunodepresores (7,18,20).

Desde 1969, Ménico laporta de E.U.A. husvo fértil pars la
obtencién de pollco de sngorda, este evento coincide con la frecuencia
y saveridad de 1la HC!, apareciendo brotes en nuestro pais con
sortalidades acumuladas hasta msiés del 350X, hecho que explica el
incresento actual de la severidad de la HCI #n le Repablics Mexicana
(19,22).

La HCI a8 una enferasdad causada por un Jgrupo de adenovirus

aviares, que afecta a pollos de engorda y aves de resaplazo entre 2 y
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9 semanax de edad, caracterizadsa por un aumsento dréstico y repentino
de la sortalidad, acompaiada de una postracidén y ansmia de las aves,
observandose a la necropsia un cuadro anémico hesorrdgico, edemsa
pulsonar, hidropericardio, atrofia de la bolsa de Fabricio,
hepatomegalia, necrosis Yy hemorragias subcapsulares (1,2,11,14,
17,19,20 ).

Al exdmen microscépico, se observan en los hepatocitos cuerpos
de inclusisn intranucleares baséfilos, eosinéfilos o ambos, que
puseden considerarse como lesisn patognomadnica ( 1,3,4,10,21 ).

En casos de campo y experimentales, a traves del microscopio
electrénico, se ha encontrado que los cuerpos de inclusisn basdéfilos
presantan en su interior particulas virales, en contraste con las
inclusiones eoxinofilicas que solo contisnen material fibrogranular
¢ 21 ). En alqunos casos la historia clinica y las lesiones sugleren
un problesa de Hepatitis con cuerpos de inclusién; sin embargo,
resultan negativos a la presencia de corpisculos de inclusidng
posiblesente debido a una seleccidén errdnea de las aves para su
diagnéstico, o porque la lesién degenerativa es tan severa que no hay
corpusculos de inclusidn (1,4,7,10,11),

Esta enferasdad se transaite principalasnte por via
transovirica, aunque tasbién ss sxcreta & través de las heces y en
ssnor grado por saecreciones cronasales. La difusidén de la enfersedad
@8 relativaasnte répida, en una sissa caseta varia de dos a tres
diasn, mientras que antre casstas es lenta y pusde vartar de siete a

quince dias (2,18).
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E}l virus de la HCI pertenece al qgrupo Fi (CELD), es un virus
ADN que puesde heaoaglutinar .rltrocuos' de rata, cuye Yy hasster
(1,13,16,80). )

€l virus es resistente al calor (356 °C por sas de una hora), a
cambios de pH dentro de un rango entre 3 v 9 y a la luz ultravioleta.
Dabido a2 que es un virus desnudo (sin aenvoltura 1lipidica) es
resistente a los solventes de lipidos comc el ¢ter y sl cloroforso,
 asi a los coapusstos hslogenados como @l iodo y el cloro, Es
tasbién semvsible al formol an una dilueién de 1/10,000
(2,11,18,16,80).

La HCI puede ser diagnosticada ssdiante varias técnicss, la
ads comin es el estudio histopatoldgico, en el cual la dnica lesidn
patognoadnica de 1la enferssdad es la pressrncia de cuerpos de
inclusién intranucleares en los hepatocitos (4,6,10,17). Tasbién
pusde observarse una disociacidén de los sinusoides y de los cordones
hepdticos acompaRado de vacuolizacién de los hapatocitos, asi como
necrosis multifocal que tiende a ser difusa deperndiendo de la
saverided del caso (17).8in sabargo sste sdtodo requisre de 24 a 8
horas para llegar al diagndetico.

Qtra forma de diagnistico de la enferasdad es asdisnte sl
ajislasionto del adewvirua en esbrién de polio, Aimoculado vis saco
vitelino vy produciendo lesionss antre el cuarto vy octave dia
post-inoculacidn, coan conguutidn, heworragiss subcuténmss y
necrosis focal hepatics. La desventaja de este adtods &e Que 8

reguieren varies p “ciego de que las lesionss we

sanifissten y por lo tanto 1a prusbs =@ vuslve lanta (2,4,%,11).
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Otra opcidn es la prusba de Virus suero neutralizacién en
cultive celular, ssta prusba &s suy sensible para titular anticusrpos
on el suero, paro wsto nO siempre indica que 1la enfersedad ests en
curso (2,4,16).

Otra alternativa es la deteccién de anticuerpos por sadio de
la prusha de insunoensayo con enzisas asociadas (EL1S8A), la cual es
altamente sensible pero poco especifica (23).

Tanto la histopatologia, aislamiento en embrién de pollo,
cultive celular y prusba de ELISA, necesitan de una infraestructura
costosa, por lo que el precio para el diagnéstico es elevado.

El mé#todo citolégico mediante 1la tincién de Papanicolacu ha
sido wutilizade con eficacia en el diagnéistico de enfersedades en
husanos ¥ animales, presantando una de las alternativas mids répidas
para el diagndstico de la HCI en pollos. Esta prueha tiene las
vantajas de dar rapidez al diegndstico (25 sinutos) y de tener un

bajo costo (3,8).
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OBJETIVO.

Detersinar el valor diagnéstico de la citologia, en higados de

pollos afectados de hepatitis con cuerpos de inclusién,

correlacionando los hallazgos con ®] estudio histolégico.
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MATERIAL Y NMETODOD.

Se recolectaron 100 higados provenientes de polio de sngorda
de siete samanas de edad, pertenecientes a una granja que presentd
casos de HCI. De cada suestra recolectada, se hicieron cinco frotis,
Tres da ellos se fijaron con alcohol al 96X para su tincidén con
Papanicolacu y los restantes se secaron al aire. De éstos iltimos,
séloc se tiReron los que se requerian para corroborar e] diagnéstico
con la tincién de Giemsa.

Adends, del lugar de donde se obtuvieron los frotis, se tomd
una suestra de tejido hepatico, la cual se fijé con forsalina al 10X
y posteriormsente se procesaron por el a#todo habitual de inclusidn an
parafina y se tiferon con Hesatoxilina - Eosina.

Después de teilidas las laminillas se realizé la lectura al
ajcroscopio para datectar la presencia de cuerpos de inclusidn en las
suestras citoldgicas @ histolégicas.

A los resul tados obtenidos se les aplicd el andlisis
estadistico desarrollado por Bayes (13) para daterainar 1la
sensibilidad vy la especificidad del sdtodo citolégico en comparacién

con &1 histolégico, segin las siguientes férmulas:

™
Bansibilidad - P(T/E) =

TP + FN

™
Espacificidad = P (T /E) =

FFPr + TN
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Dondes

P ( T/ E) Es la probabilidad de que oscurra un svento an una

prueba positiva (Sensibilidad).

P Y/ E ) Es la probabjlidad de que no ocurra un evento en

una prusba negativa (Empecificidad).

™

FP

= Yerdaderos positivos.
= Falwos negativos,
= Falsos pomitivos.

= Verdaderos negativos.
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RESULYADDS .

APLICACION DEL ANALISIS ESTADISYICD DE BAYES.

La sensibilidad v la wespecificidad son dos caracteristicas
atiles para validar la exactitud de una prusba, comgarandola con una
de referencia.

La sensibilidad (S) , es 1la probabilidad de que la prusba
rusulte positiva cuando el individuo realsente tiene la enfermedad, y
s® representa como P(+{E}, (probabilidad, P, de que la prusbs sea
positiva, +, dado, I, que &l individuo estd enferss, E}.

La especificided (E) , ex la probsbilidad da gue ia prueba ssa
negativa cuando @1 individuo realesntes no tiene la enfarsedsad, y seo
representa comso P(-1E). {probabilidad, P, de que la prueba sea

negativa, ~, dado, !, que el individuo no sstd enfarso, E1.015y,

RESULTADOS EN LAS LECTURAS CITOLDGICAS (Papanicolacu y Glemsa)
Y LECTURAS HISTOLOBICAS.

Poa, de referencia (histologial

+ -

Poa. de diagnéstico + 96 4}
(Papanicolaou)

- 3 1

F(+lE) B = TP /7 (TP + FN) = 94 7/ 99 = 0.9

P(-1E) EmIN/(FP + TN} =1 /1 = 1
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Pha. de referencia (histologia)

. -
Pba. de diagnéstico + 78 [}

{Tincién de Giemsa)
- a1 1

P(+IEY S = TP / (TP » FN) = 78 / 99 = 0,78

P(-IE) E=TN/ (FP + TN) = 1 / 1 = 1

CORRELACION TINCION DE PAPANICOLAQU E HISTOLOGIA.

En el presente trabajo, los verdaderos positivos (TP)
correspondieron a los 96 casos en los gue se detectéd y corrobord la
presencia de cuerpos de inclusién, tanto en la citologia como #n la
histologia. Los verdadercos negatives (TN) fueron aquellos =n los que
se descartd la presencia de cuerpos de inclusidén en ambos procesos
(solo 1), los falsos positivos (FP) fueron aquellos an los que en la
citologia se detectaron cuerpos de inclusidn , pero en la histologia
no (O casos). Los falsos negativos (FN) fueron agquellos en los que
an la citologia no se detectaron cuerpos de inclusidn pero en la
histologia ai (3 casos).

Sustituyendo:

B = TP / (TP + FN) = 94 7 (96 + 3) = 0.9

E= TN/ (FP + TN) = 1§ / (1+0) =

La probabilidad de Qque un svento ocurra s un nasero entre el
curo y @l uno, por lo tanto wl resuitado de la prusta indica que los

hallazgos de cuerpos de inclusicn aediante las tincién de
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Papanicolsou, e8 una prusba con un 96X de sensibilidad y un 100X de
especificidad.
CORRELACION TINCION DE GIEMBA E HISTOLOGIA.

La tincién de Giwaza s® considera poco sensible pero muy
especifica.

VALORES DE PREDICCION.

- Si la prueba e% positiva en un individuo, ¢ Gué probabilidad
hay de que w1 individuo realsente tenga wl padecimiento?, es decir
P (El+), a esta probabilidad se le llama el valor de prediccidn de
una prueba positiva o sensibilidad diagnéstica.

- Si la prueba es negativa en un individuo, ¢(Gué probatilidad
hay de que el individuo no tenga el padecimiento?, es decir P (El—),
a esto se’ le llama valor de prediccidén de wuna prueba negativa o
especificidad diagnostica {135).

Una manera de obtener P (El4) y P (EI—) es usar el método

nosoldgico y el teoresa de Bayes:

P(+1E) P(E) P(+IE) P(E)
P (El+) = -
P(+IE) PLE) + (PHIE) P(E) Ple)
P(-IE) PUE) P(~IE) P(E)
P {El-) = —~ — -
P(=tE) P(E) + (P-1E) P(E) P(=)

Donde P(E) u=s la probabilidad apricri de la enfersedad, y se
refisre a la incidenclia de la enferesdad en una poblacicn particuler.
En #l case de la WCI la probabilidad apriori es de 0.55 ¢

55% (=),

{e) Comunicacién perscnal. Dr. José de Jesis Goeez Sanchez.
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De sute sodo 108 valores de P (Ei%) y P (El-) deben aplicarse
a la misma poblacién an donde & estims PIE}.

En el presente trabajo se estima que P(E) = 0.55 .

Susatituyerndo an las féroulas anteriores obtenemos que:

PlEt+y) = 1, De modo que si la prueba es positiva en un
individuo, la probabilidad estimada de que realmente estéd enfermo es
de 1.

PIEI~) = 0.9%. Asi, si un individuo tierm una prusba negativa,

la probabilidad de que ™ esté enfermo es de 0.5 .,
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DISCUSBSION.

Debido a 1a alta incidencia de HCl que afecta al polle de
engorda actualmente en muestro pais, sg requiere de un diagndetico
rapido, seguro y de bajo costo,

La citolegia es un método idéneo, gQue aunade a una tecnica
adecuada vy coaplementado con un diagndstice histoldgice ofrecen un
éptimo appyo al clinico de aves para el diagnéstica de la HCI.

Es importante tener presente Qque para obtener diagndsticos
certeros por medio de la citologia, es necesario que se practique una
correcta técnica durante la toma de amuestras, lo que implica gue las
aves enferaas de las que se disponga, deben haber muerto
recientesente o en su defecto ser sacrificadas, debido a la rdpida
autolisis hepadtica.los frotis deben ser lo mds delgados pesibles por
Ia facilidad de encontrar los cuerpos de inclusidn en los
hepatocitos.

En el presente trabajo los cuerpos de inclusién observados
tanto en la citelogia como ®n la histologia, fusron en su sayoria de
tipe bazéfilo y sn memnor cantidad los de tipo sosindfilo.

Dentro de lax limitacionexs teécnicas, nos encontrasos gue la
citologia {(y wobre todo la tincidn de Slessaino sustituye a la
histologia en las alteraciones an las que se requiera de la
observacisn de la arquitecturs hepética para nu diagndatico.

La observacién de cuerpos de inclusién tanto en la citologia
comdb wh la histologia, debe realizarse por personal capaclitade para

ello, ya que esto reducird =] srror diagnsstico.
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Cabe mencionar la dificultad de detectar cuerpos de inclusidn
en frotls tefidos con FPapanicolaou cuando el nisero de éstos es
escaso an cortes histolégicos.

En @1 presente trabajo la citologia como método de diagnéstico
ha demostrado tener hasta el 96X de confiabilidad respecto al meétodo
actual de diagndstico de la HCI gue es la histologia.

Este valor diagnéstico aunado a 1la rapidez y menor costo
representa una enorme ventaja para el Clinico ya que en un corte
tiempo podrd realizar el inicio de 1las medidas preventivas y de

control para la enfermedad.
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FoTOS.

Foto 1. HIGADO DE POLLO CON CUERPOS DE INCLUSION EN

HEPATOCITOS. TINCION H Y E ¢ 1.23 x 40 ).

. CUERPOS DE INCALUSION, TINCION DE PAPANICOLAOU

(1.25 x 40 ).
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FOTO 3. CUERPOS DE INCLUSION INTRANUCLEARES. TINCION DE GIEMSA

{ 1.25 x 40 ).
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