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INFLUENZA AVIAR: DIAGNOSTICO POR TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA POLIMEPASA (PT
PCR) E HISTOPATOLOGIN EN AVES INFECTADAS EXPERIMENTAIMENTE

RESUMEN

MVZ Padilla Noriega Roberto. Influenza aviar: Diagnostico por transcripcion reversa-reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) e histopatologia en aves infectadas experimentalmente.
Bajo la direccion de MC Enrique Aburto Fernandez, MVZ Moisés Fraire Cachon y Dr. Luis
Padilla Noriega.

Aunque los virus de influenza aviar se encuentran ampliamente distribuidos a través del mundo,
los reportes por virus altamente virulentos son esporadicos, como el caso de México (1994-95),
La patogenia de esta enfermedad no esta del todo esclarecida y los estudios histopatologicos
estan limitados principalmente a aquellas condiciones graves con virus altamente virulentos de
otros paises. El objetivo de este estudio fue establecer la técnica de transcripcion reversa-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) para el diagnostico de influenza aviar de tejidos
incluidos en parafina de aves infectadas experimentalmente, y correlacionarlo con las
caracteristicas histopatologicas. Ocho lotes de 10 pollos Arbor Acres de 5 semanas de edad se
inocularon por via endovenosa, con 10' a 10° dosis letales de pollo del 50% (DLPs,) del virus de
influenza aviar A/Ck/Querétaro/20/95 (H5N2). Todas las aves se sometieron a estudio
histopatoiogico genera! y una ave por dosis a diagndstico por RT-PCR en tres tipos de tejidos
incluidos en parafina, pulmon, sistema nervioso central y rifion. Las principales iesiones
histopatologicas observadas en las aves infectadas, incluyeron: destruccion del tejido linfoide,
vasculitis, necrosis tubular aguda, enceialitis no supurativa y en gencral arcas focales o
mubltifocales de necrosis en los organos estudiados. Las principales diferencias con otras cepas
altamente virulentas fueron: mayor frecuencia de daiio vascular, nefropatogenicidad, necrosis en
islotes pancreaticos y destruccion extensa y grave del tejido linfoide. El conjunto de éstos
hallazgos le confieren a la cepa bajo estudio caracteristicas propias distintivas. Se detecto la
presencia del virus de influenza con la técnica de RT-PCR en pulmon, independientemente de la
dosis, y en sistema nervioso central y rifion en 7 de las 8 dosis empleadas, lo cual es indicativo de
que el virus se replica en estos tejidos, y los cambios patologicos observados pueden ser
atribuidos a la replicacion viral, sin excluir la participacion de otros mecanismos de daiio celular.
En este estudio se demostré que la técnica de RT-PCR es aplicable a tejidos incluidos en
parafina, lo cual abre la posibilidad de hacer estudios retrospectivos, en los que potencialmente
se podria inclusive identificar a la cepa infectante por secuenciacion de acidos nucleicos.

Palabras clave: Influenza aviar, histopatologia, RT-PCR.
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SUMMARY

Avian influenza viruses are distributed throughout the world with sporadic outbreaks of highly
virulent viruses in chickens, like the 1994-1995 outbreak in Mexico. The pathogenesis of the
disease is not clear, and histopathological studies have been limited to the highly virulent strains
from abroad. The aim of this study was to establish a reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) for the diagnosis of avian influenza virus in paraffin embedded tissues, and to
correlate viral detection by this method with the histopatologic changes. Eight groups of 10
Arbor Acres chickens were inoculated intravenously with 10' to 10° 50% chicken lethal doses of
A/Ck/Querétaro/20/95 (H5N2) influenza virus. All of the chickens were subjected to a general
histopathologic study, and one chicken per dose to RT-PCR diagnosis on paraffin embedded
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in infected birds were: destruction of lymphoid tissue, vasculitis, acute renal tubular necrosis,
non supurative encephalitis, and focal or multifocal necrosis in all of the organs studied. The
main differences with another highly virulent strains were: greater frequency on vascular injury,
nephropathogenicity, pancreatic islet necrosis, and severe and extensive destruction of lymphoid
tissue. The histopathologic changes found in the affected tissues collectively constitute a
distinctive feature of the strain under study. By RT-PCR influenza virus was detected in lung,
independently of the viral dose, and in central nervous system and kidney in 7 of 8 doses used.
These results are indicative of virus replication in all three organs studied, hence the pathologic
changes can be attributed to virus replication, without excluding other mechanisms of cell injury.
In addition we proved that RT-PCR is applicable to the diagnosis of influenza virus in paraffin
embedded tissues, making it possible to perform retrospective studies, where the particular viral

strain involved could possibly be identified by nucleic acid sequencing,
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L. INTRODUCCION
DEFINICION

La influenza aviar, anteriormente denominada peste de las aves, es una enfermedad de etiologia
viral de las aves domésticas y silvestres, y su forma de presentacion varia, desde la infeccion
subclinica, enfermedad respiratoria leve, pérdida aguda de la produccion de huevo, hasta una

enfermedad generalizada fatal (8, 12, 36),

IMPORTANCIA ECONOMICA

En las distintas especies domésticas, los virus de influenza han causado considerables pérdidas
economicas (12, 13, 55), los altamente virulentos por si mismos (8), y los de baja virulencia

porque predisponen y exacerban otros problemas infecciosos propios de cada granja (31).

ETIOLOGIA

Los virus de influenza constituyen la familia Orthomixoviridae. Estos virus son envueltos, de
tamafio medio, con un diametro de 80 a 120 nm, genoma de acido ribonucleico (ARN)
pleomorfico con simetria helicoidal, y proyecciones glucoproteicas en la superficie que tienen
actividad de hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N). Existen tres tipos, A, B y C, definidos por
la naturaleza antigénica de la nucleoproteina (NP), que esta intimamente asociada con el ARN, y
el antigeno de la matriz (M), que recubre la parte interna de la envoltura lipidica viral. Las
pruebas que se utilizan para diferenciar a los distintos grupos son prueba de fijacion de
complemento o de inmunodifusion doble. Los tipos A y B tienen un genoma de 8 segmentos y el
tipo C de 7 segmentos de ARN de cadena sencilla y polaridad negativa, es decir, complementaria
al ARN mensajero. Otro miembro de la familia, los tipos D, son virus transmitidos por
garrapatas (Dhori y Thogoto), estructural y genéticamente similares a los virus de influenza (14,
36).

3 MVZ Roberto Padilla Noriega
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El influenzavirus tipo A, responsable de la influenza aviar, se encuentra en muchas especies
aviares, asi como; humanos, cerdos, caballos y ocasionalmente otros mamiferos tales como el
vison, focas y ballenas (8, 12). El tipo B sélo infecta a los humanos y ¢l C a humanos y cerdos

(Baine et al., citados por Murphy y Webster (36)).

Los virus de influenza tipo A son divididos en subtipos de acuerdo a la naturaleza antigénica de
las Hs y Ns, identificadas con base en su reactividad en pruebas de inmunodifusion doble (56).
Se reconocen actualmente 15 Hs y 9 Ns distintas (40). A la fecha, los subtipos altamente
virulentos para pollos de engorda y gallinas de postura son el HS y H7. Sin embargo, no todos

los virus subtipo H5 y H7 son patogenos (8, 11, 36).
REPLICACION VIRAL

Para la replicacion viral, los virus adsorbidos a los receptores glucoproteicos en la superficie
celular, ain no identificados para el virus de influenza (12), entran a la célula por endocitosis
mediada po: receptores. La liberacion del complejo ribonucleoproteico viral en el citoplasma
ocurre seguido de la internalizacion del virus en endosomas celulares, donde condiciones
moderadamente acidas (p!1 5) inducen la fusion de la membrana viral y celular. La nucleocapside
asi entra al citoplasma y migra después al nucleo. El virus de influenza utiliza un mecanismo
unico para iniciar la transcripcion en que una endonucleasa viral corta el extremo 5’ de los
ARNm celulares y los utiliza como iniciadores para la sintesis de las ARN virales por la
transcriptasa viral. Se producen seis ARNm monocistronicos y éstos son traducidos en la H, N,
NP, y las tres polimerasas (PB1, PB2 y PA). Los ARN genomicos de los genes NS y M
presentan dos marcos de lectura empalmados, cada uno capaz de producir ARNm, los cuales son
traducidos para producir las proteinas NS;, NS,, M, y M.. La H y N son glucosiladas en el
reticulo endoplasmico rugoso, maduradas en el aparato de Golgi y transportadas a la superficie
donde quedan insertadas en la membrana celular. Después de la produccion y ensamble de las
proteinas virales que forman la nucleocapside y el ARN, el virus sale de la célula por gemacion

de la membrana plasmatica. Finalmente, para que el virus sea infeccioso la H debe ser cortada
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por las proteasas de las células huésped en HA, (36 KDa) y HA. (27 KDa), las que quedan

unidas por enlaces disulfuro (12, 36).
VIRULENCIA

La virulencia en los virus de Influenza es de caracter poligénico donde la H juega un papel
central en la patogenicidad de los virus de influenza aviar. La H de los subtipos H5 o H7
virulentos es rapidamente cortada en cultivo celular y no requiere una proteasa exogena para la
formacion de placas (36). Se ha demostrado que el nimero de aminoacidos basicos en el sitio de
corte y la presencia o ausencia de un carbohidrato cercano afecta el corte de la H. El
requerimiento de secuencia minima para el corte de la hemaglutinina HS por proteasas
intracelulares (furina 6 PC6)25) es R/K-X-R/K-R (X = aminoacido no basico) en la ausencia de
una ;:adena lateral de carbohidrato. En presencia de carbohidrato se requiere al menos de la

iﬁsercién de dos aminodcidos (X-X-R/K-X-R/K-R) o aminodcidos basicos extras precediendo el

sitio de corte [B (X)-X(B)-R/K-X-R/K-R] (B = aminoacidos basicos) (24).
SITUACIONES DE CAMPO

Bajo condiciones de campo hay casos en las cuales los virus de influenza producen marcada
morbilidad y mortalidad en las parvadas, no asi en aves inoculadas experimentalmente. Estudios
por Tashiro y col. (50) han sugerido que las infecciones bacterianas concurrentes juegan un
ﬁapel importante en la enfermedad relacionada con los virus de influenza de baja y moderada
virulencia. Esto podria ocurrir porque bacterias como Staphylococcus aureus proveen proteasas
capaces de cortar la H de los virus de influenza de baja y moderada virulencia, lo cual permite

replicarse y diseminarse ampliamente en ese huésped.
DISTRIBUCION

Los virus de influenza aviar se encuentran ampliamente distribuidos a través del mundo. Sin

. embargo, los reportes de la enfermedad causada por virus altamente virulentos son esporadicos.
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Los brotes comprobados desde 1975 incluyen: Australia (1975, 1985), Inglaterra (1979), EUA
(1983-84), e Irlanda (1983-84) (8, 12). En Meéxico, ¢l 23 de mayo de 1994 se notifico
oficialmente la presencia del virus de la Influenza Aviar de baja virulencia (11, 17) y en diciembre
del mismo afio se aislo en Tehuacan, Puebla y posteriormente en Querétaro un virus de Influenza
aviar de alta virulencia. Los diferentes aislamientos del virus epizootico correspondieron al
subtipo HSN2 (11). En estudios retrospectivos se demostro que a finales de 1993 se presentaron
problemas respiratorios (15), disminucion de la produccion de huevo y aumento de la mortalidad

(16), en asociacion a evidencia serologica del virus de Influenza Aviar (6, 26).

PATOGENIA

La patogenia de la enfermedad no esta totalmente esclarecida. Se sabe que es diferente a la
influenza de los mamiferos, ya que los virus se replican en el tracto intestinal asi como en el
respiratorio, En infecciones con cepas virulentas de influenza ocurre viremia, lo cual deriva en
una infeccion generalizada. Pueden ocurrir lesiones hemorragicas en drganos viscerales asi como

en cresta y barbillas de pollo y pavos. La influenza aviar es frecuentemente complicada por

infecciones bacterianas o virales oportunistas (14).

Las aves infectadas excretan el virus del tracto respiratorio, conjuntiva e intestino (8, 12), para
contagiar a las aves susceptibles por contacto directo, o bien, en forma indirecta por material
contaminado, en especial con heces, que es donde existen grandes cantidades del virus (36).
Rutas experimentales para la infeccion incluyen administracion en aerosol, intranasal,
intrasinusal, intratraqueal, oral, conjuntival, intramuscular, intraperitoneal, sacos aéreos caudales,

intravenoso, cloacal e intracraneal (12).

El periodo de incubacion para enfermedades causadas por estos virus varia de unas pocas horas
hasta 3 dias; lo cual es dependiente de la dosis del virus, ruta de exposicién y las especies

expuestas (8, 12).
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MANIFESTACIONES CLINICAS

Los signos de la enfermedad son extremadamente variables y dependen de: especies afectadas,
edad, sexo, infecciones concurrentes, caracteristicas genéticas del virus, factores ambientales,
etc, Los animales afectados pueden manifestar alteraciones del aparato respiratorio, digestivo,
reproductor o del sistema nervioso. Los signos mas comunmente reportados incluyen
disminucion de la actividad y consumo de alimento, emaciacion; y disminucion de la produccion
de huevo, signos respiratorios discretos a graves, como tos, estornudos, estertores y excesivo
lagrimeo; amontonamiento; plumas erizadas; edema de cabeza y cara; cianosis de la piel en areas
sin plumas; desordenes nerviosos; y diarrea. Estos signos pueden ocurrir aislados o en varias

combinaciones (6, 12).

En algunos casos, la enfermedad es fulminante y las aves mueren sin signos previos. Los virus
que son idénticos antigénicamente pueden tener caracteristicas biologicas completamente

diferentes, lo que da lugar a3 una enfermedad grave en una especie dada, mientras que en otra

(pollo, pavo, pato, codorniz) puede originar una infeccion inaparente (2).
LESIONES MACROSCOPICAS

Las lesiones macroscopicas observadas varian considcrablemente en funcion de su localizacion y
gravedad. En enfermedades leves hay pocas lesiones notables; en los senos, puede observarse
sinusitis catarral, fibrinosa, serofibrinosa, mucopurulenta o caseosa; en mucosa traqueal, edema
con exudado que varia de seroso a caseoso; en los sacos aéreos, engrosamiento con exudado
fibrinoso o caseoso; en peritoneo, peritonitis fibrinosa y “peritonitis de huevo™; en el ciego y/o
intestino, enteritis catarral o fibrinosa, especialmente en pavos y exudados en los oviductos de
aves de postura (6, 12, 21).

En los casos de virus altamente virulentos, puede no haber lesiones prominentes porque las aves
 mueren antes que las lesiones macroscdpicas se desarrollen. Sin embargo, se ha descrito

congestion, hemorragias, trasudados y necrosis. Los cambios iiciales incluyen edema de la
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cabeza con sinusitis; barbillas y cresta cianéticas, congestionadas y hemorragicas (1, 7, 21);
focos de necrosis en higado, bazo, rifiones y pulmones (28). Los brotes de Pennsylvania de
influenza aviar de alta virulencia en el afio de 1983-84 se caracterizzron por hinchazon grave de
la cresta y barbillas, con edema periorbital; en barbillas, desde vesiculas a tumefaccion grave,
cianosis, equimosis y necrosis franca. Algunos veces hubo hinchazon de patas y manchado
equimotico. En visceras, hemorragias petequiales de superficies serosas y mucosas,
particularmente la superficie mucosa del proventriculo cerca de la union con el ventriculo; en
pancreas, manchas amarillo brillante y areas rojo obscuras a todo lo largo. Otras presentaban
solo deshidratacién (1, 13). Los pollos infectados con el virus pavo/Ontario/7732/66 (HSN9)
presentaron necrosis severa de tejido linfoide, apreciado macroscopicamente por la apariencia

moteada del bazo (53).

LESIONES MICROSCOPICAS

Las descripciones histopatologicas de infecciones de influenza aviar se han limitado
primariamente a aquellas condiciones con enfermedad grave y cambios macroscopicos evidentes,
causados por virus altamente virulentos (12). La peste de las aves se caracterizo pdr edema,
hiperemia, hemorrzgias, infiltrado perivascular principalmente en miocardio, bazo, pulmones,
“cerebro, barbillas y en menos extension en higado y rifiones. La degeneracion del parénquima
estuvieron presentes en bazo, higado y rifiones (Gerlach y Michalka, citados por Easterday y
Hinshaw (12). Las lesiones en cerebro incluyeron focos de necrosis, manguitos linfoides
perivasculares, focos gliales, proliferacion vascular y cambios neuronales (12). Los pollos
muertos por la inoculacion intravenosa del virus de la piaga de las aves presentaron edema de
amplia distribucion, hiperemia y hemorragia, y también focos de necrosis en el bazo, higado.
pulmones, rifiones, intestino y pancreas en orden decreciente de frecuencia (28). En el brote de
Pénnsylvania se describen en diferentes grados de afeccion: una encefalitis difusa no supurativa,
pancreatitis necréotica difusa, y miositis subaguda necrética de los misculos esqueléticos, en
especial, de miembros y oculares externos. Esto fue mas grave en pollo de engorda que en

gallinas ponedoras (1).
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DIAGNOSTICO

Un diagnostico definitivo de la infeccion con el virus de la influenza A es dependiente del
aislamiento ¢ identificacion del virus, ya que los signos clinicos pueden variar dramaticamente,

por lo que el diagnostico clinico es considerado presuntivo (8, 12).

Los virus se aislan comunmente de la traquea y/o cloaca ya sea de aves vivas o muertas, ya que
éstos se replican tipicamente en el tracto respiratorio o intestinal. Los casos de infecciones
sistémicas producidas por virus altamente virulentos s¢ caracterizan por altos niveles de viremia

y replicacion en la mayoria de los organos (12).

Para el aislamiento cominmente se inoculan por via cavidad alantoidea, huevos embrionados de

pollo de 10-11 dias de edad, ya que los virus de influenza se replican muy bien en ellos (10).

Es importante determmar si la actividad hemaglutinante detectada on ¢l fluido alantoideo ¢s
debido al virus de influenza u otros virus hemaglutinantes, como es el caso del paramixovirus de
la enfermedad de Newcastle. Asi, el aislamiento es probado a través de la inhibicion de la
hemaglutinacion (IH) contra antisuero de la enfermedad de Newcastle. Si es negativo, se prueba
para la presencia de la NP del tipo A para establecer que el virus de influenza A esta presente

(12, 17).

El siguiente paso en el procedimiento de identificacion es determinar el subtipo antigénico de los
ahtigenos superficiales, H y N. La H se identifica en la prueba de IH con el empleo de un panel
de antisueros preparados contra las quince diferentes hemaglutininas. El subtipo N es usualmente
identiﬁcado por pruebas de inhibicion de la neuraminidasa (IN) con antisueros probados contra

las nueve neuraminidasas (10).

Las pruebas serologicas se utilizan para demostrar la presencia de anticuerpos a partir de los 7 a
.10 dias después de la infeccion. Se usan varias técnicas para el diagnostico y seroepidemiologia.

- Las mas comunes son la prueba de IH para detectar anticuerpos para la H y la inmunodifusion
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doble para detectar anticuerpos para la NP. Otras prucbas scrologicas para detectar anticuerpos
incluye neutralizacion viral, fijacion de complemento, inhibicion de la neuraminidasa, hemolisis

radial simple y ELISA (12).

Para diagnostico serologico, es importante colectar sueros tanto en la fase aguda de la
enfermedad como en los animales convalecientes. Las muestras de los sueros en fase aguda se
colectan de aves afectadas tan pronto como sea posible después del brote de la enfermedad. Los
sueros en fase convaleciente se colectan 14-28 dias después del brote'. Las muestras de suero
pareadas (agudo y convaleciente) se usan para comparar los niveles de anticuerpos antes y
después de la infeccion. Por ejemplo, el suero puede probarse por IH para anticuerpos a un virus
sospechoso. Un aumento cuadruple seriado en titulo de anticuerpos en el suero de la fase
convaleciente es indicativo de infeccion reciente con ese particular virus de influenza. Los sueros
se mantienen congelados hasta probarse, y puede agregarse azida de sodio (0.01%) como un

conservador (12).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

El método de afnpliﬁcacic’m de acido desoxirribonucleico (ADN) por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR, del inglés, polymerase chain reaction) es una técnica de biologia molecular
recientemente desarrollada (35) que permite amplificar significativamente ADN, o bien ARN a
través de un paso previo de transcripcion reversa (RT-PCR). El proceso consiste de ciclos
repetidos de sintesis de ADN especifico, definido por extensiones cortas de ADN
preseleccionado. Dos oligonucledtidos se eniplean como iniciadores para una serie de reacciones
sintéticas que sc catalizan por ADN polimerasa. La plantilla d¢ ADN primero se desnaturaliza
por calentamiento en presencia de un gran exceso molar de cada uno de los oligonucledtidos y
los cuatro deoxinucleotidos trifosfatos (Adenina, Timina, Guanina y Citosina). La mezcla de la
‘reaccion se enfria a una temperatura que permite a los oligonucleotidos iniciadores fijarse a su
secuencia blanco, después de lo cual los iniciadores fijados son extendidos con ADN polimerasa

termoestable. El ciclo de desnaturalizacion, fijacion y sintesis de ADN es repetido usualmente 25
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a 30 ciclos. Ya que los productos de una vuelta de amplificacion sirven como plantilla para la
proxima, cada ciclo sucesivo esencialmente duplica la cantidad del producto del ADN deseado.
Esta técnica tienc aplicacion en patologia diagnéstica, microbiologia, medicina forense,
hematologia y biolbgia molecular, por su alta sensibilidad y especificidad, aunada a la rapidez de
sus resultados (38, 58). Sin embargo, a la fecha, por su costo, solo puede ser considerada como

prueba especial, para estudios complementarios o experimentales (55).

El principal interés para los patologos sobre la técnica de PCR reside en el hecho de que la
técnica permite analizar ADN, 6 ARN si previamente se somete a transcripcion reversa, de
tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina. Las aplicaciones son numerosas (41, 58),
algunos antecedentes del empleo de la técnica de RT-PCR de muestras incluidas en parafina son:
deteccion del virus del sarampion (27), deteccion del virus de la inmunodeficiencia en macaco
rthesus (4), diferencias caracteristicas de los virus respiratorio sincitial de ovino, bovino y
humano (37), demostracién del virus coxsackie de nifies con miccarditis (19), deteccion del
virus de la diarrea viral bovina (18), amplificacion de ARNm del gene receptor de estrogeno en

cancer de mama (33), deteccion in situ del virus de la hepatitis C (30), deteccion del *virus sin

nombre”, un hantavirus causante de un sindrome pulmonar caracteristico (44).

La RT-PCR ha sido recientemente empleada para detectar virus de influenza en organos de
patos (54), muestras de exudado faringeo o nasal colectados de humanos y cerdos (43, 59). Mas
recientemente para tipificar y subtipificar los virus de influenza A y B (57) asi como para la

deteccion del gen de la H del virus de Influenza en pollos (23).

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio fue establecer la técnica de RT-PCR para el diagnostico de influenza
- aviar en tejidos incluidos en parafina de aves infectadas experimentalmente, y correlacionarlo con

las caracteristicas histopatoldgicas de diversos organos de las aves inoculadas.

! Lo cual no es aplicable a virus altamente virulentos cuando producen 100% de mortalidad.
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JUSTIFICACION

La importancia de este estudio reside en contar con una prueba aplicable a estudios
retrospectivos para la identificacion de influenzavirus en forma sensible, especifica y rapida, y
contribuir al estudio de la patogénesis de este virus al definir los cambios histopatologicos
causados por una cepa altamente virulenta aislada en México. Ademas se crea la expectativa de
una técnica prometedora para estudiar aspectos importantes de la patogenia viral; como la
diferenciacion de los tejidos en los que ocurre replicacion viral de aquellos en los que hay dafio
debido a alguna otra causa. Asi, esta técnica es una altemativa a la busqueda de particulas virales
por microscopia electronica, la cual no siempre es exitosa. Por otro lado, la combinacion de RT-
PCR con histopatologia es potencialmente aplicable a muchas otras situaciones en patologia

diagnostica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS

1.- Establecer la prueba de transcripcion reversa seguida de la reaccion en cadena de polimerasa

para la identificacion del virus de irfluenza aviar a partir de tejidos incluidos en parafina.

Al respecto existian suficientes evidencias para esperar que la prueba de RT-PCR funcionara

bien en tejidos incluidos en parafina.

2.- Contribuir al estudio de la patogenia de influenza aviar en diferentes organos al correlacionar

la deteccion del virus por RT-PCR con el analisis histopatologico de los mismos.

En este sentido se esperaba que la dos técnicas no concordaran completamente, ya que los
cambios histopatologicos podrian deberse a la respuesta inmune e inflamatoria, mas que por el

efecto directo del virus, ante una limitada replicacion viral,
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3.- Evaluar la reaccion hacia el virus en diferentes organos y de manera indirecta el tropismo

viral, por histopatologia a diferentes dosis del inoculo viral.

Con esto se esperaba determinar el umbral o cantidad minima necesaria de virus que resultara en

cambios histopatologicos de los organos bajo estudio.
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1. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Alta Seguridad de la Comision
México-Estados Unidos para la prevencion de la Fiebre Aftosa y otras enfermedades exoticas de
los animales (CPA), Km. 15.5 de la carretera libre México-Toluca, Palo Alto, Delegacion
Cuajimalpa, México, D.F. El estudio histopatologico se llevo a cabo en el Depto. de Patologia
de la FMVZ de la UNAM, Ciudad Universitaria. Los estudios de RT-PCR se llevaron a cabo en
‘el Departamento de Genética y Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,

Cuemavaca, Morelos.
ANIMALES DE EXPERIMENTACI()N

Se emplearon 90 pollos Arbor Acres sin sexar de 5 semanas de edad, provenientes de huevo

fértil de granjas libres de Salmonella, Newcastle, Laringotraqueitis, Bronquitis Infecciosa e

Influenza, incubados y criados en las instalaciones d¢ la CPA (34).
VIRUS

Se empleo el virus de Influenza Aviar altamente virulento A/Ck/Querétaro/20/95 (H5N2) aislado
en huevos embrionados de pollo de 9 a 11 dias de edad, por personal de la CPA del brote en el

estado de Querétaro en 1995.

DISENO EXPERIMENTAL

Se tomo una muestra sanguinea de todas las aves para garantizar la seronegatividad en la prueba
de inhibicion de la hemaglutinacion (IH) para Newcastle e Influenza. Se formaron 8 lotes con 10
animales, cada lote se inoculo por via endovenosa con 0.2 ml de una dilucion decuple seriada a
partir de 10" a 10°® de liquido alantoideo infeccioso con 540 unidades hemaglutinantes. Como
. resultado de este estudio se calculé la dosis letal 50% en pollos (DLPs) por el método de

- Kiirber (33). Diez aves permanecieron como controles no inoculados.
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ESTUDIO CLINICO-PATOLOGICO

Las aves se revisaron diariamente con el registro de los signos clinicos y nimero de muertes, Se
realizo el estudio macroscopico a la necropsia tanto de los controles como de los sobrevivientes,
los que se sacrificaron por electrocucion a los 15 dias postinoculacion. Se tomaron muestras de
higado, bazo, pulmdn, rifion, pancreas, bolsa de Fabricio, cerebro, cresta, tonsilas cecales e
intestino delgado, las que se fijaron en formalina amortiguada al 10% (pH 7.2-7.4), se incluyeron
en bloques de parafina y se cortaron a 4 p de espesor y se tifieron con hematoxilina y eosina (H
y E) de acuerdo a las técnicas descritas por Luna (32). Se cuantifico la existencia o no de lesion
microscopica en los diferentes organos bajo estudio, y se compararon con su correspondiente
resuitado en RT-PRC; en los casos con lesion microscopica; ésta se clasifico en discreta,
moderada o grave en funcion de su extension o abundancia para su relacion con la dosis aplicada

del inoculo viral.

TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

En la preparacion de los reactivos para la extraccion de ARN y RT-PCR se emple6 agua
destilada, desionizada® y esterilizada en autoclave. Asi mismo los amortiguadores con sales
autoclaveables también fueron esterilizados.

RT-PCR para muestras incluidas en parafina

Extraccion de ARN viral de muestras incluidas en parafina

De los tejidos incluidos en parafina para RT-PCR: cerebro, pulmén y rifiones, de un ave por
dilucion y sus correspondientes controles negativos, se tomaron de 3 a 4 secciones de 10 p de

espesor, de acuerdo a cantidades empleadas por otros autores (18, 46), previa limpieza

% Aparsto MilliQ UF Plus, Millipore, Bedford, MA., EUA.
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profunda con xilol al microtomo y navaja asi como el uso de guantes con cambios frecuentes.
Los cortes se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml con la ayuda de palillos estériles. Lo
antcerior a fin de evitar el contacto con RNasas y la contaminacion entre muestra y muestra (18,

29).

Las secciones se desparafinaron en base al protocolo de Gruber et al. (18) que consistio en: dos
lavados con 500 pl xilol, mantenidas en agitacion suave durante 1S minutos a temperatura
ambiente, seguido de dos lavados con 400 ul de etanol absoluto, mantenidas en agitacion suave
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de cada lavado se centrifugaron’ a 14,000
rpm durante 3 minutos, con eliminacion del sobrenadante por decantacion, salvo en la ultima
centrifugacion en la que se retiro el sobrenadante por aspiracion con una micropunta estéril

diferente para cada muestra.

Para Iz extraccion del ARN virai el material desparafinado se procedid como sigue: 1) Se
suspendieron las muestras en 300-400 pl de amortiguador de digestion [Proteinasa K' 500
pg/ml, Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), EDTA 20 mM, Sarcosil* al 0.5%, mantenido en alicuotas a -
70° C] y se incubaron a 50° C durante 14 a 18 horas. 2) Los tubos se colocaron en agua en
ebullicion durante 8 minutos para inactivar la proteinasa (18). 3) Se centrifugaron’ las muestras a
14,000 rpm durante 10 minutos a 4° C y se recupero el sobrenadante. 4) Se afiadio 600 pl de
solucion de lisis GTC-Sarcosil (533 pl de agua, 40 pul de N-lauril sarcosina al 10%, 26.6 ul de
citrato de sodio 0.75 M, pH 7, 3.792 ul de B-mercaptoetanol) a cada tubo y se mezclo en un
vortex. 5) Se afiadio a cada tubo 80 pl de acetato de sodio 2M, pH 4; 300 ul de fenol saturado
en agua y 300 ul de cloroformo, y se mezclo manualmente durante 30 segundos. 6) Se incubéd
durante 15 minutos sobre hielo. 7) Se centrifugo a 14,000 rpm durante 20 minutos a 4° C y se

transfirid el sobrenadante a otro tubo. 8) Se aiiadieron 500 ul de cloroformo y se mezclé

manualmente durante 30 segundos. 9) Se centrifugo a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4° C, se

3 Todos los procesos de centrifugado a temperatura ambiente se realizaron en una centrifuga Eppendorf, Motelo 5415C,
Hamburgo, Alemania.

* Sigma Chemical Company. St. Louis Missouri, EUA.
3 Todos las centrifugaciones a 4° se realizaron en una centrifuga Eppendorf, Modelo 5402, Hamburgo, Alemania.
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colecto el sobrenadante y guardo en congelacion a -70° C hasta su uso. Con el fin de precipitar
acidos nucleicos, a 250 ul de ARN se aiiadieron 25 ul de acetato de sodio 3M, pH 5.2 y 625 ul
de ctanol absoluto, se dejo a -20° C al menos 30 minutos, se centrifugd a 14,000 rpm durante 20
minutos a 4° C y se elimino cuidadosamente ¢l sobrenadante por aspiracion; con cuidado de no
retirar un sedimento blanco, aunque en ocasiones ¢l sedimento es invisible. Se resuspendio el
sedimento en 200 ul de agua y sc purifico el ARN con ¢l juego de reactivos RNaid®° con el
siguiente protocolo: 1) se afiadieron 200 pl de sales RNaid, 10 pl de polvo de vidrio y agito
suavemente durante 5° a temperatura ambiente. 2) Se centrifugd a 3,250 rpm durante 30
segundos y se retiro el sobrenadante por decantacion. 3) Se resuspendio el sedimento en 300 pl
de solucion de sales RNaid. 4) Se centrifugo durante 30 segundos a 3,250 rpm. 5) Se lavo dos
veces con 500 ul de solucion de lavado RNaid. 6) Se centrifug6 durante 1 minuto a 11,250 rpm
y elimino el sobrenadante por decantacion la primera vez, la segunda por aspiracion. 7) El
sedimento se resuspendio en 30 pl de agua e incubo en bafio Maria durante 5’ a 55° C. 8) Se

centrifugo a 14,000 rpm durante 2 minutos y se recupero el sobrenadante, el que se conservo en

congelacion a -70° C hasta su uso.
Transcripcion Reversa

A partir de aqui se tomaron en cuenta los protocolos de Ausubel ef al. (3) y Sambrook et al.
(42). Para la obtencion del ADNc se siguié el siguiente protocolo: 1) En un tubo de
microcentrifuga de 0.6 ml se mezclo lo siguiente: 5 ul de ARN purificado de cada muestra,
1.625 ul de agua, 0.625 pl de oligonucledtido Ex5 y 0.625 ul de oligonucledtido Ex3 (ver
adelante, en seleccion de oligonucledtido). 2) Se incubo a 65° C durante 5°. 3) Se dejé enfiiar
durante | minuto a temperatura ambiente. 4) Se afiadio 2.5 ! de amortiguador RT 5x (Tris-
HCI 250 mM, MgCl, 40 mM, KCl 150 mM, ditiotreitol 5 mM, pH 8.5), 1.6 ul de dNTPs’ 5
: mM, 0.4 pl (12 U) de inhibidor de RNAsa de placenta® y 0.125 ul de Transcriptasa Reversa

¢ Bio-101, La Jolla, Califoria, EUA.
’ Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, EUA.

% RNAsin, Promega, Madison, Wi, EUA.
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(AMV, 3 uy. S) Se incubd a 42° C durante 30 minutos. 6) S¢ guardo en congelacion hasta su

uso.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de un paso

Para el PCR se siguio el siguiente protocolo: 1) En un tubo Eppendorf de 0.6 ml se mezclo lo
siguiente: | ul de ADNc, 7.375 pl de agua, 1.25 pl de amortiguador PCR 10x + Mg’ (Tris-HCI
100 mM, MgCl, 15 mM, KCI 500 mM, pH 8.3), 1 ul de dNTPs 2 mM, 0.5 pul de MgCl, 25
mM'®, 0.625 ul, 20 uM de cada uno de los oligonucledtidos InS e In3 (ver adelante pares de
oligonucleotidos usados en PCR y tamaiio del fragmento producido), 0.125 ul de DNA
polimerasa Taq (0.625 U)''. 2) Se afiadieron 2 gotas de aceite mineral. 3) La reaccion se llevo a
cabo por 30 ciclos en un termociclador'> con los siguientes tiempos y temperaturas:
desnaturalizacion a 94° C durante 45" (1.5 minutos solo para el primer ciclo), fijacion
(hibridacion) a 50° C durante 60” y extension a 72° C durante 90™. Al final se empleé un paso de

extension final de 7 minutos a 72° C. 4) Se transfirio la fase acuosa a otro tubo y se guardo en

congelacion hasta su uso.
PCR doble semianidado

Para el PCR semianidado, en un primer paso de amplificacion (primer PCR), se siguié el mismo
protocolo que para el PCR de un paso, con las siguientes modificaciones: 1) se ensayo el juego
de oligonucleétidos SupExS5/In3 6 In5/In3. 2) En el termociclado se emple6 una temperatura de
fijacion de 45 6 50° C durante 60 segundos y un tiempo de extension de 90 segundos. Para el
segundo paso de amplificacion (segundo PCR) se procedio igual al primer PCR con las

siguientes modificaciones: 1) Se empleo 1 pl del producto del primer PCR en lugar del ADNc,

* Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, EUA.

1° | a concentracion final de Mg es 2.5 mM.,

on A@liﬁus_l, Biotecnologias Universitarias, México, D.F.
1 perkin-Elmer Cetus, Norwalk, EUA.
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0.625 pl de oligonucleotido InS, 26 mM, 0.625 ul de oligonucleotido In3, 20 mM. 2) La

g

reaccion se termocicld con una temperatura de fijacion de 50° C

PCR doble anidado

Para el PCR anidado, en un primer paso de amplificacion (primer PCR), se siguio el mismo
protocolo que para el PCR de un paso, con las siguientes modificaciones: 1) se ensayaron 1 6 2
ul de ADNc. 2) se ensayo el juego de oligonucledtidos Ex5/Ex3 en concentraciones de 20 uM o
0.5 uM (18). 3) En el termociclado se empleo una temperatura de fijacion de 45 6 50° C durante
60 segundos y un tiempo de extension de 90 0 50 segundos. Para el segundo paso de
amplificacion (segundo PCR) se procedio igual al primer PCR con las siguientes modificaciones:
1) Se empleo 1 ul del producto del primer PCR en lugar del ADNc, 0.625 ul de oligonucleatido
In5, 20 uM, 0.625 ul de oligonucleodtido In3, 20 uM. 2) La reaccion se termociclo con una
temperatura de fijacion de 50° C.

Analisis del ADN amplificado

Cuatro pl de cada producto del RT-PCR anidado se corrio en geles de agarosa al 1.5% con un 1
pl de amortiguador de muestra 6x (azul de bromofenol 0.25%, Xileno cianol FF 0.25%, glicerol
en agua 30%) en amortiguador TAE 1x (Tris 0.04 M, Acetato de Sodio 0.02 M, EDTA 0.001
M, pH 8.2) y 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, durante 1.5 horas a 95 Volts (42). El gel se

fotografio en un transiluminador de luz ultravioleta',

También 4 ul del producto del PCR se corrio en geles de poliacrilamida de 15 cm al 12%, bajo la
siguiente formula: 7.7 ml de agua, 3.8 ml de Tris 2M, pH 8.8, 7.92 ml de acrilamida-bis
acrilamida 30:0.8, 450 pl de persulfato de amonio al 10% y 11 pl de Temed (N,N,N'.N’-
tetrametiletilenodiamina). Los geles se corrieron en amortiguador Tris-Glicina (tris 25 mM,

' glibina 0.192 M, pH 8.3), a 12 miliamperes durante aproximadamente 5 horas (33). Las bandas

13 Eagle Eye, Stratagene, La Jolla, Califormia, EUA.
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de ADN se detectaron con tincion de plata con el siguiente protocolo: 1) El gel se fijo durante
30 minutos con agitacion constantc en una solucion de: 19.8 ml de etanol absoluto, 0.2 ml de
acido acético glacial y 180 ml de agua. 2) Se retird la solucion fijadora y se afiadiecron 200 mi de
solucion de nitrato de plata, 10.79 mM, durante 30 minutos en agitacion constante. 3) Se retiré
la solucion de plata, se enjuagéd dos veces brevemente con agua y se afiadio la solucion
reveladora (14 ml de hidroxido de sodio 10 M, 1.6 ml de formaldehido al 38% y cbp 200 ml de
agua) con agitacion constante hasta la aparicion de bandas. 4) Se retiro la solucion reveladora y

se afiadio acido acético glacial al 10% para detencr la reaccion.

Para fines de ilustracion se corrieron 8 pl de una iuestra de pulmén, SNC vy rifion con sus

controles negativos correspondientes, asi como liquido alantoideo positivo y negativo.

Obtencion del control positivo inicial de Ia RT-PCR a través de la deteccion de ARNm de

B-actina murina con el método RNaid®"* (polvo de vidrio) con sales y sin sales.

Con el fin de contar con un control positivo inicial para la técnica de RT-PCR se siguio un
protocolo para la deteccion de ARNm de 3-actina murina en bazo. Coﬁ este ensayo se demostro
que se tenian las condiciones necesarias para amplificar un ARNm muy abundante y se optimizo
la cantidad de sales usada en un paso de extraccion de ARN: 1) Se extrajo el bazo de un raton
BALB/c, hembra de aproximadamente 6 semanas de edad y congelo en hielo seco. 2) Se
homogeneizoé en un homogeneizador con brazo de teflon (capacidad para 10 ml) sobre hielo con
2 ml de amortiguador de lisis sin sarcosil (tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM,
pH 7, B-mercaptoetanol 0.1 M). 3) Después de homogeneizar se afiadio N-lauril sarcosina al
- 10% para una concentracion final de 0.5%. A cada 500 pl del homogeneizado se le afiadio: 50 pl
de acetato de sodio 2 M, pH 4.0, 300 ul de fenol y 300 ul de cloroformo. 4) Se mezclé en un

vortex durante 30, se incubo 15’ sobre hielo y se centrifugo durante 20’ a 4° C a 14,000 rpm.

5) El sobrenadante se transfirio a otro tubo, al que se le agregaron 500 pl de cloroformo, se

' Bio-101, La Jolla, Califomia 92038.
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mezclé en un vortex durante 30" y se repitio proceso de centrifugado. 6) Se colecto el

sobrenadante y se aiiadio:

Sin sal Con sal
Agua - 250 ul
Sol. de sales RNaid - 250 pi
Amortiguador de lisis 500 pl o
Polvo de vidrio RNaid 10 ul 10 ul

7) Se agit6 suavemente durante 5’ a temperatura ambiente y se centrifugo 30” a 3,250 rpm a

temperatura ambiente. 8) Se elimino el sobrenadante y ¢l sedimento se resuspendio en:

Sin sal

Con sal

Solucion de sales RNAid

300 pl

Solucion de lavado RNAid

500 ul

9) Se centrifugd 30 a 3,250 rpm a temperatura ambiente. 10) El proceso de lavado (paso 8) se
repitié dos veces, con una centrifugacion final de 1° a 11,250 rpm a temperatura ambiente. 11)
El sedimento se resuspendio con 50 pl de agua, se incubo 5° a 55° C en baiio Maria, se

centrifugd durante 2’ a 14,000 rpm y se recupero el sobrenadante.

Transcripcion Reversa

Para la obtencion del ADNc se siguio el siguiente protocolo: 1) En un tubo Eppendorf de 0.6 ml
se mezclo lo siguiente: S pl de ARN purificado de cada muestra, 1.625 pl de agua, 1.25 pl de
oligo dT-16", 0.5 ug/ul. 2) Se incubd a 65° C durante 5 minutos. 3) Se dejo enfriar durante 1

minuto a teﬁmeratura ambiente 4) Se aiiadio 2.5 ul de amortiguador RT 5x, 1.6 ul de dNTPs 5
7 mM, 0.4 pul (12 U) de inhibidor de RNAsa de placenta, 0.125 pl de Transcriptasa Reversa

" Sintetizado en la Unidad de Sintesis Quimica de Macromoléculas del IBT, UNAM, Cuemavaca, Morelos.
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(AMV, 3 U). 5) Se incubo a 42° C durante 30 minutos. 6) Se guardd en congelacion hasta su

UsO.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para el PCR se siguiod el siguiente protocolo: 1) En un tubo Eppendorf de 0.6 ml s¢ mezclo lo
siguiente: 1 ul de ADNc; 7,375 pl de agua; 1.25 pl dc amortiguador PCR 10x + Mg; 1 ul de
dNTPs, 2 mM; 0.5 ul de MgCl;, 25 mM; 0.625 pl de oligonucledtido 5°, 20 uM; 0.625 pl de
oligonucleatido 3°, 20 uM'®; 0.125 ul de DNA polimerasa Tagq (0.625 U). 2) Se afiadieron dos
gotas de aceite mineral. 3) La reaccion se llevo a cabo por 30 ciclos en un termociclador con los
siguientes tiempos y temperaturas: desnaturalizacion a 94° C durante 45 segundos (1.5 minutos
unicamente en el primer ciclo), fijacion a 60° C durante 60 segundos, extension a 72° C durante
90 segundos. Un paso de extension final de 7 minutos a 72° C. 4) Se transfirio la fase acuosa a

otro tubo y se guardo en congelacion hasta su uso.

Analisis del ADN amplificado

Cinco pul de cada producto del RT-PCR se corrio en un gel de agarosa al 1.0% durante 1 hora,

como se describio para los tejidos incluidos en parafina.
Obtencion de control positivo y negativo para RT-PCR a partir de liquido alantoideo

Se - inocularon via cavidad alantoidea, 0.2 ml de la cepa altamente virulenta
A/Ck/Querétaro/20/95 y 0.2 ml de la cepa apatogena A/Ck/México/294/94 en embriones de
pollo libres de patogenos especificos (SPF), se cosecho el liquido alantoideo a las 48 y 72 horas
respectivamente. A 0.2 ml del liquido alantoideo de embrion de pollo sin inocular y a un volumen

igual para los embriones inoculados, se les afiadio: 1) 0.5 ml de solucion de lisis tiocianato de
guanidina-sarcosil (4 ml de tiocinato de guanidina (GCT) 6 M, 1.5 ml de agua, 0.3 ml de sarcosil

¥ 5 ATG GAT GAC GAT ATC GCT y 3' ATG AGG TAG TCT GTC AGG T. Sintetizados en la Unidad de Sintesis
- Quimica de Macromoléculas del Instituto de Biotecnologia de 1a UNAM, Cuemavaca, Morelos.
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al 10%, 0.2 ml de citrato de sodio 0.75 M, pH 7 y 38 ul de 3-mercaptoetanol) y se pipeteo de 7
a 10 veces. 2) Se afladio a cada tubo 50 ul de acetato de sodio 2M, pH 7.4, 300 pl de fenol y
300 pl de cloroformo, se¢ mezclo en un vortex durante 30", se incubo 15’ sobre hielo, se
centrifugé durante 20’ a 14,000 rpm a 4° C y se transfirio el sobrenadante a otro tubo. 3) Se
aiiadié 500 ul de cloroformo, se mezclo en un vortex durante 30”, se centrifugd durante 10’ a

14,000 rpm a 4° C, se colect6 el sobrenadante y se congelo a -70° C hasta su uso.
Purificacion de ARN del liquido alantoideo con el método del RNaid

Para la purificacion del ARN de liquido alantoideo con el método del RNaid se siguio el
protocolo empleado para los tejidos incluidos en parafina, con un volumen de 250 ml de ARN de
liquido alantoideo para el control negativo, control positivo cepa apatogena y control positivo

cepa virulenta.
Transcripcion Reversa

Para la transcripcion reversa se procedio igual que para los tejidos incluidos en parafina, con el
ensayo de los oligonucledtidos SupExS5/In3 para los ensayos de optimizacion del PCR con
liquido alantoideo y como control a lo largo de los experimentos con tejidos incluidos con
parafina. Los oligonucledtidos Ex3 0 Ex5/Ex3 se emplearon paralelamente cuando se ensayaron

en muestras incluidas en parafina.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para ¢l PCR se procedio de igual manera que para (3-actina, con el empleo del juego de
oligonucleotidos SupEx5/In3 para el ensayo de diferentes temperaturas de hibridacion (42°, 50°
y 60° C) y diferentes concentraciones de MgCl; (1.5, 3.0, 4.5 y 6.0 mM) y como control en los
ensayos iniciales de las muestras incluidas en parafina. El juego de oligonucleétidos In5/In3 se
probo § diferentes concentraciones de MgCl: (1.5, 3.0, 4.5 y 6.0 mM) y en PCR doble. El juego

de oligonucleétidos Ex5/Ex3 se empleo a una concentracion de 0.25 mM en el primer PCR y el
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In5/In3 a una concentracion 20 mM para ¢l segundo PCR como control en las muestras

definitivas de los tejidos incluidos en parafina.
Analisis del ADN amplificado

Para el analisis del ADN amplificado se llevo a cabo en geles de agarosa al 1.5% en las mismas
condiciones descritas para muestras incluidas en parafina. Algunas de las muestras analizadas se
seleccionaron para elaborar ilustraciones, y con este fin s¢ aplicaron a geles de poliacrilamida de

15 cm al 12% como se describio anteriormente.
Seleccion de los oligonucleotidos iniciadores

Se confrontaron las 18 secuencias de la hemaglutinina HS del virus de influenza aisladas en
Meéxico, reportadas en el banco de genes, con algunas ccpas extranjeras para obtener secuencias

consenso y grificas de similaridad'’, con esto se seleccionaron las siguientes secuencias como

oligonucleotidos iniciadores';

SupExS: Oligonucleotido (sentido hacia adelante):

5 TGG GGA ATT CAT CAC CCT 3’ (base 614-631)

ExS: Oligonucleotido iniciador externo (sentido hacia adelante):

5’ GGA GAC TCA GCA ATC ATG A 3’ (base 866-883)

InS: Oligonucleotido iniciador interno (sentido hacia adelante):

5" GGG GAG TGC CCC AAG TAT GT 3’ (base 986-1,004)

Int3: Oligonucledtido iniciador intemo (sentido hacia atras):

~ 5” CCT GCT ATT GCT CCA AAT AGG CC 3’ (base 1,081-1,101)
Ex3: Oligonucledtido miciador externo (sentido kacia atras);

: 5’ CCA TTC CCT GCC ATC CCC C 3’ (base 1,112-1,130)

n ng'aml GCG (Genetics Computer Group, Inc.), Madison, Wisconsin.

; Ll Smtd:zados en la Unidad de Sintesis Qmmlca de Macromoléculas del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
Cuumvaca, Morelos.
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Pares de oligonucledtidos empleados en PCR y tamafio del fragmento producido'”.

OLIGONUCLEOTIDOS tamaiio del ADN amplificado (pb)
' cepa virulenta cepa apatogena
SupExS, In3 488 476
ExS, Ex3 265 253
| InS, In3 116 104

Tratamiento estadistico

Se realizo una prueba de homogeneidad y una medida de concordancia (Kappa de Cohen) para
comparar los resultados por histopatologia y RT-PCR. Se definio la significancia como un valor

p menor a 0.05.

¥ 1 a diferencia en el tamafio del producto esperado entre Ia cepa virulenta y apatégena se explica porque dentro de las cepas
mexicanas secuenciadas disponibles en el banco de genes, todas las cepas virulentas presentan la insercion de dos
amino#cidos, lisina en Ia posicion -$ y arginina en la posicion -6 de la HAL, y la cepa virulenta empleads A/Ck/Qro./20/95
presenta la insercion adicional de lisina en la posicion -7 y arginina en la posicion -8 (Dr. M. Fraire, comunicacion
personal). i
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1L RESULTADOS

La mortalidad de las aves inoculadas dentro de los primeros diez dias se presenta en el cuadro 1,

la cual correspondio a un titulo de 10%’ dosis letales de pollo al 50% (DLPsy)/mi.

SIGNOS CLINICOS
El lote control no presento mortalidad ni signologia clinica.

En los lotes experimentales, a las 24 horas postinoculacién, sc encontro una monalidad del
12.5% con las DLPs, 10°, 10" y 10°. La mayoria de las sobrevivientes en estos lotes presentaban
depresion, con la cabeza apoyada sobre el pecho, postracion, pluma erizada, ojos cerrados o
semicerrados con hiperemia periorbital, ficbre (42 °C) en las aves deprimidas pero de pie (fig. 1),
seguida de hipotermia (40.4-40.6) en las postradas, y una reaccion violenta ¢ incoordinada muy

breve a los estimulos sonoros.

Para las 48 horas todos los lotes presentaban mortalidad y signos clinicos. A la signologia
descrita previamente se agrego6 congestion de la piel, cresta y barbillas, manchado equimotico de
patas, heces de color verde esmeralda y una reaccion de intolerancia (probablemente dolorosa) a
estimulos tactiles. Se pudo apreciar por la revision diaria de los comederos disminucion del
consumo, gradual por lotes, de practicamente vacios en las aves inoculadas con la mas baja dosis

del virus a casi llenos en aves inoculadas con la mas alta dosis del virus.

A las 72 horas de la inoculacion existia una mortalidad acumulada del 51.25%. Se aprecio
hinchazon de cabeza y patas, algunas con un tono cianotico de piel, cresta, barbillas, orejuelas y
parpados, un manchado equimotico mucho mas evidente en patas, cambio de voz en una ave y
otra con signos nerviosos consisteite en un movimiento lento de la cabeza hacia atras y su

retomo a su posicion normal de un solo golpe, a manera de opistotono.
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Para el cuarto dia fue evidente una signologia nerviosa en varias aves, marcha incoordinada con
caida de ala, ataques convulsivos tcrmfnalcs con torticolis. Las heces cambiaron a un color café-
amarillento en liquido mucoso transparente. En cresta y barbillas empezo a notarse un color
obscuro (necrotico) en arcas focales en las puntas o en la base y en algunos casos en toda la

cabeza: cresta y/o barbillas, orejuelas, parpados y cara (fig. 2).

En los siguientes dias se presentaron combinaciones de la signologia antes descrita en diferentes

grados, en general mas afectadas las inoculadas con altas dosis de virus.
HALLAZGOS MACROSCOPICOS

En el lote control dos aves presentaron ascitis moderada y en las demas no sc encontraron

lesiones macroscopicas evidentes.

Las aves que muricron dentro de las primeras 24 horas s¢ encontro a la necropsia una congestion
generalizada en especial en pulmones, seguido de rifiones, bazo, higado, piel y masas musculares.
Asi como hemorragias petequiales en corazon, en especial en el surco coronario (fig. 3) y

serosas. Algunas aves presentaron ascitis moderada.

Para el segundo dia los hallazgos fucron semejantes al primer dia, con la diferencia que para las
aves de las primeras tres diluciones, la congestion en piel fue mucho mas evidente junto con
cianosis en cresta y barbillas. Algunas presentaron vasos sanguineos muy evidentes (hiperemia)
en sistema nervioso central (fig. 4) ¢ intestino; iulceras y hemorragias petequiales en
proventriculo (fig. 5) y bajo la cuticula del ventriculo, asi como ascitis moderada. Para las
diluciones restantes los pulmones se apreciaban de un color normal, un rojo brillante o un rojo

obscuro.

Los dias restantes se observaron combinaciones de lo anterior, en diferentes grados de afeccion,
“con casos de edema subcutaneo en cabeza, quilla, piema y muslo (fig. 6); higados con una

- coloracién no uniforme, tonos rojos mas claros, café y amarillo, bazo palido y/o con hemorragias
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subcapsulares y algunos casos con hemorragias en ciegos, opacidad en sacos aéreos y dos casos

con arcas hemorragias cn mucosa csofagica.
HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Los unicos hallazgos microscopicos de las aves control fueron: En higado escaso infiltrado

mononuclear perivascular y en triada porta de un espesor maximo de 3 capas de células.

La clasificacion de los hallazgos histologicos de las aves inoculadas se encuentran tabuladas en el
cuadro No. 2, donde las observaciones perdidas incluyen cambios autoliticos y problemas
técnicos de sobrecalentamiento en el histoquinette. A continuacion se da una descripcion
resumida de los hallazgos histopatologicos de cada organo, con las caracteristicas que se

tomaron en cuenta para incluirlas dentro de los criterios de clasificacion fijados,

Secciones pulmonares

Se observaron congestionados y con edema perivascular e intersticial, al que se suma un
infitrado inflamatorio mononuclear perivascular ¢ intersticial, acompafiado de un infiltrado
heterofilico discreto en alguncs casos, disminucion de la poblacion linfoide o destruccion del
tejido linfoide en casos mas graves (fig. 7) y un caso de bronconeumonia piogranulomatosa. En
8 casos de 66 cortes que se valoraron se encontraron trombos en arterias y venas de pequeiio y
mediano calibre (fig. 8). En algunos casos el epitelio ciliado bronquial presentd infiltrado
mononuclear discreto, nucleos con cariorrexis y vacuolizacion del citoplasma. El cuadro
histopatologico de las sobrevivientes se caracterizo por congestion, edema, tejido linfoide
reactivo e hiperplasico. Para el grado de lesion discreta se considero la presencia de congestion,
edema, ligero infiltrado mononuclear, incluso algunos heterofilos y disminucion de la poblacion
linfoide; lesion moderada, cuando la caracterizacion previa se acompafia de picnosis moderada

| del tejido linfoide; y lesion grave, con destruccion extensa de la poblacion linfoide.
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Secciones renales

Se observé congestion, con necrosis tubular aguda (fig. 9), mas frecuente y severa en los tubulos
contorneados proximales. Algunos casos con infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial,
infiltrado inflamatorio mononuclear multifocal y en ocasiones un infiltrado discreto de heterofilos
(nefritis intersticial) y necrosis multifocal. Se detecté un trombo venoso en una ave inoculada
con 10° DLPs, fallecida 5 dias postinoculacion. El rifion de las sobrevivientes presentan un
infiltrado intersticial y/o acumulos linfoides nodulares abundantes. Para el grado de lesion
discreta se incluyo la presencia de congestion y escasa picnosis en el epitelio de los tubulos
contorneados proximales; lesion moderada, con infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial,
presencia de heterofilos y picnosis moderada en epitelios de los tubulos; lesion grave, con

necrosis epitelial extensa de los tubulos.
Secciones de Sistema Nervioso Central (SNC)

Se aprecio congesiion, hiperemia, gliosis multifocal, necrosis con gliosis reactiva multifocal,
vacuolizacion de la sustancia blanca, infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular,
caracteristico de encefalitis no supurativa (fig. 10), meningitis no supurativa, degeneracion y
necrosis neuronal, y focos minimos de neurofagia. En los encéfalos de las aves sobrevivientes se
aprecia una disminucion gradual de las lesiones, en funcion de la dosis empleada; de infiltrado
perivascular, focos gliales, cambios neuronales y vacuolizacion leve con 10° DLPs, a
practicamente normal en un caso con 10 DLPs,. Se incluyé como lesion discreta aquellos casos
que presentaron escasos focos gliales; lesion moderada, focos gliales multifocales con necrosis; y

como lesion grave, la infiltracién de células mononucleares perivasculares.
Secciones hepaticas
Se aprecio congestion, esteatosis de gota pequefia, dilatacion de sinusoides con presencia de

eritrocitos, pérdida de la arquitectura, infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular y en

triada porta, areas multifocales de necrosis hepatocelular que incluye acumulos de células
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inflamatorias presentes (fig. 11). Se detectd vasculitis ¢n una arteria de mediano calibre en un
ave inoculada con 100 DLPs, sacrificada a los 15 dias postinoculacion. Los criterios de
inclusion dentro de la clasificacion fueron: lesion discreta; esteatosis, pérdida de la arquitectura,
presencia de eritrocitos en sinusoides ¢ infiltrado pcrivascular de mas de tres capas de células;
lesion moderada, infiltrado mononuclear perivascular amplio y/o areas multifocales de necrosis
coagulativa pequefias y escasas, lesion grave, linfonecrosis del infiltrado inflamatorio

mononuclear perivascular y/o areas amplias de necrosis coagulativa.
Secciones esplénicas

Se aprecian congestivos y/o anémicas con acimulos subcapsulares de eritrocitos (hemorragias),
pigmento ocre (hemosiderina), proliferacion de células plasmaticas, necrosis de tejido linfoide y
de células reticulares (fig. 12), y Ia presencia de trombos venosos en una ave inoculada con 10*
DLP,, fallecida a las 48 horas postinfeccion. A partir de los 4 dias postinoculacion, en el 20% de
las aves, fue evidente la presencia de células plasmaticas con cuerpos de Russell (fig. 13). Los
criterios de inclusion fueron: lesion discreta, 1a proliferacion de células plasmaticas, disminuciéon
de la poblacion linfoide y muy escasos nicleos en picnosis y cariorrexis; lesion moderada, con

linfonecrosis, lesion grave, linfonecrosis extensa sin centros germinales discemnibles.
Secciones pancreaticas

Se observaron vacuolas acinares (fig. 14), infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular,
pérdida de la arquitectura, necrosis coagulativa focal o multifocal y picnosis de islotes de
Langerhans (fig. 15). Las aves sobrevivientes sacrificadas mostraron un infiltrado inflamatorio
mononuclear de tipo nodular. Los criterios de inclusion fueron: lesion discreta, con pequeiias
vacuolas acinares incluso distribuidas en todo el corte y/o un infiltrado inflamatorio mononuclear
o heterofilo focal o multifocal escaso; lesion moderada, vacuolizacion moderada e infiltrado
inflamatorio multifocal; lesion grave, células acinares con vacuolizacion densa, necrosis

coagulativa extensa y picnosis de células insulares.
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Secciones de bolsa de Fabricio

Degeneracion vacuolar en células epiteliales, disminucion de la poblacion linfoide en la zona
medular y en casos mas graves en zona cortical, congestion, hipcremia, formacion de quistes
tanto en epitelio (fig. 16) como en el foliculo (fig. 17), necrosis linfoide y epitelial. Los criterios
de inclusion fueron: lesion discreta, disminucion de la poblacion linfoide en zona medular,
congestion o hiperemia, pequeiias formaciones quisticas;, lesion moderada, picnosis y

fragmentacion nuclear epitelial y/o linfoide; lesion grave, linfonecrosis extensa.
Secciones de cresta

Se aprecio congestion, hiperemia, infiltrado inflamatorio perivascular en dermis profunda,
paniculitis, infiltrado inflamatoric mononuclear y heteréfilos en dermis superficial (fig. 18),
necrosis multifocal en dermis superficial con implicacion de cpidermis, 34 casos de necrosis
fibrinoide y trombosis de arterias y venas de pequefio calibre de la capa central, proximos a la
capa intermedia de la dermis, sobre todo en los casos de necrosis epitelial extensa. Los criterios
de inclusion fueron: lesion discreta, con hiperemia, algo de infiltrado inflamatorio mononuclear o
heterofilo; lesion moderada, con picnosis o cariorrexis moderada del epitelio, ifiltrado

inflamatorio mononuclear o heterofilo; lesion grave, con necrosis epitelial extensa.
Secciones de intestino delgado

Se observo hiperemia en punta de vellosidades, necrosis del epitelio de las vellosidades y criptas
intestinales, degeneracion vacuolar en lamina propia, necrosis de punta de vellosidades y erosion.
Los criterios de inclusion fueron: lesion discreta, hiperemia en punta de vellosidades, fusion de
vellosidades, algo de erosion, vacuolizacion en lamina propia; lesion moderada, cariorrexis

moderada de epitelio de las vellosidades y criptas de Lieberkiihn; lesion grave, con necrosis

-epitelial extensa en vellosidades y criptas intestinales.
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Secciones de tonsilas cecales

Se detecto proliferacion de células plasmaticas, disminucion de la poblacion linfoide y
linfonecrosis (fig. 19). En esta area, en cinco casos s¢ observaron abscesos cripticos intestinales.
Los criterios dc inclusion fueron: lcsion discreta, disminucion de la poblacion linfoide,
proliferacion de células plasmaticas e incluso picnosis ligera; lesion modcrada, linfonecrosis en

los centros germinales; lesion grave, linfonecrosis sin centros germinales discernibles.
TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La prueba de RT-PCR se hizo inicialmente para RNAm de 3-actina de raton debido a que este es
muy abundante, y s¢ disponia de¢ los oligonucledtidos necesarios. El ensayo consistio de
extraccion de RNAm con tiocianato de guanidina, purificacion por adsorcion a polvo de vidrio
con el sistema RNAid (Bio-101), transcripcion reversa usando oligo dT como cebador, y PCR
en presencia de oligonucleotidos especificos. Con este sistema s¢ optimizo la cantidad de sales a
usar en la purificacion de RNA, ya que el proveedor indica que el rendimiento de RNAm
pequefio es mayor en presencia de sales mientras que RNAm grandes se recuperan mejor sin
sales. Como resultado de este experimento se obtuvo mayor rendimiento tanto de RNAm como
del producto de PCR especifico, de aproximadamente 550 pb, en presencia de sales (fig. 20), por

lo que en ensayos posteriores se usaron sales para purificar RNA.

Como segundo paso para montar el método se amplifico por RT-PCR RNAm de la
hemaglutinina del virus de influenza usando material no incluido en parafina. Se empleé liquide
-alantoideo procedente de huevos embrionados inoculados con virus virulento cepa
A/Ck/Qro./20/95, cepa apatogena A/Méx./294/94, y como control se utilizé liquido alantoideo

de huevos embrionados SPF sin inocular.
En los experimentos iniciales se usaron los oligonucledtidos SupExS5 e In3 tanto para la
transcripcion reversa como para el PCR, y se optimizaron las temperaturas de fijacion y la

- concentracion de Mg™ en el PCR.
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Al probar las temperaturas de fijacion de 45° C, 50° C y 60° C, sc obtuvo rendimiento similar de
¢DNA del peso molecular esperado, 488 pb para la cepa virulenta y 476 pb para la cepa
apatogena, a 45 y 50° C, observandose una mayor cantidad de material de peso molecular bajo

(barrido) a 45° C, mientras que a 60° C no se recupero la banda del cDNA esperado.

Para las cuatro concentraciones probadas de MgCl, se aprecio una disminucion en la intensidad
de las bandas con las concentraciones de 4.5 y 6.0 mM y muy semejante para las concentraciones

para 1.5y 3.0 mM (fig. 21).

En experimentos posteriores, se uso un segundo juego de oligonucleotidos, InS e In3 en el PCR,
usando como plantilla el cDNA producto de la transcripcion reversa con los oligonucleotidos
SupExS5 e In3. Con la cepa virulenta se obtuvo la banda esperada de 116 pb, producida a partir
de los oligonucledtidos In5 ¢ In3, y una banda adicional dec 488 pb producto de los
oligonucleétidos SupExS e In3. La presencia en este ensayo del oligonucleotido SupEx5 es por
acarreo con el producto de la transcripcion reversa, ya que este no se purifica antes de hacer el
PCR. En contraste con este resultado, a partir de la cepa apatogena sc obtuvo la banda esperada
de 104 pb, pero no la banda adicional de 476 pb que se esperaba por el acarreo del
oligonucledtido SupEx5. Asi mismo, el control negativo de liquido alantoideo SPF no produjo

banda (fig. 21).

Al aplicar el RT-PCR a tejidos incluidos en parafina, almacenados 6 meses después de la
inclusion, procedentes de aves infectadas con virus virulento, no hubo formacion de bandas con
el PCR normal, por lo que se ensayo un PCR doble semianidado con el empleo del juego de
oligonucleotidos SupEx5/In3 en el primer PCR € In5/In3 en el segundo PCR. Con este sistema

se obtuvieron bandas débiles o no hubo banda en algunas muestras, por lo que se decidié disefiar

el juego de oligonucledtidos Ex5/Ex que permitieron realizar PCR anidado. En el disefio del
- PCR anidado se escogioé que ambos productos, de 265 y 116 pb para el primer y segundo PCR,
respectivamente, fueran de un tamaiio pequeiio con lo que se esperaba que sea capaz de detectar

- acidos nucleicos del virus Influenza que hayan sufrido degradacion por el almacenaje, como se
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espera que ocurra en cierta medida en tejidos incluidos en parafina y almacenados por muchos
afios. Sin embargo, la sensibilidad del PCR anidado no fue mejor que la del semianidado, quiza

debido a que las muestras no fueron almacenadas muchos afios.

Se optimizo el PCR anidado usando una mayor cantidad de cDNA en el primer PCR, 2 pl, con
lo que aumento la intensidad de las bandas ligeramente, pero con un mayor trasfondo (barrido),
y con el empleo de oligonucledtidos diluidos 1/40 (0.5 uM) en el primer PCR el trasfondo
disminuyo ligeramente. Otras condiciones que se ensayaron durante la optimizacion,
concentracion de Mg"" y disminucion del tiempo de extension de 90” a 50”, no tuvieron efecto,

quedando la concentracion de Mg"* fijada a 2.5 mM y el tiempo de extension en 50”.

Una vez que se fijaron las condiciones del PCR anidado, se aplico el ensayo de RT-PCR a 24
muestras de pulmén, SNC y rifién de aves inoculadas con 10 a 10° DLPy, del virus influenza
A/Ck/Qro./20/95. Se amplifico cDNA del tamaiio esperado, 116 pb, en 8/8 casos de pulmon, en

7/8 casos de sistema nervioso central y en 7/8 casos de rifion. Los resultados vistos en geles de

poliacrilamida y agarosa se presentan en el cuadro 3 y el ejemplo ilustrativo en la figura 22.

En la comparacion de los resultados por histopatologia con la deteccion del virus por RT-PCR,
se probo estadisticamente (p < 0.05) que las dos técnicas concuerdan (Anexo 1), esto con una

alta concordancia (x = 0.911) (Anexo 2).
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IV. DISCUSION

Los signos clinicos de este estudio no difieren a las descripciones generales dadas para la
enfermedad (8, 12). Los hallazgos en este estudio revelan que la cepa A/Ck/Querétaro/20/95
(H5N2) empleada difiere en algunos aspectos de lo reportado para otras cepas altamente
virulentas, que podemos resumir en que esta cepa conjuga el dafio producido por diferentes
cepas en una presentacion mas grave, quiza con mayor similitud a los hallazgos reportados por

Jungherr et al. para la peste aviar (28).

Es muy probable que el grado de ascitis que presentaban las aves s¢ exacerbo por el dafio
vascular, de hecho se sefiala que en el diagnostico diferencial de ascitis en aves de corral se debe
considerar la ascitis secundaria al daiio hepatico o vascular mas que a falla cardiaca derecha (12),

sin embargo, para corroborarlo se tendria que llevar a cabo un trabajo al respecto.

Es pertinente sefialar que la presencia de las pequefias acumulaciones de células linfoides en el

higado de las aves control, alrededor de triadas porta y menos comunmente en cualquier parte

del parénquima se consideran normales (39).

La destruccion extensa y grave del tejido linfoide solo se ha repertado con el virus
Ty/Ontario/7732/66 (HSN9) (53), pero a diferencia de éste, aqui si hubo lesiones significativas
en otros Organos. Aqui cobra sentido la afirmacion que “las cepas mas virulentas tienen una
afinidad por macrofagos y linfocitos y causa una enfermedad sistémica mucho mas grave” (39).
Sin embargo, van Campen e? al. (52) encontraron que los linfocitos y macrofagos infectados no
producen virus infeccioso. Al parecer el mecanismo implicado en la destruccion del tejido
linfoide es la induccion de apoptosis por el virus de influenza (20). Otra caracteristica que
comparte el virus estudiado con la cepa de Ontario mencionada, es la relativa mocuidad para el

epiteﬁo de las vias aéreas, a pesar de los altas dosis letales empleadas.

Los 34 casos de vasculitis en cresta aunado a los 8 casos en pulmén, casos unicos en rifion,

higado y bazo, denotan un tropismo marcado de este virus hacia endotelios vasculares. En este
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estudio la vasculitis s¢ asocia a la infeccion viral, sea esta por dafio directo o hipersensibilidad
tipo 111. Estos daiios vasculares ya han sido sefialados en otros trabajos, pero notablemente con
una presentacion mas rara: La cepa A/Ckicken/Pennsylvania/i370/1983 (H5N2) revelo, en
estudios por inmunohistoquimica, gran afinidad por el endotelio capilar (5). Acland y col. (1)
quienes al estudiar las lesiones en 5 pollos y 10 gallinas ponedoras con esta cepa de
Pennsylvania, encontraron necrosis fibrinoide en pequeiios vasos del parpado en una gallina y en
otra trombos. En un estudio retrospectivo (22) con ccpas altamente virulentas y de baja
virulencia encontraron trombosis cn rifiones y en algunos casos en higado. En un trabajo sobre
peste de las aves (28) reportan trombosis fibrinosa ocasional en la vecindad de focos necroticos
de rifion. En un trabajo experimental (45) con gallinas de postura inocuiadas con la cepa
A/pollo/Alabama/7395/75 (H4N8) se menciona trombosis de capilares sanguineos de pulmon en

1 de S aves.

Se ha seiialado que los pollos afectados con virus de influenza aviar de baja virulencia aislados
de aves acuaticas producen lesiones significativas confinadas a los rifiones, y confirmada por
datos de quimica clinica, histopatologia, aislamiento viral e inmunohistoquimica (22, 44, 47, 49)
mientras que los de alta virulencia pueden o no tener propiedades de nefrotropismo y
nefropatogenicidad (1, 28). En este estudio, el grave daiio renal encontrado, es indicio claro del
nefrotropismo y nefropatogenicidad, incluso imputable como causa de muerte en muchas de las
aves por insuficiencia renal aguda, que por si solo ya se ha sefialado como causa de muerte (48).
Sin embargo, las lesiones renales también pueden asociarse a colapso circulatorio como parte de
la respuesta inflamatoria sistémica ante una viremia grave, a pesar de la deteccion viral por RT-

PCR, pues su presencia no excluye la posibilidad de un mecanismo secundario.

Los hallazgos en sistema nervioso central concuerdan con lo citado para los virus altamente
virulentos (1, 8, 12, 39). La espongiosis de¢ la sustancia blanca ya ha sido reportada (1), sin
embargo, en este estudio es dificil valorarla, ya que se sabe que los cambios postmorten en
sistema nervioso incluyen: separacion de la capa molecular de la capa granular del cerebelo,

espacios alrededor de vasos sanguineos y espacios claros en sustancia blanca con apariencia de

agujeros de sacabocados (39).
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En higado, salvo por la linfonecrosis, junto con el pulmon son los 6rganos menos afectados (ver
cuadro 2). La esteatosis hepatica bien puede ser reflejo de la anorexia, la cual ocasiona una
movilizacion de las grasas del tejido adiposo, al pasar mayores cantidades de acidos grasos al
higado, los que son dirigidos para la sintesis de triglicéridos, o bien, como parte de las

alteraciones producidas en el colapso circulatorio (9).

En bazo ademas de la marcada linfonecrosis se contd con la presencia de grupos de células
plasmaticas con cuerpos de Russell, las cuales representan células plasmaticas reactivas que

poseen una activa sintesis de inmunoglobulinas (9).

En pancreas a diferencia de lo referido por otros autores (1, 12, 39, 49) también se¢ encontro

daiio en los islotes pancreaticos.

Por el tropismo antes sefialado de este virus para el sistema inmune, la bolsa de Fabricio también
se vio gravemente afectada (ver cuadro 2), la cual presento ademas formaciones quisticas

intraepiteliales, ya informadas por otros autores (49), y necrosis del epitelio.

En cresta no se encontro la formacion de las grandes vesiculas sefialadas por varios autores (1,

39) y con la diferencia de la presencia de vasculitis, que explica la cianosis y necrosis en cresta y

barbillas.

El dafio intestinal, en este caso la porcion terminal de intestino delgado (ileon) al parecer es mas

grave que lo mencionado por otros autores (1, 12, 21, 22, 28, 45, 52).

Las lesiones en tonsilas cecales refuerzan lo mencionado en tomo a la grave destruccion linfoide
que es capaz de producir esta cepa viral. La presencia de “abscesos cripticos” intestinales ya ha
- sido mencionada (49), pero no se asocio al virus de influenza, aunque se podria considerar que

- en el dafio al sistema inmune favorece la entrada de algiin germen oportunista.
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En resumen, podemos decir que las principales lesiones histopatologicas causadas por el virus de
influenza A/Ck/Qro./20/95 incluyeron: destruccion del tejido linfoide, vasculitis, necrosis tubular
aguda, encefalitis no supurativa y en general areas focales o multifocales de necrosis en los
organos estudiados. Las principales diferencias con otras cepas altamente virulentas Peste de las
aves (H7N7), Ck/Scot/59 (H5N1), Tern/S.A./61 (HSN3), Ty/Ont/66 (H5N9) y Ck/Penn/83
(H5N2) son: notable alta frecuencia de dafio vascular, nefropatogenicidad. necrosis en islotes
pancreaticos, y destruccion extensa y grave del tejido linfoide. El conjunto de éstos hallazgos le

confieren a la cepa bajo estudio caracteristicas propias distintivas.

Por otra parte, contrariamente a lo que se esperaba, al usar el par de oligonucleotidos SupExS e
In3 en RT-PCR, no sc obtuvo la banda de 476 pb con la ccpa apatogena A/Ck/México/294/94°,
pero si la banda que corresponde a la cepa virulenta (A/Ck/Qro./20/95) de 488 pb. El
oligonucledtido responsable de las diferencias observadas entre la cepa apatogena y la virulenta
es SupExS5 (base 614-631), ya que el otro oligonucleotido, In3, funciona bien como cebador de
la reaccion junto con el oligonucledtido InS sobre la cepa apatogena. En la region reconocida
por ¢l oligonucleotido SupEx5, la cepa apatogena difiere en una base: TGG-GGA-ATC-CAT-
CAC-CCT. Una diferencia de un nucleotido en el extremo 3', podria ser suficiente para justificar
la incapacidad del oligonucleotido seleccionado para hibridizar, pero no una diferencia de un

nucleotido interno, como en este caso, por lo que habria que volver a secuenciar esta region.

Los resultados de RT-PCR prueban el uso potencial de esta técnica para estudios retrospectivos
con material fijado en formalina e incluido en parafina, uso que se reafirma con el trabajo de
Taubenberger et al., quienes caracterizaron el virus de la influenza “espaiiola” de 1918, de
muestras de pulmén inciuidas en parafina (51). Asimismo se comprobo, por RT-PCR, la
presencia del virus influenza altamente virulento en pulmon, SNC vy riiion de las aves inoculadas
con casi todas las dosis del inoculo viral que se emplearon, entre 10 a 10° DLPs,, lo cual es

indicativo de que el virus se replica en estos tejidos y asi los cambios patologicos observados

pueden ser atribuidos a la replicacion del virus, sin excluir la posible participacion de otros

2 Esta cepa con el niimero 294 de la CPA comresponde a la cepa A/Ck/México/31381-7/94, con niimero de acceso U37181
(MVZ Pedro Paz, comunicacion personal).
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mecanismos indirectos. El resultado negativo en SN.C, del lote 8 (10 DLPsy) sin lesion
histopatologica, sugiere que efectivamente el virus no esta presente. Mientras que el resultado
negativo en rifion comparado con los hallazgos histopatologicos sugieren que el virus bien
podria estar aunque en muy pequeiias cantidades, por lo que se podria estar trabajando en el
limite de sensibilidad de la prueba. Esto no quiere decir que no se considere a la técnica de RT-
PCR muy sensible, sino que sc esta considerando una pérdida de sensibilidad por tratarse de

tejido incluido en parafina, donde el material genético sufre degradacion (18, 44).

Por otra parte, los altos titulos virales empleados en este estudio no permitieron determinar la
cantidad minima necesaria de inoculo viral que resultara en cambios histopatologicos en los

diferentes organos.

La demostracion de que la técnica de RT-PCR es aplicable a la deteccion del virus de influenza
en tejidos incluidos en parafina abre la posibilidad de hacer estudios retrospectivos, en los que
potencialmente se podria inclusive identificar a la cepa infectante por secuenciacion de acidos
nucleicos. Asimismo, esta capacidad de deteccion de virus resulta atractiva para el estudio de la

patogenia de la enfermedad, sobre todo con material fresco que garantiza mayor sensibilidad.
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Cuadro No. 1. Mortalidad en pollos Arbor Acres de 5 semanas de edad tras la aplicacion de 0.2

m! de liquido alantoideo infeccioso, virus de influcnza aviar A/Ck/Querétaro/20/95 (H5N2) por

via endovenosa.

Dilucion
d.p. 10" 107 10°? 10° 10”? 10° 107 10®
I 7 2 I 0 0 0 0 0
2 3 4 2 2 6 3 3 |
3 2 I 0 1 | 0 2
4 1 1 | | 0 0 0
5 | 4 7 0 4 1 0
6 0 2 1 3 3
7 0 1 i
8 1 0
9 0
10 1
total 10 10 10 10 10 9 8 8

d.p. = dias postinoculacion.

Logso de DLPsx=L-d(s-0.5)

donde L = Log)o de la dilucion de virus mas concentrada sometida a prueba
d = Log de factor de dilucion
s = suma de las proporciones de mortalidad
=-1-1(7.5-0.5)
=-80
El titulo del virus es 10° DLPs,/0.2 ml 0 10%7/mi.
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Cuadro 2. Clasificacion de lesiones histopatologicas dependiendo de su extension o
abundancia en normal (1), discreta (2), moderada (3) o grave (4) de 80 aves, en ocho
lotes, inoculadas con diluciones decuples de liquido alantoideo infeccioso con el virus

de influenza aviar.
Organos'
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Cuadro No. 3. Resultados en gel de poliacrilamida de los productos de RT-PCR para una

muestra para cada una de las ocho diluciones empleadas de pulmén, sistema nervioso central y

rifion.

Dosis Letales en Pollo 50%
Organo 10°D| 100E] 10°1 | 10°E | 10*E| 10°G| 10°E | 10'}
Pulmon + + + + + +* +*
S.N.C. + + + + + + -
Rifion + + + + - + +* +

D,' E, LE, E, G, E y J = identificacion de las aves.

S.N.C. = sistema nervioso central.

+ = banda d¢ peso molecular esperado en ¢l gel de poliacrilamida o agarosa

- = sin banda en el gel de poliacrilamida o agarosa
*  banda débil




¥ r g e an 2

Fig 1o Ave Aibor Actes inoculada con el virus influenza A/CK/Querdtaro/20/08 (HSN2) donde
c¢ aprecia depresion, pluma erizada, ojos semicerrados ¢ hiperemia periorbital, Ta cual presento
fichre incipiente (427 ()

IFig. 2. Ave Arbor Acres inoculada con la cepa A/CK/Querétaro/20/95 (H5N2) de las mas
afectadas en su apariencia  externa. notese la cara hinchada, ciandtico-necrotica, picl
congestionada y patas con manchado equimotico intenso.
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Fig. 3. Corazon de ave inoculada con virug de influenza aviar altamente virulento. Notese cl
puntilleo hemorragico presente en la grasa pericardica.

Fig. 4. Hiperemia del Sistema Nervioso Central presente en algunas aves inoculadas con el virus
de influenza aviar cepa A/Ck/ Querdtaro/20/95.
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Fig S Influenza aviar. Ventriculo (molleja o estomago muscular) desprovisto de la cuticula
donde se aprecian uleeras y hemorragias petequiates v cquimoticas

Fig. 6. Edema subcutanco en la region tibiotarsal de un ave muerta por influenza aviar,
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Ty Wy "? ~

Fig. 7. Tejido linfatico pulmonar (1B). Linfonccrosis, algunos heteréfilos y un arca celular
alterna con area hipocelular que exhibe edema. Notese que las células epiteliales del extremo
inferior izquierdo tienen una apariencia normal aunque se aprecia cierto grado de infiltrado. HLE

¥ 400, e TR XY Suile 2 o35 "R,

a gl { el ‘__ S A A . . * ) N
Fig. 8. Seccion de pulmon (7G). Trombo fijado a la pared lesionada (necrosis fibrinoide). Notese
la presencia de células mononucleares en ta pared (vasculitis) y la acumulacion de eritrocitos en
los capilares aéreos. HE x 400.
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Fig. 0. Corteza renal (4D). Congestion y necrosis tubular. Se aprecia picnosis y cariorresis en las

células epiteliales de Tos tabulos contorneados proximales. HE x 400,

Fig. 10. Seccion de SNC (51). Infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular (encefalitis no
supurativa) y espongiosis de la sustancia blanca. HE x 400.
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Fig. 11. Higado (31)). Se observa congestion, esteatosis y un foco de necrosis cvidenciada por la

presencia de vacuolas, picnosis y cariorrexis en hepatocitos y en las células linfoides presentes.
HE x 400.

Fig. 12. Linfonecrosis en bazo anémico (2B). 11E x 400,
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Fig. 13 Seccion de bazo (3H). Poblacion linfoplasmocitaria, con presencia de c¢élulas
plasmaticas con cuerpos de Russell (flechas) con disminucion de la poblacion linfoide. HE x 1000,
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Fig. 15, Iclote pancreatico beta (SH). Picnosis de eclulag nsulares. HE x 1000.

Fig. 16. Bolsa de¢ Fabricio (5H). Formacion quistica en el epitelio pscudo-estratificado, con
picnosis y edema en la lamina propia. HE x 1000. o
ESTA TESIS NO DESE

UK DE LA BIBLIOTECA
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Fig. 17. Bolsa de Fabricio (2G). Formacion quistica en zona medular con disminucion y picnosis

Fig. 18. Scccion de cresta (5D). Necrosis incipiente en estrato basal de epidermis, edema ¢
infiltrado heterofilico en capa superficial de dermis. HE x 1000.
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e P S iy
Py ) _ A 3 = U - ;
Fig. 19. Scccion de tonsilas cecales (6D). Aspecto vacuolado con poblacion linfoide escasa y

necrotica, asi como necrosis de las criptag intestinales. HE x 400.

¢ L. o
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Fig. 20. Gel de agarosa del producto de RT-PCR y ARN de f3-actina extraidos con el método de

polvo de vidrio con y sin el empleo de solucion de sales. Carril (1) ¢x 174 Hac HI (control de
peso molecular), (2) RT-PCR sin sal, (3) RT-PCR con sal, (4) ARN sin sal y (5) ARN con sal.
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Fig. 21. Resultados de la amplificacion RT-PCR de liquido alantoidco infectado con influenza
aviar. Carril (1) control de peso molecular (¢x 174 Hac 1), (2 y 3) liquido alantoideo infeccioso
(A/Ck/Qro./20/95), (4 y S) liquido slantoideo cepa apatogena (A/Ck/México/294/94) y (6 y 7)

liquido alantoideo SPF, pares ensayados con 1.5 y 3.0 mM de MgCl; respectivamente.
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Fig. 22. Gel de poliacrilamida de productos de RT-PCR de muestras incluidas en parafina de aves inoculadas con el
virus de influenza aviar. Carril (1) y (13) ox 174 Hac il (controi de peso molecular), (2) puimén 2E, (3) pulmén 7E. (4)
control negativo de pulmon, (§) S.N.C. 2E, (6) S.N.C. 7E. (7) control negativo de S.N.C., (8) rindn 1D, (9) riidn 2E, (10)
control negativo de rifén. (11) liquido alantoideo infeccioso, (12) liquido alantoideo control negativo.
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INFLUENZA AVIAR: DIAGNOSTICO POR TRANSCIIPCION PEVERSA-PEACCION EN CADENA DE LA POLIMEPASA (PT-
PCR) E HISTOPATOLOGIA EN AVES INFECTADAS EXPERIMENTALMENTE

ANEXO |

Con los siguientes resultados: 22 casos con lesion histopatologica y RT-PCR positivo, un caso
con lesion histopatologica pero RT-PCR negativo y un caso sin lesion histopatologica y RT-PCR
negativo, aunado a 6 controles negativos, se realizo una prueba estadistica de homogeneidad con
la prueba exacta de Fisher, a fin de definir si los resultados histopatologicos con lesion y sin
lesion son iguales o diferentes en cuanto a la clasificacion de positivo y negativo con la técnica
de RT-PCR. Los anteriores resultados se separaron por organos para garantizar la

independencia entre las variables, como se muestra a continuacion:

Pulmon Sistema Nervioso Central Rifion

HNT-PCR | () | ) [[aN\r-per | ) | @ |BE\RT-PcR| (1) | ()
con lesion 8 0 con lesion 7 0 con lesion 7 1
sin lesion 0 2 sin lesion 0 3 sin lesion 0 2

H = Histopatologia
(+) positivo, deteccion viral por RT-PCR
(-) negativo, sin deteccion viral por RT-PCR

Jgo. de hipotesis:

Ho: Los resultados por histopatologia y RT-PCR son homogéneos
Ha: Los resultados por histopatologia y RT-PCR son heterogéneos

(a+b) (c+d)(a+c)(b+d)

Estadistico de prueba: P =
al bl ¢! d!' N!

donde P = probabilidad de obtener cualquier arreglo particular de las frecuenciasa, b, ¢,y d, y N
= namero de observaciones en la muestra.

las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p < 0.05.

P =0.022, para las muestras de pulmon
P = 0.004, para las muestras de sistema nervioso ceniral
P =0.033, para las muestras de rifion

Se probo estadisticamente (p < 0.05) que las lesiones histopatolégicas y los resultados de RT-

PCR son heterogéneos; es decir, hay diferencias entre las muestras con lesion y sin lesion por
RT-PCR.
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INFLUENZA AVIAR: DIAGNOSTICO POR TRANSCRIPCION REVERS)\»REJ\CCION EN CADEHA DE LA POLIMEPASA (RT-~
PCR} E HISTOPATOLOGIA EN AVES INFECTADAS EXPERIMENTALMENTE

ANEXO 2

Con los siguientes resultados: 22 casos con lesion histopatologica y RT-PCR positivo, un caso
con lesion histopatologica pero RT-PCR negativo y un caso sin lesion histopatologica y RT-PCR
negativo, aunado a 6 controles negativos, se buscdé que tanto concuerdan el examen
histopatologico y los resultados con la técnica de RT-PCR, aplicando la medida de concordancia

Kappa de Cohen.

Tt

Histopatologi;\RT- PCR positivo (+) negativo (-)
con lesion 22 |
sin lesion 0 7
7 nD-Ztuy
Formula: x = -
ﬂz Xt u;

donde t; u; son los totales marginales, n es el numero total de observaciones y D es la suma de

las frecuencias de las casillas de la diagonal.

k=091124

Lo que significa que existe una alta concordancia entre los resultados por histopalogia y RT-
PCR.
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