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MVZ Padilla Noriega Roberto. Influenza aviar: Diagnó~1ico por transcripción reversa-reacción 
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) e histopatología en aves infectadas experiml."I1talml."I1te, 
Bajo la dirección de MC Enrique Aburto Fernández, MVZ Moisés Fraire Cachón y Dr. I,uis 
Padilla Noriega. 

Aunque los virus de influen7Jl aviar se encuentran ampliamente distribuidos a través del mundo. 
los reportes por virus altamente virulentos son esporádicos, como el caso de México (1994-9~), 
La patogenia de esta enfermedad no está del todo esclarecida y los estudios histopatológicos 
están limitados principalmente a aquellas condiciones graves con virus altamente virulentos de 
otros países. El objetivo de este estudio fue establecer la técnica de transcripción reversa­
reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) para el diagnóstico de influenza aviar de tejidos 
incluidos en parafina de aves infectadas experimentalmente, y correlacionarlo con I.s 
características histopatológicas. Ocho lotes de 10 pollos Arbor Acres de 5 semanas de edad se 
inocularon por vía endovenosa, con 10' a 108 dosis letales de pollo del 50% (DLP~) del virus de 
influenza aviar AlCklQuerétaro/20/95 (H5N2). Todas las aves se sometieron a estudio 
histopatoiógico general y UIla ave por dosis a diagnóstico por RT-PCR en tres tipos de tejidos 
incluidos en parafina, pulmón, sistema nervioso central y riñón. Las principales ¡elliones 
histopatológicas observadas en las aves infectadas. incluyeron: destrucción del tejido linfoide. 
vafNulitis, necrosis tubular aguda, encefalitis no supurativa y en seneral 'rus f(Kalos O 

multifocales de necrosis en los órganos estudiados. Las principales diferencias con otras cepas 
altamente virulentas fueron: mayor frecuencia de daño vascular, nefropatogenicidad, necrosis en 
islotes pancreáticos y destrucción extel!sa y grave del tejido linfoide. El conjunto de éstos 
hallazgos le confieren a la cepa bajo estudio características propias distintivas. Se detectó l. 
presencia del virus de influenza con la técnica de RT-PCR en pulmón, independientemente de la 
dosis, y en sistema nervioso central y riñón en 7 de las 8 dosis empleadas, lo cual es indicativo de 
que el virus se replica en estos tejidos, y los cambios patológicos observados pueden ser 
atn"buidos a la replicación viral. sin excluir la participación de otros mecanismos de daño celular. 
En este estudio se demostró 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 podría inclusive identificar a la cepa infectante por secuenciación de ácidos nucleicos. 

Palabras clave: Influenza aviar, histopatología, RT -PCR 
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SlJMMAKY 

Avian influenza viruses are di~1ributed throughout the world with sporadie outbreaks 01' highly 

virulent viruses in chickens, like the 1994-1995 outhreak in Mexico. The pathogenesis of the 

disease is not c1ear, and histopatbological studies bave been limited to tbe bighly virulent strains 

trom abroad. The aim of tbis study was to establish a reverse transcription-polyrnerase ehain 

reaction (RT -PCR) for tbe diagnosis of avian influenza virus in paraffin embedded tissues, and to 

eorrelate viral detection by this method with tbe histopatologic ehanges. Eight groups of 10 

Amor Acres ebiekens were inoculated intravenously with 101 to 108 50% chieken lethal doses of 

A1CklQuerétaro/20/95 (H5N2) influenza virus. AII of the chiekens were subjected to a general 

histopathologic study, and one chicken per dose to RT-PCR diagnosis on paraffin embedded 

sections of limg, central üarvoüs s,;'stem. and kidncsy. The mam histüpathülogic leslüüS übserv'oo 

in infected birds were: destruction of Iymphoid tissue, va~ulitis, acute renal tubular necrosis, 

non supurative encephalitis, and focal or muhifocal necroms in aD of tbe orgug ~udied. The 

main differences with another highly virulent strains were: greater ftequency on vascular injury, 

nepbropathogenicity, pancreatic islet necrosis, and severe and extensive destruction of Iympboid 

tissue. The histopathologic changes found in the atfected tissues collectively constitute a 

distinctive feature oftbe strain under study. By RT-PCR influenza virus was detected in luog, 

independently of tbe viral dose, and in central nervous system and kidney in 7 of 8 doses used. 

Tbese results are indicative of virus replication in all three organs studied, bence the pathologic 

changes can be attnDuted 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 peñorm retrospective studies, where the particular viral 

strain involved could possibly be identified by nucleic .,id sequen,ing. 

MVZ Roberto Padilla Noriega 
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1. INTRODU(~CIÓN 

DEFINICIÓN 

La influenza aviar, anteriormente denominada peste de las aves, es una "onfennedad de etiología 

viral de las aves domésticas y silvestres, y su ttmna de presentación varía. desde la infección 

subclínica, enfermedad respiratoria leve, pérdida aguda de la produccibn de huevo, ha~1a una 

enfermedad generaliz.ada fatal (8, 12, 36), 

IMPORTANCIA ECONÓMICA 

En las distintas especies domésticas, los vims de influenza han causado considerables pérdidas 

económicas (12, 13, 55), los altamente virulentos por sí mismos (8)~ y los de baja virulencia 

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

ETIOLOGíA 

Los virus d" influenza constituyen la familia Orthomixoviridae. Estos virus son enwehos, de 

tamaño medio, con un diámetro de 80 a 120 nm, genoma de ácido ribonucleico (ARN) 

pleomórfico con simetría helicoida~ y proyecciones glucoproteícas en la superficie que tienen 

actividad de hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N). Existen tres tipos, A, 8 Y C, definidos por 

la naturaleza antigénica de la nucleoproteína (NP), que está íntimamente asociada con el ARN, y 

el antígeno de la matriz (M), que recubre la parte interna de la envohura lipídica viral. Las 

pruebas que se utilizan para diferenciar a los distintos grupos son prueba de fijación de 

complemento o de inmunodifusión doble. Los tipos A y B tienen un genoma de 8 segmentos y el 

tipo e de 7 segmentos de ARN de cadena sencilla y polaridad negativa, es decir, complementaria 

.1 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). 

HVZ Roberto Padilla Noriega 
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El influCfa..avirus tipo A, responsable de la influen7..a aviar, se encuentra l.-rt muchas e~llecies 

aviares, así como; humanos, cerdos. caballos y ocasionalmente otros mamíferos tales como el 

visón, focas y ballenas (8, ) 2). El tipo B sólo infecta a los humanos y el e a humanos y cerdos 

(Baine el al., citados por Murphy y Webstcr (36». 

Los virus de influenza tipo A son divididos en subtipos de acuerdo a la naturale7...8 antigénica de 

las Hs y Ns, identificadas con base en su reactividad en pruebas de inmunodifusión doble (56). 

Se reconocen actualmente 15 lis y 9 Ns distintas (40). A la fecha, los subtipos altamente 

virulentos para pollos de engorda y gallinas de pO&1Ura son el H5 y 117. Sin embargo, no todos 

los virus subtipo 115 y H7 son patógenos (8, 11, 36). 

REPLICACiÓN VIRAL 

Para la repli cación viral, los virus adsorbidos a los receptores glucoproteícos en la superficie 

celular, aún 110 identificados para el virus de influco7.a (12), entran a la célula por endocitosis 

mediada pOTo receptores. La liberación del complejo ribonucleoproteíco viral en el citoplasma 

ocurre seguido de la intemalización del virus en endosomas celulares, donde condiciones 

moderadamente ácidas (pH 5) inducen la fusión de la membrana viral y celular. La nucleocápside 

así entra al citoplasma y migra después al núcleo. El virus de influenza utiliza un mecanismo 

único para iniciar la transcripción en que una codonucleasa viral corta el extremo 5' de los 

ARNm celulares y los utiliza como iniciadores para la síntesis de las ARN virales por la 

transcriptasa viral. Se producen seis ARNm monocistrónicos y éstos son traducidos en la H, N, 

NP, Y las tres polimerasas (P81, P82 Y PAlo Los ARN genómicos 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 proteínas NSI, NS2, MI y M2. La H Y N son g1ucosiladas en el 
retículo endoplásmico rugoso, maduradas en el aparato de Golgi y transportadas a la superficie 

donde quedan insertadas en la membrana celular. Después de la producción y ensamble de las 

proteínas virales que forman la nucleocápside y el ARN, el virus sale de la célula por gemación 

de la membrana plasmática. Finalmente, para que el virus sea infeccioso la H debe ser cortada 

4 MVZ Roberto Padilla Noriega 
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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 carácter poligénico donde la H juega un papel 

central en la patogenicidad de los virus de influenza aviar. La JI de los subtipos H5 o H7 

virulentos es rápidamente cortada en cultivo celular y no requiere una proteasa exógena para la 

formación de placas (36). Se ha demostrado que el número de aminoácidos básicos en el sitio de 

corte y la presencia o ausencia de un carbohidrato cercano afecta el corte de la H. El 

requerimiento de secuencia mínima para el corte de la hemaglutinina H5 por proteasas 

intracelulares (furina ó PC6)(25) es RIK-X-RlK-R (X = aminoácido no básico) en la ausencia de 

una cadena lateral de carbohidrato. En presencia de carbohidrato se requiere al menos de la 

inserción de dos aminoácidos (X-X-RlK-X-RlK-R) o aminoácidos básicos extras precediendo el 

sitio de ~one [B (X)-X(B)-RIK-X-RIK-R] (8;;;; aminoáddos básicos) (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 así en aves inoculadas experimentalmente. Estudios 

por Tashiro y col. (50) han sugerido que las infecciones bacterianas concurrentes juegan un 

papel importante en la enfermedad relacionada con los virus de influenza de baja y moderada 

virulencia. Esto podría ocurrir porque bacterias como Staphylococcus aureus proveen proteasas 

capaces de cortar la H de los virus de influenza de baja y moderada virulencia, 10 cual permite 

replicarse y diseminarse ampliamente en ese huésped. 

DISTRIBUCiÓN 

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

embargo, los reportes de la enfermedad causada por virus altamente virulentos son esporádicos. 

MVZ Roberto Padilla Noriega 
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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 México, el 23 de mayo de 1994 se notificó 

oficialmente la presencia del virus de la Influenza Aviar de baja virulencia (11, 17) Y en diciembre 

del mismo año se aisló en Tehuacán, Puebla y posteriormente en Querétaro un virus de Influenza 

aviar de alta virulencia. Los diferentes aislamientos del virus epizoótico correspondieron al 

subtipo H5N2 ( 11). En estudios retrospectivos se demostró que a finales de 1993 se presentaron 

problemas respiratorios ( 15), disminución de la producción de huevo y aumento de la mortalidad 

( 16), en asociación a evidencia serológica del virus de Influenza Aviar (6, 26). 

PATOGENIA 

La patogenia de la enfermedad no está totalmente esclarecida. Se sabe que es diferente a la 

influenza de los mamíferos, ya que los virus se replican en el tracto intestinal así como en el 

re5pir'lorio. En infewiones wn ~epas virulentas de influenza ocurre viremia, lo cual deriva en 

una infección generalizada. Pueden ocurrir lesiones hemorrágicas en órganos viscerales así 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 infección incluyen administración en aerosol, intranasal, 

intrasinusal, intratraqueal, oral, conjuntival, intramuscular, intraperitoneal, sacos aéreos caudales, 

intravenoso, cloacal e intracraneal ( 12). 

El periodo de incubación para enfermedades causadas por estos virus varía de unas pocas horas 

basta 3 días; lo cual es dependiente de la dosis del virus, ruta de exposición y las especies 

expuestas (8, 12). 

MVZ Roberto Padilla Noriega 
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MANIFESTACIONES CLíNICAS 

Los signos de la enfcnnedad son ex1remadamente variables y dependen de: e~"pecies afectadas, 

edad, sexo, infecciones concurrentes, caracteri~1icas genéticas del virus, factores ambientales, 

etc. Los animales afectados pueden manifestar alteraciones del aparato respiratorio, digestivo, 

n .. llroductor o del sistema nervioso. Los signos más comúnmente reportados incluyen 

disminución de la actividad y consumo de alim<"'11to, emaciación; y disminución de la producción 

de huevo; signos respiratorios discretos a graves, como tos, e~10mudos, estertores y excesivo 

lagrimeo; amontonamiento; plumas erizadas; edema de cabe7..8 y cara; cianosis de la piel en áreas 

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 características biológicas compl~amen.e 

diferentes, lo que da lugar a una enfermedad grave en una especie dada, mientras que en otra 
(pollo, pavo, pato, codorniz) puede originar una infección ¡naparente (2). 

LESIONES MACROSCÓPICAS 

Las lesiones macroscópicas observadas varian considerablemente en función de su localización y 

gravedad. En enfermedades leves hay pocas lesiones notables; en los senos, puede observarse 

sinusitis catarra~ fibrinosa, serofibrinosa, mucopurulenta o caseosa; en mucosa traquea~ 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, ) 2, 2) ). 

En los casos de virus altamente virulentos, puede no haber lesiones prominentes porque las aves 

mueren antes que las lesiones macroscópicas se desarrollen. Sin embargo, se ha descrito 

congestión, hemorragias, trasudados y necrosis. Los cambios iniciales incluyen edema de la 

7 MVZ Roberto Padilla Noriega 
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cabeza con sinusitis; barbillas y cre!.1a cianóticas, congestionadas y hemorrágicas (1, 7, 21); 

focos de necrosis en hígado, bazo, riñones y pulmones (28), Los brotes de Pennsylvania de 

influenza aviar de alta virulencia en el año de 1983-84 se caracteri7 . .tron por hinchazón grave de 

la cresta y barbillas, con edema periorbital; en barbillas, desde vesículas a tumefacción grave, 

cianosis, equimosis y necrosis franca. Algunos veces hubo hinchazón de patas y manchado 

equimótico, En vísceras~ hemorragias petequiales de superficies serosas y mucosas, 

particulannente la superficie mucosa del proventrículo cerca de la unión con el ventrículo; en 

páncreas, manchas amarillo brillante y áreas rojo obscuras a todo lo largo, Otras presentaban 

sólo deshidratación (1, 13). Los pollos infectados con el virus pavo/Ontariol7732/66 (H5N9) 

presentaron necrosis severa de tejido linfoide, apreciado mac;roscópicamente por la apariencia 

moteada del bazo (53). 

LESIONES MICROSCÓPICAS 

Las descripciones bistopatológicas de infecciones de influenza aviar se ban limitado 

primariamente a aquellas condiciones con enfennedad grave y cambios macroscópicos evidentes, 

causados por virus altamente viruJentos (12), La peste de las aves se caracterizó por edema, 

hiperemia, hemorragias. infiltrado perivascular principalmente en miocardio. bazo, pulmones, 

cerebro, barbillas y en menos extensión en hígado y riñones. La degeneración del parénquima 

estuvieron presentes en bazo. hígado y riñones (Gerlach y Michalka. citados por Easterday y 

Hinsbaw (12). Las lesiones en cerebro incluyeron focos de necrosis, manguitos linfoides 

perivasculares. focos gliales. proliferación vascular y cambios neuronales (12). Los pollos 

muertos por la inoculación intravenosa del virus de la plaga de las aves presentaron edema de 

amplia distnDución, hiperemia y hemorragia, y también focos de necrosis en el bazo, hígado. 

pulmones, mones, intestino y pántreas en orden detretiente de ftetuencia (28). En el brote de 
Pennsylvania se describen en diferentes grados de afección: una encefalitis difusa no supurativa. 

pancreatitis necrótica difusa, y miositis subaguda necrótica de los músculos esqueléticos, en 

especial, de miembros y oculares externos. Esto fue más grave en pollo de engorda que en 

gaDinas ponedoras (1 ). 
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DIAGNÓSTICO 

Un diagnóstico definitivo de la infección con el virus de la influenz..a A es dependiente del 

aislamiento e identificación del virus, ya que los signos clínicos pueden variar dramáticamente, 

por lo que el diagnóstico clínico es considerado presuntivo (8, 12), 

Los virus se aíslan comúnmente de la tráquea y/o cloaca ya sea de aves vivas o muertas, ya que 

éstos se replican típicamente en el tracto re~;piratorio o intestinal. Los casos de infecciones 

sistémicas producidas por virus altamente virulentos se caracterizan por altos niveles de viremia 

y replicación en la mayoría de los órganos (12), 

Para el aislamiento comúnmente se inoculan por vía cavidad alantoidea, huevos embrionados de 

pono de 10-11 días de edad, ya que los virus de influenza se replic8ü muy bien en ellos ( 10), 

Es impon.nte determin.r si l •• ~ivid.d hemaglutimmee deee~.d. en el fluido alantoideo e5 

debido al virus de influenza u otros virus hemaglutinantes, como es el caso del paramixovirus de 

la enfennedad de Newcastle. As~ el aislamiento es probado a través de la inhibición de la 

hemaglutinación (IH) contra antisuero de la enfennedad de Newcastle. Si es negativo, se prueba 

para la presencia de la NP del tipo A para establecer que el virus de influenza A está presente 

(12, 17). 

El siguiente paso en el procedimiento de identificación es determinar el subtipo antigénico de los 

antígenos 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 inhibición de la neuraminidasa (IN) con antisueros probados contra 

las Dueve neuraminidasas (10). 

Las pruebas serológicas se utilizan para demostrar la presencia de anticuerpos a partir de los 7 a 

10 días después de la infección. Se usan varias técnicas para el diagnóstico y seroepidemiología. 

Las más comunes son la prueba de IH para detectar anticuerpos para la H y la inmunodifusión 
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doble para detectar anticuerpos para la NI). Otras pruebas scrológicas para detectar anticuerpos 

incluye neutralización viral, fijación de complemento, inhibición de la neuraminidasa, hemólisis 

radial simple y ELlSA (12). 

Para diagnóstico serológico, es importante colectar sueros tanto en la fase aguda de la 

enfennedad 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 enfennedad. Los 

sueros en fase convaleciente se colectan 14-28 días de~;pués del brote1
• Las mue&1ras de suero 

pareadas (agudo y convaleciente) se usan para comparar los niveles de anticuerpos antes y 

después de la infección. Por ejemplo, el suero puede probarse por lB para anticuerpos a un virus 

sospechoso. Un aumento cuádruple seriado en título de anticuerpos en el suero de la fase 

convaleciente es indicativo de infección reciente con ese particular virus de influenz..a. Los sueros 

se mantienen congelados hasta pro"arse, y puede agregarse azida de sodio (0.0 I %) como un 

conservador ( 12). 

REACCiÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA 

El método de amplificación de ácido desoxirribonucleico (ADN) por reacción en cadena de 

polimerasa (PCR, del inglés, polyrnerase chain reaction) es una técnica de biología molecular 

recientemente desarrollada (35) que pennite amplificar significativamente ADN, o bien ARN a 

través de un paso previo de transcripción reversa (RT-PCR). El proceso consiste de ciclos 

repetidos de síntesis de ADN específico, definido por extensiones cortas de APN 

preseleccionado. Dos oligonucleótidos se emplean como iniciadores para una serie de reacciones 

sintéticas que se catalizan por ADN polimerasa. La plantilla de ADN primero se desnaturaliza 

por calentamiento en presencia de un gran exceso molar de cada uno de los oligonucleótidos y 

los cuatro deoxinucleótidos trifosfatos (Adenina, Timina, Guanina y Citosina). La mezcla de la 
reacción se enfría a una temperatura que pennite a los oligonucleótidos iniciadores fijarse a su 

secuencia blanco, después de lo cual los iniciadores fijados son extendidos con ADN polimerasa 

termoestable. El ciclo de desnaturalización, fijación y síntesis de ADN es repetido usualmente 25 
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a 30 ciclos. Ya que los productos de una vuelta de amplificación sirven como plantilla para la 

próxima, cada ciclo sucesivo esencialmente duplica la cantidad del producto del ADN deseado. 

Esta técnica tiene aplicación en patología diagnó~1ica, microbiología, medicina forense, 

hematología y biología molecular, por su alta sensibilidad y especificidad, aunada a la rapidez de 

sus resultados (38, 58). Sin embargo, a la techa, por su CO~10, solo puede ser considerada como 

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

El principal interés para los patólogos sobre la técnica de PCR reside en el hecho de que la 

técnica pennite analiz.ar ADN, ó ARN si previamente se somete a transcripción reversa, de 

tejidos fijados en fonnalina e incluidos en parafina. Las aplicaciones son numerosas (41, 58), 

algunos antecedentes del empleo de la técnica de RT-PCR de muestras itlcluidas en parafina son: 

detección del virus del sarampión (27), detección del virus de la inmunodeficiencia en macaco 

rhesus (4), diferencias caracteristicas de los virus respiratorio sincitial de ovino, bovino y 

hum;üio (37), demostración de! virus coxsackie de niños con miocarditis (19), detec-eión del 

virus de la diarrea viral bovina (18), amplificación de AR.~m del gene receptor de estrógeno en 

cáncer de mama (33), detección ill si/u del virus de la hepatitis e (30), detección del '\1rus sin 

nombre", un hantavirus causante de un síndrome pulmonar característico (44). 

La RT-PCR ha sido recientemente empleada para detectar virus de influenza en órganos de 

patos (54), muestras de exudado faríngeo o nasal colectados de humanos y cerdos (43, 59). Más 

recientemente para tipificar y subtipificar los virus de influenza A y B (57) así como para la 

detección 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 diagnóstico de influenza 

aviar en tejidos incluidos en parafina de aves infectadas experimentalmente, y correlacionarlo con 

las características histopatológicas de diversos órganos de las aves inoculadas. 

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

La importancia de este estudio reside en contar con una prueba aplicable a estudios 

retrospectivos para la identificación de influenzavirus en fonna S<.'tlsible, específica y rápida, y 

contribuir al estudio de la patogénesis de este virus al definir los cambios histopatológicos 

causados por una cepa altamente virulenta aislada en México. Además se crea la expectativa de 

una técnica prometedora para e~1udiar aspectos importantes de la patogenia viral; como la 

diferenciación de los tejidos en los que ocurre replicación viral de aquellos en los que hay daño 

debido a alguna otra causa. Así, esta técnica es una alternativa a la búsqueda de partículas virales 

por microscopía electrónica, la cual no siempre es exitosa. Por otro lado, la combinación de RT­

PCR con histopatología es potencialmente aplicable a muchas otras situaciones en patología 

diagnóstica. 

OBJETIVOS ESPECÍf"ICOS E HIPÓTESIS 

1.- Establecer la prueba de transcripción reversa seguida de la reacción en cadena de polimerasa 

para la identificación del virus de influenza aviar a partir de tejidos incluidos en parafina. 

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

bien en tejidos incluidos en parafina. 

2. - Contribuir al estudio de )a patogenia de influenza aviar en diferentes órganos al correlacionar 

la detección del virus por RT-PCR con el análisis histopatológico de los mismos. 

En este sentido se esperaba que la dos técnicas no concordaran completamente, ya que los 

cambios histopatológicos podrían deberse a la respuesta inmune e inflamatoria, más que por el 

. eredo diredo del virus, ante una limitada replicación viral. 
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3.- Evaluar la reacción hacia el virus en diferentes órganos y de manera indirecta el tropismo 

viral, por histopatología a diferentes dosis del inoculo viral. 

Con esto se esperaba determinar el umbralo cantidad mínima necesaria de virus que resuhara en 

cambios histopatológicos de los órganos bajo estudio. 
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11. MATERIAl. V MÉ'J'O()OS 

Este trabajo se realizó en las instalaciones del Laboratorio de Alta Seguridad de la Comisión 

México-Estados Unidos para la prevención de la Fiebre Aftosa y otras enfermedades exóticas de 

los animales (CPA), Km. 15.5 de la carretera libre México-Toluca, Palo Alto, Delegación 

Cuajimalpa, México, D. F. El estudio histopatológico se llevó a cabo en el Depto. de Patología 

de la FMVZ de la UNAM, Ciudad Universitaria. Los estudios de RT-PCR se llevaron a cabo (."n 

el Departamento de Genética y Fisiología Molecular del Instituto de Oiotecnología de la UNAM, 

Cuemavaca, Morelos. 

ANIMALES DE EXPERIMENTACiÓN 

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

fénil de granjas libres de Salmollella, Newcastle, Laringotraqueitis, Bronquitis Infecciosa e 

Influenza, in~"bldo5 y ~riado5 en 115 inSlIII~iones de 111 ePA (34). 

VIRUS 

Se empleó el virus de Influenza Aviar altamente virulento AlCklQuerétaro/20/95 (H5N2) aislado 

en huevos embrionados de pollo de 9 a )) días de edad, por personal de la CPA del brote en el 

estado de Querétaro en 1995. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se tomó una muestra sanguínea de todas las aves para garantizar la seronegatividad en la prueba 

de inhibición de la hemaglutinación (IH) para Newcastle e Influenza. Se fonnaron 8 lotes con 10 

animales, cada lote se inoculó por vía endovenosa con 0.2 mi de una dilución decuple seriada a 

partir de 10-1 a 10-8 de líquido alantoideo infeccioso con 540 unidades hemaglutinantes. Como 

resultado de este estudio se calculó la dosis letal 50% en ponos (DLPso) por el método de 

Kirber (33). Diez aves pennanecieron como controles no inoculados. 
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ESTUDIO CLíNICO-PATOLÓGICO 

Las aves se revisaron diariamente con el registro de los signos clínicos y número de muertes. Se 

realizó el estudio macroscópico a la necropsia tanto de los controles como de los sobrevivientes, 

los que se sacrificaron por electrocución a los 15 días postinoculación. Se tomaron muestras de 

hígado, bazo, pulmón, rifión, páncreas, 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 J.l de espesor y se tiñeron con hematoxilina y eosina (H 

y E) de acuerdo a las técnicas descritas por Luna (32). Se cuantificó la existencia o no de lesión 

microscópica en los diferentes órganos bajo estudio, y se compararon con su correspondiente 

resultado en RT -PRe; en los casos con lesión microscópica; ésta se clasificó en discreta, 

moderada o grave en función de su extensión o abundancia para su relación con la dosis aplicada 

del inoculo viral. 

TRANSCRIPCiÓN REVERSA-REACCIÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA 

En la preparación de los reactivos para la extracción de ARN y RT-PCR se empicó agua 

destilada, desionizada2 y esterilizada en autoclave. Así mismo los amortiguadores con sales 

autoclaveables también fueron esterilizados. 

RT -PeR para muestras incluidas en parafina 

Extracción de ARN viral de muestras incluidas en parafina 

De los tejidos incluidos en parafina para RT-PCR: cerebro, pulmón y riñones, de un ave por 

dilución y sus correspondientes controles negativos, se tomaron de 3 a 4 secciones de 10 J.l de 

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

2 Aparato MilIiQ UF Plus, Millipore. Bedford, MA .• EUA 
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profunda con xilol al microtomo y navaja así como el uso de guantes con cambios frecuentes. 

Los cortes se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mi con la ayuda de palillos estériles. Lo 

anterior a fin de evitar el contacto con RNasas y la contaminación entre muestra y muestra (18, 

29). 

Las secciones se desparafinaron en base al protocolo de Gruber el al. (18) que consistió en: dos 

lavados con 500 f..ll xilol, mantenidas en agitación suave durante ) 5 minutos a temperatura 

ambiente, seguido de dos lavados con 400 f..ll de etanol absoluto, mantenidas en agitación suave 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de cada lavado se centrifugaron) a 14,000 

rpm durante 3 minutos, con eliminación del sobrenadante por decantación, salvo en la úhima 

centrifugación en la que se retiró el sobrenadante por aspiración con una micropunta estéril 

diferente para cada muestra. 

Para la extracción del ARN viral el material desparafinado se procedió como sigue: 1) Se 

suspendieron las muestras en 300-400 f..ll de amortiguador de digestión [Proteinasa K4 SOO 

f..lg/mI. TrilrHel 50 mM (pH 8.0), EDTA 20 mM, Sarcosi'" al 0.5%, mantenido en alícuotas a -

70° e] y se incubaron a 50° e durante 14 a 18 horas. 2) Los tubos se colocaron en agua en 

ebullición durante 8 minutos para inactivar la proteinasa ( 18). 3) Se centrifugaron s las muestras a 

14,000 rpm durante 10 minutos a 4° e y se recuperó el sobrenadante. 4) Se añadió 600 J-lI de 

solución de lisis GTe-Sarcosil (533 f..ll de agua, 40 f..ll de N-Iauril sarcosina al 10%, 26.6 f..ll de 

citrato de sodio 0.75 M, pH 7, 3.792 f..ll de J}-mercaptoetanol) a cada tubo y se mezcló en un 

vortex. S) Se añadió a cada tubo 80 f..ll de acetato de sodio 2M, pH 4; 300 f..ll de fenol saturado 

en agua y 300 f..ll de cloroformo, y se mezcló manualmente durante 30 segundos. 6) Se incubó 

durante IS minutos sobre hielo. 7) Se centrifugó 8 14,000 rpm durante 20 minutos 8 40 e y se 

transfirió el sobrenadante a otro tubo. 8) Se añadieron 500 J11 de cloroformo y se mezcló 

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

3 Tocios los prcx:esos ele centrifugado a temperatura ambiente se realizaron en una centrifuga Eppendoñ. Molelo ~41~C, 
Hamburgo, Alemania. 

4 Sisma Cbemical Company. St. Louis Missouri, EVA. 

, Todos las centrifilpaones I 40 se r.lizaron en una centrifuga Eppendoñ. Modelo ~402, Hamburgo, Alemanil. 
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colectó el sobrenadante y guardó en congelación a -700 e hasta su uso. Con el fin de precipitar 

ácidos nucleicos, a 250 J.11 de ARN se añadieron 25 ~d de acetato de sodio 3M, pH 5.2 Y 625 J.11 

de etanol absoluto, se dejó a -200 e al menos 30 minutos, se centrifugú a 14,000 rpm durante 20 

minutos a 4° e y se eliminó cuidadosamente el sobrenadante por a~'Piración; con cuidado de no 

retirar un sedimento blanco, aunque en ocasiones el sedimento es invisible. Se resuspendió el 

sedimento en 200 J.11 de agua y se purificó el ARN con el juego de reactivos RNaid®6 con el 

siguiente protocolo: 1) se añadieron 200 Jil de sales RNaid, 10 J.11 de polvo de vidrio y agitó 

suavemente durante 5' a temperatura ambiente. 2) Se centrifugó a 3,250 rpm durante 30 

segundos y se retiró el sobrenadante por decantación. 3) Se resuspendió el sedimento en 300 J.l1 

de solución de sales RNaid. 4) Se centrifugó durante 30 segundos a 3,250 rpm. 5) Se lavó dos 

veces con 500 J.l1 de solución de lavado RNaid. 6) Se centrifugó durante 1 minuto a 11,250 rpm 

y eliminó el sobrenadante por decantación la primera vez. la segunda por aspiración. 7) El 

sedimento se resuspendió en 30 Jil de agua e incubó en baño María durante 5' a 550 C. 8) Se 

~entrifugó a 14,000 rpm durante 2 minutos y se recuperó el sobrenadante, el que se conservó en 
congelación a -700 e basta su uso. 

Transcripción Reversa 

A partir de aquí se tomaron en cuenta los protocolos de Ausubel el al. (3) y Sambrook el al. 

(42). Para la obtención del ADNc se siguió el siguiente protocolo: 1) En un tubo de 

microcentrífuga de 0.6 mi se mezcló lo siguiente: 5 Jil de ARN purificado de cada muestra, 

1.625 Jil de agua, 0.625 J.l1 de oligoDucleótido Ex5 y 0.625 Jil de oligoDuclcótido Ex) (ver 

adelante, en selección de oligonucleótido). 2) Se incubó a 650 e durante 5'. 3) Se dejó enfriar 

durante ) minuto a temperatura ambiente. 4) Se añadió 2.5 .,tI de amortiguador RT 5,,' (Tris­

HCI 250 mM, MgCb 40 mM, KCI 150 mM, ditiotreitol 5 mM, pH 8.5), 1.6 J.l1 de dNTPs7 5 

mM, 0.4 J.l1 (12 U) de inhibidor de RNAsa de placentaS y 0.125 Jil de Transcriptasa Reversa 

, Bi~lOl, La Jolla, California, EVA. 

7 BoeIuinser Mannheim, Indianapolis, IN, EVA 

• RNAsin, Promesa, Madison, Wi, EVA 
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(AMV, 3 ut 5) Se incuhó a 42° e durante 30 minutos. 6) Se guardó en congelación hasta su 

uso, 

Reacción en Cadena de la Polimerasa WCR) de un paso 

Para el .'CR se siguió el siguiente protocolo: 1) En un tuho Eppendorf de 0,6 mi se mezcló lo 

siguiente: I J.l1 de ADNc, 7.375 J.l1 de agua, 1.25 J.lI de amortiguador .'CR 10x + Mg9 (Tris-HCI 

100 mM, MgCb 15 mM, KCI 500 mM, pH 8.3), ) J.l1 de dNTI's 2 mM, 0.5 J.l1 de MgCh 25 

mM IO
, 0.625 J.l1, 20 J.lM de cada uno de los oligonucleótidos In5 e In3 (ver adelante pares de 

oligonucleótidos usados en PCR y tamaño del fragmento producido), O.) 25 J.l1 de DNA 

polimerasa Taq (0.625 U)lI. 2) Se añadieron 2 gotas de aceite mineral. 3) La reacción se llevó a 

cabo por 30 ciclos en un termocicladorl2 con los siguientes tiempos y temperaturas: 

desnaturalización a 94° C durante 45" (1.5 minutos sólo para el primer ciclo), fijación 

(hibridación) a 50° e durante 60" y e~1ensión a 72° e durante 90". Al final se empleó un paso de 

extensión final de 7 minutos a 72° C. 4) Se transfirió la rase acuosa a otro tubo y se guardó en 

congelación hasta su uso. 

PCR doble semianidado 

Para el PCR semianidado, en un primer paso de amplificación (primer PCR), se siguió el mismo 

protocolo que para el PCR de un paso, con las siguientes modificaciones: 1) se ensayó el juego 

de oligonucleótidos SupEx5/1n3 ó In5/ln3. 2) En el termociclado se empleó una temperatura de 

fijación de 45 Ó 50° C durante 60 segundos y un tiempo de extensión de 90 segundos. Para el 

segundo paso de amplificación (segundo PCR) se procedió igual al primer PCR con las 

siguientes modificaciones: 1) Se empleó I ~I del producto del primer PCR en lugar del ADNc. 

• 80ehrinyer Mannheim. Indi .... polis. IN. EUA. 

ID U concentración final de M8 es 2.5 mM. 

11 ~Iificasa, Biotecnologías Universitarias, México, D.F. 

12 Perkin-E1mer Cetus, Norwalk, EUA. 
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0.625 III de oligonucleótido In5, 20 mM, 0.625 J.11 de oligonuclcótido In3, 20 mM. 2) La 

reacción se terrnocicló con una temperatura de fijación de 50° C. 

PCR doble anidado 

Para el PCR anidado, en un primer paso de amplificación (primer PCR), se siguió el mismo 

protocolo que para el PCR de un paso, con las siguientes modificaciones: 1) se ensayaron l ó 2 

J.11 de ADNc. 2) se ensayó el juego de oligonucleótidos Ex5IEx3 en concentraciones de 20 J.1M ó 

0.5 J.1M (18).3) En el terrnociclado se empleó una temperatura de fijación de 45 ó 50° e durante 

60 segundos y un tiempo de extensión de 90 ó 50 segundos. Para el segundo paso de 

amplificación (segundo PCR) se procedió igual al primer PCR con las siguientes modificaciones: 

l) Se empleó l J,11 del producto del primer PCR en lugar del ADNc, 0.625 J,11 de oligonucleótido 

In5, 20 J.1M, 0.625 J.11 de oligonucleótido In3, 20 J.1M. 2) La reacción se terrnocicló con una 

temperatura de fijación de 50° C. 

Analisis del ADN amplificado 

Cuatro J,11 de cada producto del RT-PCR anidado se corrió en geles de agarosa al 1.5% con un 1 

J.11 de amortiguador de muestra 6x (azul de bromofenol 0.25%, Xileno cianol FF 0.25%, glicerol 

en agua 30%) en amortiguador TAE Ix (Tris 0.04 M, Acetato de Sodio 0.02 M, EDTA 0.001 

M, pH 8.2) Y 0.5 J,1g1rnJ de bromuro de etidio, durante 1.5 horas a 95 Volts (42). El gel se 

fotografió en un transiluminador de luz ultravioleta l3
• 

También 4 J.11 del producto del PCR se corrió en geles de poliacrilamida de 15 cm al 12%, bajo la 

siguiente fórmula: 7.7 mi de agua, 3.8 mi de Tris 2M, pH 8.8, 7.92 mi de acrilamidii~bis 

acrilamida 30:0.8, 450 •. tI de persulfato de amonio al 10% y 11 III de Temed (N,N,N"N'. 

tetrametiletilenodiamina). Los geles se corrieron en amortiguador Tris-Glicina (tris 25 mM, 

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

l3 Easle Eye, Stratagene, La Jolla, Califonnia, EUA 
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de ADN se detectaron con tinción de pinta con el siguiente protocolo: 1) El gel se fijó durante 

30 minutos con agitación constante en una solución de: 19,8 mI de etanol absoluto, 0.2 mI de 

ácido acético glacial y 180 mi de agua. 2) Se retirb la solucibn ~jadora y se añadieron 200 mi de 

solución de nitrato de plata, 10.79 mM, durante 30 minutos en agitación constante. 3) Se retiró 

la solución de plata, se enjuagú dos veces brevemente con agua y se añadió la soluciún 

reveladora (14 mi de hidróxido de sodio 10 M, 1.6 mi de fonnaldehído al 38% y cbp 200 mi de 

agua) con agitación constante hasta la aparición de bandas. 4) Se retiró la solución reveladora y 

se añadió ácido acético glacial al 10% para detener la reacción. 

Para fines de ilustración se corrieron 8 ~I de una muestra de pulmón, SNC y riñón con sus 

controles negativos correspondientes, así como líquido alantoideo positivo y negativo. 

Obtención del control positivo inicial de la RT-P(~R a través de la detección de ARNm de 

p-actina murina con el método RNaid®14 (polvo de vidrio) con sales y sin sales. 

Con el fin de contar con un control positivo inicial para la té(''1lica de RT -PCR se siguió un 

protocolo para la detección de ARNm de fl-actina murina en hazo. Con e~1e ensayo se demostrú 

que se tenían las condiciones necesarias para amplificar un ARNm muy abundante y se optimizó 

la cantidad de sales usada en un paso de extracción de ARN: 1) Se extrajo el hazo de un ratón 

BALB/c, hembra de aproximadamente 6 semanas de edad y congeló enhielo seco. 2) Se 

homogeneizó en un homogeneizador con brazo de teflón (capacidad para 10 mi) sobre hielo con 

2 mi de amortiguador de lisis sin sarcosil (tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM, 

pH 7, (J-mercaptoetanol 0.1 M). 3) Después de homogeneizar se añadió N-Iauril sarcosina al 

10% para una concentración final de 0.5%. A cada 500 ,d del homogeneizado se le añadió: 50 J,ll 

de acetato de sodio 2 M, pH 4.0, 300 ~I de fenol y 300 ~I de clorofonno. 4) Se mezcló en un 

vortex durante 30", se incubó 15' sobre hielo y se centrifugó durante 20' a 4° Ca 14,000 rpm 

5) El sobrenadante se transfirió a otro tubo, al que se le agregaron 500 fll de c1orofonno, se 

14 Bio-IOI. La Jolla. California 92038. 
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mezcló en un vortex durante 30" y se repitió proceso de centrifugado, 6) Se colectó el 

sobrenadante y se añadió: 

Sin sal Con sal 

Agua - 250 J.l1 

Sol. de sales RNaid - 250 J.l1 

Amortiguador de lisis 500 J.l1 -
Polvo de vidrio RNaid 10 J.l1 10 J.l1 

7) Se agitó suavemente durante 5' a temperatura ambiente y se centrifugó 30" a 3,250 rpm a 

temperatura ambiente. 8) Se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en: 

Sin sal Con sal 

Solución de sales RNAid - 300 J.ll 

Solución de lavado RNAid 500 J.l1 -

9) Se centrifugó 30" a 3,250 rpm a temperatura ambiente. 10) El proceso de lavado (paso 8) se 

repitió dos veces, con una centrifugación final de l' a 11,250 rpm a temperatura ambiente. 11) 

El sedimento se resuspendió con 50 J.l1 de agua, se incubó 5' a 55° C en baño María, se 

centrifugó durante 2' a 14,000 rpm y se recuperó el sobrenadante. 

Transcripción Reversa 

Para la obtención del ADNc se siguió el siguiente protocolo: 1) En un tubo Eppendorf de 0.6 mi 

se mezcló lo siguiente: 5 J.ll de ARN purificado de cada muestra, l .625 J.ll de agua, 1.25 J.ll de 

06go dT-J615
, 0.5 J.lg/J.ll. 2) Se incubó a 65° e durante 5 minutos. 3) Se dejó enfriar durante I 

minuto a temperatura ambiente 4) Se añadió 2.5 J.l1 de amortiguador RT 5x, 1.6 J.l1 de dNTPs 5 

mM, 0.4 J.l1 (12 U) de inhibidor de RNAsa de placenta, 0.125 J.l1 de Transcriptasa Reversa 

u Sintetizado en la Unidad de Síntesis Química de Macromoléculas del IBT. UNAM, Cuernavaca, Morelos. 
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(AMV, 3 lJ). 5) Se incubó a 42° C durante 30 minutos. 6) Se guardó en congelacii)O hasta su 

uso, 

Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Para el PCR se siguió el siguiente protocolo: 1) En un tubo Eppendorf de 0.6 mi se mezcló lo 

siguiente: I ,.11 de ADNc; 7.375 ~1 de agua; 1.25 ~I de amortiguador PCR 10x + Mg; I ~I de 

dNTPs, 2 mM; 0.5 ~I de MgCh, 25 mM; 0.625 ~I de oligonucleótido 5', 20 ~M; 0.625 ~I de 

oligonucleótido 3', 20 ~MI6; 0.125 ~I de DNA polimerasa Taq (0.625 U). 2) Se añadieron dos 

gotas de aceite mineral. 3) La reacción se llevó a cabo por 30 ciclos en un tennociclador con los 

siguientes tiempos y temperaturas: desnaturalización a 94° e durante 45 segundos (1.5 minutos 

únicamente en el primer ciclo), fijación a 60° e durante 60 segundos, extensión a 72° C durante 

90 segundos. Un paso de extensión final de 7 minutos a 72° C. 4) Se transfirió la fase acuosa a 

otro tubo y se guardó en congelación hasta su uso. 

Análisis del ADN amplificado 

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

como se describió para los tejidos incluidos en parafina. 

Obtención de control positivo y negativo para RT -PeR a partir de líquido alantoideo 

Se inocularon vía cavidad alantoidea, 0.2 mi de la cepa altamente virulenta 

A/CklQuerétaro/20/95 y 0.2 mi de la cepa apatógena A/CklMéxico/294/94 en embriones de 

pollo libres de patógenos específicos (SPF), se cosechó el líquido alantoideo a las 48 y 72 horas 

respmÍVamente. A 0.2 ml del líquido alantoideo de embrión de pollo sin mocular y a un volumen 

igual para los embriones inoculados, se les añadió: 1) 0.5 mi de solución de lisis tiocianato de 

guanidina-sarcosil (4 mi de tiocinato de guanidina (GCT) 6 M, 1.5 mi de agua, 0.3 mi de sarco sil 

.6 S' ATGGATGACGAT ATC GCTy 3' ATGAGGTAGTCTGTC AGGT. Sintetizados en la Unidad de Síntesis 
Química de Macromoléculas del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuemavaca, Morelos. 
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al 10%,0.2 mi de citrato de sodio 0.75 M, pH 7 Y 38 ,.11 de ri-mcrcaptoetanol) y se pipeteó de 7 

a 10 veces. 2) Se añadió a cada tubo 50 J.11 de acetato de sodio 2M, pH 7.4, 300 J.d de fenol y 

300 f.1I de clorofonno, se mezcló en un vortex durante 30", se incubó 15' sobre hielo, se 

centrifugó durante 20' a 14,000 rpm a 4° C y se transfirió el sobrenadante a otro tubo. 3) Se 

añadió 500 td de clorofonno, se mezcló en un vortcx durante 30", se centrifugó durante 10' a 

14,000 rpm a 4° e, se colectó el sobrenadante y se congeló a -70° e hasta su uso. 

Purificación de ARN del líquido alantoideo con el método del RNaid 

Para la purificación del ARN de líquido alantoideo con el método del RNaid se siguió el 

protocolo empleado para los tejidos incluidos en parafina, con UD volumen de 250 mi de ARN de 

líquido alantoideo para el control negativo, control positivo cepa apatógena y control positivo 

cepa virulenta. 

Transcripción Reversa 

Para la transcripción reversa se procedió igual que para los tejidos incluidos en parafina, con el 

ensayo de los oligonucleótidos SupEx51ln3 para los ensayos de optimización del PCR con 

líquido alantoideo y como control a lo largo de los experimentos con tejidos incluidos con 

parafina. Los oligonucleótidos Ex3 ó Ex5/Ex3 se emplearon paralelamente cuando se ensayaron 

en muestras incluidas en parafina. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Para el PCR se procedió de igual manera que para Jl-actina, con el empleo del juego d~ 

oligoDucleótidos SupExSlln3 para el ensayo de diferentes temperaturas de hibridación (42°, 50° 

y 60° C) y diferentes concentraciones de MgCh (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 oligonuc1eótidos In511n3 se 

probó a diferentes concentraciones de MgCh (1.5,3.0,4.5 Y 6.0 mM) y en PCR doble. Eljuego 

de oligonucleótidos Ex5/Ex3 se empleó a una concentración de 0.25 mM en el primer PCR y el 
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In5/ln3 a una concentración 20 mM para el segundo PCR como control en las muestras 

definitivas de los tejidos incluidos en parafina, 

Análisis del ADN amplificado 

Para el análisis del ADN amplificado se llevó a cabo en geles de agarosa al 1.5% en las mismas 

condiciones descritas para muestras incluidas en parafina. Algunas de las mue~1ras analizadas se 

seleccionaron para elaborar ilustraciones, y con este fin se aplicaron a geles de poliacrilamida de 

15 cm al 12% como se describió anteriormente, 

Selección de los oligonucleótidos iniciadores 

Se confrontaron las 18 secuencias de la hemaglutinina H5 del virus de influenza aisladas en 

México, reportadas en el banco de genes, con algunas cepas extranjeras para obtener secuencias 

consenso y gráficas de similaridad J 7, con esto se seleccionaron las siguientes secuencias como 

oligonucleótidos iniciadoresl9
: 

SupEsS: Oligonucleótido (sentido hacia adelante): 

5' TOO OOA ATI CAT CAC CCT 3' (base 614-631) 

EsS: Oligonucleótido iniciador externo (sentido hacia adelante): 

5' OOA GAC TCA GCA ATC ATG A 3' (base 866-883) 

IDS: Oligonucleótido iniciador interno (sentido hacia adelante): 

S' GGGGAGTGC CCC AAGTAT GT 3' (base 986-1,004) 

1Dt3: Oligonucleótido iniciador interno (sentido hacia atrás): 

S' CCT GCT ATT GCT CCA AAT AOO CC 3' (base 1,081-1,101) 

Ed: Oligonucleótido iniciador externo (sentido hacia atrás): 

s' CCA TIC CCT GCC ATC CCC C 3' (base 1,112-1,130) 

17 Prosrama: GCG (Gcnctics Computer Group.lnc.). Madison. Wisconsin. l. SintetiDdos en la Unidad de Síntesis Química de MacromolécuJas dellnstituto de Biotecnología de la UNAM. 
·CuemavKa. Momos. 
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Pares de oligonucleótidos empleados en PCR y tamaño del fragmento producido19
, 

OLlGONUCLEÓTIOOS tamaño del ADN amplificado (pb) 

cepa virulenta cepa apatógena 

SupEx5,ln3 488 476 

ExS, Ex3 265 2S3 

IlnS, In3 116 104 

Tratamiento estadístico 

Se realizó una prueba de homogeneidad y una medida de concordancia (Kappa de Cohen) para 

comparar los resultados por histopatología y RT-PCR. Se definió la significancia como un valor 

p menor a O,OS. 

19 La diferencia en el tamaño del producto esperado entre la cepa virulenta y apatógena se explica porque dentro de las cepas 
mexic:anal lCCuau:iadas disponibles en el banco de genes, todas las cepas virulentas presentan la inserc:ión de dos 
aminoácidos, lisina en la posición -5 Y arginina en la posición -6 de la HA 1, Y la cepa virulenta empleada AlCklQro.l20/95 
presenta la inserc:ión adicional de lisina en l. posición -7 y arginina en la posición -8 (Dr. M. fraire. comunic:ación 
personal). 
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111. Rt:SlILTAI)OS 

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

la cual correspondió a un título de 108.7 dosis letales de pollo al 50% (DU'so)/ml. 

SIGNOS CLíNICOS 

El lote control no presentó mortalidad ni signología clínica. 

En los lotes experimentales, a las 24 horas post inoculación, se encontró una mortalidad del 

12.5% con las DLPso 108
, 107 Y 106

. La mayoria de las sobrevivientes en estos lotes presentaban 

depresión, con la cabeza apoyada sobre el pecho, postración, pluma erizada, ojos cerrados o 

semicerrados con hiperemia periorbital, fiebre (42 OC) en las aves deprimidas pero de pie (fig. 1), 

seguida de hipotermia (40.4-40.6) en las postradas, y una reacción violenta e ¡n coordinada muy 

breve a los estímulos sonoros. 

Para las 48 boras todos los lotes presentaban mortalidad y signos clínicos. A la signología 

descrita previamente se agregó congestión de la piel. cresta y barbillas, manchado equimótico de 

patas, heces de color verde esmeralda y una reacción de intolerancia (probablemente dolorosa) a 

estímulos táctiles. Se pudo apreciar por la revisión diaria de los comederos disminución del 

consumo, gradual por lotes, de prácticamente vacíos en las aves inoculadas con la más baja dosis 

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

A las 72 horas de la inoculación existía una mortalidad acumulada del 51.25%. Se apreció 

hinchazón de cabeza y patas, algunas con un tono cianótico de piel, cresta, barbillas, orejuelas y 

párpados, un manchado equimótico mucho más evidente en patas, cambio de voz en una ave y 

otra con signos nerviosos consistt'" Jte en un movimiento lento de la cabeza bacia atrás y su 

retomo a su posición normal de un solo golpe, a manera de opistótono. 
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Para el cuarto día fue evidente una signología nerviosa en varias aves, marcha ¡n coordinada con 

caída de ala, ataques convulsivos terminales con tortícolis. Las heces cambiaron a un color café­

amarillento en líquido mucoso transparente. En cre~1a y barbillas empezó a notarse un color 

obscuro (necrótico) en áreas focales en las puntas o en la base y en algunos casos en toda la 

cabeza: cre~1a y/o barbillas, orejuelas, párpados y cara (6g. 2). 

En los siguientes días se presentaron combinaciones de la signología antes descrita en diferentes 

grados, en general más afectadas las inoculadas con altas dosis de vims. 

HALLAZGOS MACROSCÓPICOS 

En el lote control dos aves presentaron ascitis moderada y en las demás no se encontraron 

lesiones macroscópicas evidentes. 

Las aves que muneron dentro de las pnmeras 24 horas se en~ontro a la ne~rop5ia una ~onge~ion 

generalizada en especial en pulmones, seguido de riñones, bazo, hígado, piel y masas musculares. 

Así como hemorragias petequiales en corazón, en especial en el surco coronario (lig. 3) Y 

serosas. Algunas aves presentaron ascitis moderada. 

Para el segundo día los hallazgos fueron semejantes al primer día, con la diferencia que para las 

aves de las primeras tres diluciones, la congestión en piel fue mucho más evidente junto con 

cianosis en cresta y barbillas. Algunas presentaron vasos sanguíneos muy evidentes (hiperemia) 

en sistema nervioso central (6g. 4) e intestino; úlceras y hemorragias petequiales en 

proventrículo (fig. 5) Y bajo la cutícula del ventrículo, así como ascitis moderada. Para las 

diluciones restantes los pulmones se apreciaban de un color normaL un rojo brillante o un rQjo 

obscuro. 

Los días restantes se observaron combinaciones de lo anterior, en diferentes grados de afección, 

con casos de edema subcutáneo en cabeza, quilla, pierna y muslo (6g. 6); hígados con una 

coloración no unifonne, tonos rojos más claros, café y amarillo, bazo pálido y/o con hemorragias 

1.7 MVZ Roberto Padilla Noriega 



HIE'LUENZI\ I\VlAr.: Dll\GN6s'rrco pon 'l'RI\NSCl'.IPcr6H REVEP.SI\-ItEJ\CClÓN ~:N CJ\L)ENI\ DE I,J, 1'0LIMI~PJ\SI\ (In·· 
pep.) E 111 5TOPI\TOLOG11\ ~;N I\VB:S wn:C'l'J\LJI\S ~:XPERlI'¡¡'~N'rl\lIMg~j'n; 

subcapsulares y algunos casos con hemorragias en ciegos. opacidad en sacos aéreos y dos casos 

con áreas hemorragias en mucosa esotagica. 

HALLAZGOS MICROSCÓI'ICOS 

Los únicos hallazgos microscópicos de las aves control fueron: En hígado escaso infiltrado 

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

La clasificación de los hallazgos histológicos de las ave!> inoculadas se encuentran tabuladas en el 

cuadro No. 2, donde las observaciones perdidas incluyen cambios autolíticos y problemas 

técnicos de sobrecalentamiento en el histoquinette. A continuación se da una descripción 

resumida de los hallazgos histopatológicos de cada órgano. con las características que se 

tODUlron en cuenta para incluirlas dentro de los criterios de clasificación fijados, 

Secciones pulmonares 

Se observaron congestionados y con edema perivascular e intersticia~ al que se suma un 

infiltrado inflamatorío mononuclear perivascular e intersticial, acompañado de un infiltrado 

heterofilico discreto en algunos casos, disminución de la población linfoide o destrucción del 

tejido linfoide en casos más graves (fig. 7) Y un caso de bronconeumonía piogranulomatosa. En 

8 casos de 66 cortes que se valoraron se encontraron trombos en arterias y venas de pequeño y 

mediano calibre (fig. 8). En algunos casos el epitelio ciliado bronquial presentó infiltrado 

mononuclear discreto, núcleos con cariorrexis y vacuolización del citoplasma. El cuadro 

histopatológico de las sobrevivientes se caracterizó por congestión, edema, tejido linfoide 

reactivo e hiperplásico. Para el grado de leGión discreta se consideró la presencia de congestión, 

edema, ligero infiltrado mononuclear, incluso algunos heterófilos y disminución de la población 

linfoide; lesión moderada, cuando la caracterización previa se acompaña de picnosis moderada 

del tejido linfoide; y lesión grave, con destrucción extensa de la población linfoide. 
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Secciones rl.'t1alcs 

Se observó congestión, con necrosis tubular aguda (fig. 9), más frecuente y severa en los túbulos 

contorneados proximales. Algunos casos con infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial. 

infiltrado inflamatorio mononuclear multifocal y en ocasiones un infiltrado discreto de heterófilos 

(nefritis intersticial) y necrosis multifocal. Se detectó un trombo venoso en una ave inoculada 

con 105 DLP50, fallecida 5 días postinoculación. El riñón de las sobrevivientes presentan un 

infiltrado intersticial y/o acúmulos linfoides nodulares abundantes. Para el grado de lesión 

discreta se incluyó la presencia de congestión y escasa picnosis en el epitelio de los túbulos 

contorneados proximales~ lesión moderada, con infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial, 

presencia de heterófilos y picnosis moderada en epitelios de los túbulos; lesión grave, con 

necrosis epitelial extensa de los túbulos. 

Se~~iones de Sistema Nervioso Central (SNC) 

Se apreció congesiión, hiperemia, g1iosis muhifocal, necrosis con gliosis reactiva muhifocal. 

vacuolización de la sustancia blanca, infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular, 

característico de encefalitis no supurativa (fig. 10), meningitis no supurativa, degeneración y 

necrosis neuronal, y focos mínimos de neurofagia. En los encéfalos de las aves sobrevivientes se 

aprecia una disminución gradual de las lesiones, en función de la dosis empleada; de infiltrado 

perivascular, focos g1iales, cambios neuronales y vacuolización leve con 103 DLPso a 

prácticamente normal en un caso con 10 DLPso. Se incluyó como lesión discreta aquellos casos 

que presentaron escasos focos g1iales; lesión moderada, focos g1iales multifocales ~on necrosis; y 

como lesión grave, la infiltración de células mononucleares perivasculares. 

Secciones hepáticas 

Se apr~ió congestión, esteatosis de gota pequeña, dilatación de sinusoides con presencia de 

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

triada porta, áreas multifocales de necrosis hepatocelular que incluye acúmulos de células 
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inflamatorias presentes (lig. 11). Se detectú vasculitis en una arteria de mediano caiibre en un 

ave inoculada con 100 DLP.so, sacrificada a los 15 días postinoculación. Los criterios de 

inclusión dentro de la clasificación fueron: lesión discreta; e~1eatosis, pérdida de la arquitectura, 

presencia de eritrocitos en sinusoides e infiltrado perivascular de más de tres capas de células; 

lesión moderada, infiltrado mononuclear perivascular amplio y/o áreas multifocales de necrosis 

coagulativa pequeñas y escasas; lesión grave, lin'onecrosis del infiltrado inflamatorio 

mononuclear perivascular y/o áreas amplias de necrosis coagulativa. 

Secciones esplénicas 

Se aprecian congestivos y/o anémicas con acúmulos subcapsulares de eritrocitos (hemorragias), 

pigmento ocre (hemosiderina), proliferación de células plasmáticas, necrosis de tejido linfoide y 

de células reticulares (fig. 12), Y la presencia de trombos venosos en una ave inoculada con 104 

DLP~ fallecida a las 48 horas postinfección. A partir de los 4 días postinoculación, en el 20% de 

las aves, fue evidente la presencia de células plasmáticas con cuerpos de Russell (fig. 13). Los 

criterios de inclusión fueron: lesión discreta, la proliferación de células plasmáticas, disminución 

de la población linfoide y muy escasos núcleos en picnosis y cariorrexis; lesión moderada, con 

linfonecrosis; lesión grave, linfonecrosis extensa sin centros germinales discernibles. 

Secciones pancreáticas 

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 inclusión fueron: lesión discreta, con pequeñas 

vacuolas acinares incluso distribuidas en todo el corte y/o un infiltrado inflamatorio mononuclear 

o heterófilo focal o multifocal escaso; lesión moderada, vacuolización moderada e infiltrado 

inflamatorio multifocal; lesión grave, células acinares con vacuolización densa, necrosis 

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

Degeneración vacuolar en células epiteliales, disminución de la población linfoide en la 7.ona 

medular y en casos más graves en zona cortical, congestión, hiperemia, formación de quistes 

tanto en epitelio (fig. 16) como en el folículo (fig. 17), necrosis linfoide y epitelial. Los criterios 

de inclusión fueron: lesión discreta, disminución de la población Iinfoide en zona medular, 

congestión o hiperemia, pequeñas formaciones quísticas; lesión moderada, picnosis y 

fragmentación nuclear epitelial y/o Iinfoide; lesión grave, linfonecrosis extensa. 

Secciones de cresta 

Se apreció congestión, hiperemia, infiltrado inflamatorio perivascular en dermis profunda, 

paniculitis, infiltrado inflamatorio mononuclear y heterófilos en dermis superficial (fig. 18), 

necrosis multifocal en dermis superficial con implicación de epidermis, 34 casos de necrosis 

fibrinoide y trombosis de arterias y venas de pequefio calibre de la capa central próximos a la 

capa intermedia de la dermis, sobre todo en los casos de necrosis epitelial extensa. Los criterios 

de inclusión fueron: lesión discreta, con hiperemia, algo de infiltrado inflamatorio mononuclear o 

heterófilo; lesión moderada, con picnosis o cariorrexis moderada del epitelio, infiltrado 

inflamatorio mononuclear o heterófilo; lesión grave, con necrosis epitelial extensa. 

Secciones de intestino delgado 

Se observó hiperemia en punta de vellosidades, necrosis del epitelio de las vellosidades y criptas 

intestinales, degeneración vacuolar en lámina propia, necrosis de punta de vellosidades y erosión. 

Los criterios de inclusión fueron: lesión dj~reta, hiperemia en punta de vellosidades, fusión de 

vellosidades, algo de erosión, vacuolización en lámina propia; lesión moderada, cariorrexis 

moderada de epitelio de las vellosidades y criptas de Lieberkühn; lesión grave, con necrosis 

epitelial extensa en vellosidades y criptas intestinales. 
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Secciones de tonsilas ceca les 

Se detectó proliferación de células plasmáticas, disminución de la población linfbide y 

linfonecrosis (fig. 19). En esta área, en cinco casos se observaron abscesos crípticos intestinales. 

Los criterios de inclusión fueron: lesión discreta, disminución de la población linfoidc, 

proliferación de células plasmáticas e incluso picnosis ligera; lesión moderada, linfonecrosis en 

los centros genninales; lesión grave, linfonecrosis sin centros genninales discernibles. 

TRANSCRIPCiÓN REVERSA-REACCIÓN EN CADENA DE LA "OLlMERASA 

La prueba de RT-PCR se hizo inicialmente para RNAm de JJ-actina de ratón debido a que este es 

muy abundante, y se disponía de los oligonucleótidos necesarios. El ensayo consistió de 

extracción de RNAm con tiocianato de guanidina, puri6cación por adsorción a polvo de vidrio 

con el sistema RNAid (Bio-IOI), transcripción reversa usando oligo dT como cebador, y PCR 

en presencia de oligonucleótidos específicos. Con este sistema se optimizó la cantidad de sales a 

usar en la puri6cación de RNA, ya que el proveedor indica que el rendimiento de RNAm 

pequeño 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 específico, de aproximadamente 550 pb, en presencia de sales (6g. 20), por 

lo que en ensayos posteriores se usaron sales para puri6car RNA 

Como segundo paso para montar el método se ampli6có por RT-PCR RNAm de la 

hemaglutinina del virus de influenza usando material no incluido en parafina. Se empleó líquido 

aIantoideo procedente de huevos embrionados inoculados con virus virulento cepa 

NCk/Qro./20/95, cepa apatógena A1Méx.l294/94, y como control se utilizó líquido alantoideo 

de huevos embrionados SPF sin inocular. 

En los experimentos iniciales se usaron los oligonucleótidos SupEx5 e In3 tanto para la 

transcripción reversa como para el PCR, y se optimizaron las temperaturas de fijación y la 

concentración de Mg ++ en el PCR. 
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Al probar las temperaturas de fijación de 45° e, 50° e y 60° e, se obtuvo rendimiento similar de 

c()NA del peso molecular esperado, 488 pb para la cepa virulenta y 476 pb para la cepa 

apatógena, a 45 y 50° C, observándose una mayor cantidad de material de peso molecular bajo 

(barrido) a 45° e, mientras que a 60° e no se recuperó la banda del cDNA e!iperado. 

Para las cuatro concentraciones probadas de MgCb se apreció una disminución en la intensidad 

de las bandas con las concentraciones de 4.5 y 6.0 mM y muy sem~jante para las concentraciones 

para 1.5 y 3.0 mM (fig. 21). 

En experimentos posteriores, se usó un segundo juego de oligonucleótidos, In5 e In3 en el PCR, 

usando como plantilla el cONA producto de la transcripción reversa con los oligonucleótidos 

SupExS e In3. Con la cepa virulenta se obtuvo la banda esperada de 116 pb, producida a partir 

de los oligonucleótidos In5 e In3, y una banda adicional de 488 pb producto de los 

oligonucleótidos SupEx5 e In3. La presencia en e&1e ensayo del oligonucleótido SupEx5 es por 

acarreo con el producto de la transcripción reversa, ya que este no se purifica antes de hacer el 

PCR. En ,ontnlste ,oó este resultado, a panir de la ~epa apatogenil se obtuvo la banda esperada 
de 104 pb, pero no la banda adicional de 476 pb que se esperaba por el acarreo del 

oligonucleótido SupEx5. Así mismo, el control negativo de líquido alantoideo SPF no produjo 

banda (fig. 2 I ). 

Al aplicar el RT-PCR a tejidos incluidos en parafina, almacenados 6 meses después de la 

inclusión, procedentes de aves infectadas con virus virulento, no hubo formación de bandas con 

el PCR normal, por lo que se ensayó un PCR doble semianidado con el empleo del juego de 

oligonucleótidos SupEx511n3 en el primer PCR e In511n3 en el segundo PCR. Con este sistema 

se obtuvieron bandas débiles o no hubo banda en algunas muestras, por lo que se decidió diseñar 

el juego de oligonucleótidos Ex5fEx que permitieron reali1.ar PCR anidado. En el diseño del 

PCR anidado se escogió que ambos productos, de 265 y 116 pb para el primer y segundo PCR, 

respectivamente, fueran de un tamaño pequeño con lo que se esperaba que sea capaz de detectar 

ácidos nucleicos del virus Influenza que hayan sufrido degradación por el almacenaje, como se 
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e~"era que ocurra en cierta medida en tejidos incluidos en parafina y almacenados por muchos 

años, Sin embargo, la sensibilidad del PCR anidado no fue mejor que la del semianidado, quizá 

debido a que las muestras no fueron almacenadas muchos años. 

Se optimizó el PCR anidado usando una mayor cantidad de cDNA en el primer PCR, 2 J.l1, con 

lo que aumentó la intensidad de las bandas ligeramente, pero con un mayor trasfondo (barrido), 

y con el empleo de oligonucleótidos diluidos 1/40 (0.5 J.lM) en el primer PCR el trasfondo 

disminuyó ligeramente. Otras condiciones que se ensayaron durante la optimización, 

concentración de Mg H Y disminución del tiempo de extensión de 90" a 50", no tuvieron efecto, 

quedando la concentración de Mg
H 

fijada a 2.5 mM y el tiempo de extensión en 50". 

Una vez que se fijaron las condiciones del PCR anidado, se aplicó el ensayo de RT -PCR a 24 

muestras de pulmón, SNC y riñón de aves inoculadas con 10 a 108 DLP.so del virus influenza 

A1CklQro./20/95.· Se amplificó cDNA del tamaño esperado, 116 pb, en 8/8 casos de pulmón, en 

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

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

En la comparación de los resukados por histopatología con la detección del virus por RT-PCR, 

se probó estadísticamente (p < 0.05) que las dos técnicas concuerdan (Anexo 1), esto con una 

aka concordancia (K = 0.911)(Anexo 2). 
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IV.DIS<:tJSIÓN 

Los signos clínicos de c!!o1e e!!o1udio no difieren a las descripciones generales dadas para la 

enfennedad (8, 12). Los hallazgos en este estudio revelan que la cepa A/CklQuerétaro/20/95 

(H5N2) empleada difiere en algunos aspectos de lo reportado para otras cepas altamente 

vimlentas, que podemos resumir en que esta cepa conjuga el daño producido por diferentes 

cepas en una presentación más grave, quizá con mayor similitud a los hallazgos reportados por 

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

Es muy probable que el grado de ascitis que presentaban las aves se exacerbó por el daño 

vascular, de hecho se señala que en el diagnóstico diferencial de ascitis en aves de corral se debe 

considerar la ascitis secundaria al daño hepático o vascular más que a falla cardiaca derecha (12); 

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

Es pertinente señalar que la presencia de las pequeñas acumulaciones de células linfoides en el 

hígado de las aves control, alrededor de triadas pOlta y menos comúnmente en cualquier parte 

del parénquima se consideran normales (39). 

La destrucción extensa y grave del tejido linfoide sólo se ha reportado con el VIruS 

Ty/Ontario/7732/66 (H5N9) (53), pero a diferencia de éste, aquí si hubo lesiones significativas 

en otros órganos. Aquí cobra sentido la afirmación que "las cepas más virulentas tienen una 

afinidad por macrófagos y linfocitos y causa una enfennedad sistémica mucho más grave" (39). 

Sin embargo, van Campen el al. (52) encontraron que los linfocitos y macrófagos infectados no 

producen virus infeccioso. Al parecer el mecanismo implicado en la destrucción del tejido 

Iinfoide es la inducción de apoptosis por el virus de influenza (20). Otra característica que 

comparte el virus estudiado con la cepa de Ontario mencionada, es la relativa inocuidad para el 

epitelio de las VÍas aéreas, a pesar de los altas dosis letales empleadas, 

Los 34 casos de vasculitis en cresta aunado a los 8 casos en pulmón, casos únicos en riñón, 

hígado y bazo, denotan un tropismo marcado de este virus hacia endotelios vasculares. En este 
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estudio la vasculitis se asocia a la infección viral, sea esta por daño directo () hipersensibilidad 

tipo 111, Estos daños vasculares ya han sido señalados en otros trabajos, pero notablemente con 

una presentación más rara: La cepa A/Ckickt.'I1/I)ennsylvania/1370/1983 (H5N2) reveló, en 

estudios por inmunohistoquímica, gran afinidad por el endotelio capilar (5), Acland y col. (1) 

quienes al e~1udjar las lesiones en 5 pollos y 10 gallinas ponedoras con e~1a cepa de 

I'ennsylvania, encontraron necrosis fibrinoidc en pequeños vasos del párpado (,.-n una gallina y en 

otra trombos. En un estudio retrospectivo (22) con cepas altamente virulentas y de baja 

vimlencia encontraron trombosis en riñones y (,,'11 algunos casos en hígado. En un trabajo sobre 

peste de las aves (28) reportan trombosis fibrinosa ocasional en la vecindad de focos necróticos 

de riñón. En un trabajo experimental (45) con gallinas de postura inoculadas con la cepa 

Npollo/Alabama/7395/75 (H4N8) se menciona trombosis de capilares sanguíneos de pulmón en 

1 de 5 aves. 

Se ha señalado que los pollos afectados con virus de influenza aviar de baja virulencia aislados 

de aves acuáticas producen lesiones significativas confinadas a los riñones, y confirmada por 

datos de química díniéa, histopatologla, 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 daño 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 sí sólo ya se ha señalado 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 detección viral por R T -

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: separación de la capa molecular de la capa granular del cerebelo, 

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

agujeros de sacabocados (39). 
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En hígado, salvo por la linfonccrosis, junto con el pulmón son los órganos menos afectados (ver 

cuadro 2). La esteatosis hepática bien puede ser reflejo de la anorexia, la cual ocasiona una 

movilización de las grasas del tejido adiposo, al pasar mayores cantidades de ácidos grasos al 

hígado, los que son dirigidos para la síntesis de triglicéridos, o bien, como parte de las 

alteraciones producidas en el colapso circulatorio (9). 

En bazo además de la marcada Iinfonecrosis se contó con la presencia de grupos de células 

plasmáticas con cuerpos de Russell, las cuales representan células plasmáticas reactivas que 

poseen una activa síntesis de inmunoglobulinas (9). 

En páncreas a diferencia de lo referido por otros autores (1, 12, 39, 49) también se encontró 

daño en los islotes pan~reáticos. 

Por el tropismo antes señalado de este virus para el sistema inmune, la bolsa de Fabricio también 

se vio gravemente afectada (ver cuadro 2), la cual presentó además formaciones quísticas 

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

En cresta no se encontró la formación de las grandes vesículas señaladas por varios autores (1 , 

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

barbiUas. 

El daño intestinaL en este caso la porción tenninal de intestino delgado (íleon) al parecer es más 

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

Las lesiones en tonsilas ceca les refuerzan lo mencionado en tomo a la grave destrucción linfoide 

que es capaz de producir esta cepa viral. La presencia de "abscesos crípticos" intestinales ya ha 

sido mencionada (49), pero no se asoció al virus de influenza, aunque se podría considerar que 

en el daño al sistema inmune favorece la entrada de algún germen oportunista. 
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En resumen, podemos decir que las principales lesiones histollatológicas causadas por el virus de 

influenza A/Ck/Qro./20/95 incluyeron: dcstmcción del tejido lin,oide. vasculitis, necrosis tubular 

aguda, encefalitis no supurativa y en general áreas focales o multifocales de necrosis en los 

órganos eSludindos. Las principales diferencias con olras cepas altamente virulentas ()este de las 

aves (H7N7), Ck/ScotJ59 (H5NI), Tem/S.A.J61 (H5N3), TyJOntJ66 (H5N9) y Ck/PennJ83 

(1I5N2) son: notable alta frecuencia de daño vascular, nefropatogenicidad, necrosis en islotes 

pancreáticos, y destrucción ex1ensa y grave del tejido linfoide. El conjunto de éstos hallazgos le 

confieren a la cepa bajo estudio características propias distintivas. 

Por otra parte, contrariamente a lo que se esperaba, al usar el par de oligonucleótidos SupEx5 e 

In3 en RT-PCR, no se obtuvo la banda de 476 pb con la cepa apatógena A/Ck/México/294/9420
, 

pero si la banda que corresponde a la cepa vimlenta (AJCk/Qro.l20/95) de 488 pb. El 

oligonucleótido responsable de las diferencias observadas entre la cepa apatógena y la virulenta 

es SupEx5 (base 614-631), ya que el otro oligonucleótido, In3, funciona bien como cebador de 

la reacción junto con el oligonucleótido In5 sobre la cepa apatógena. En la región reconocida 

por el oligonu,leótido SupEx5, la ~epa apatógena difiere en una base: TOO·OOA .. ATC .. CAT .. 

CAC-CCT. Una diferencia de un nucleótido en el extremo 3', podría ser suficiente para justificar 

la incapacidad del oligonucleótido seleccionado para hibridizar, pero no una diferencia de un 

nucleótido interno, como en este caso, por lo que habría que volver a secuenciar esta región. 

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 el al., quienes caracterizaron el virus de la influenza "española" de 1918, de 

muestras de pulmón incluidas en parafina (51). Asimismo se comprobó, por RT-PCR, la 

presencia del virus influenza altamente virulento en pulmón, SNC y riñón de las aves inoculadas 

con casi todas las dosis del inoculo viral que se emplearon, entre lOa 108 DLPso, lo cual es 

indicativo de que el virus se replica en estos tejidos y así los cambios patológicos observados 

pueden ser atribuidos a la replicación del virus, sin excluir la posible participación de otros 

20 Esta cepa con el número 294 de la CPA corresponde a la cepa AlCklMéxico/31381-7/94. con número de acceso U37181 
(MVZPedro Paz, comunicación personal). 
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mecanismos indirectos. El resultado negativo en S,N,e, del lote 8 (10 DLP50) Sin lesión 

histopatológica, sugiere que efectivamente el vims no esta presente. Mientras que el resultado 

negativo en riñún comparado con los hallazgos hi~10patolúgicos sugieren que el virus bien 

podría estar aunque en muy pequeñas cantidades, por lo que se podría estar trabajando en el 

límite de sensibilidad de la prueba, Esto no quiere decir que no se considere a la técnica de RT­

PCR muy sensible, sino que se está considerando una pérdida de sensibilidad por tratarse de 

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

Por otra parte, los altos títulos virales empleados en este estudio no permitieron determinar la 

cantidad mínima necesaria de inoculo viral que resultara en cambios histopatológicos en los 

diferentes órganos. 

La demo!.1ración de que la técnica de RT-PCR es aplicable a la detección del virus de influenza 

en tejidos incluidos en parafina abre la posibilidad de hacer estudios retrospectivos, en los que 

potencialmente se podría inclusive identificar a la cepa infectante por secuenciación de ácidos 

nucleicos. Asimismo, e!.1a capacidad de detección de virus resulta atractiva para el e!.1udio de la 

patogenia de la enfermedad, sobre todo con material fresco que garantiza mayor sensibilidad. 

MVZ Roberto Padilla Noriega 
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Cuadro No. l. Mortalidad en pollos Arbor Acres de 5 semanas de edad tras la aplicación de 0.2 

mi de liquido alantoideo inlecdoso, vinas de influenza aviar A/Ck/Querétaro/20/95 (H5N2) por 

vía endovcnosa. 

()ilución 

d.p. 10.1 10.2 10.3 10-4 10.5 10-6 

1 7 2 1 O O O 

2 3 4 2 2 6 3 

3 2 I O I I 

4 I I 1 1 O 
-

5 I 4 7 O 4 

6 O 2 I 

7 O 

8 I 

9 

10 

total 10 10 10 10 10 9 

d.p. = días postinoculación. 

LogJO de DLPso = L - d (s - 0.5) 

donde L = Logto de la dilución de virus más concentrada sometida a prueba 

d = Log de factor de dilución 

s = suma de las proporciones de mortalidad 

= - 1 - I (7.5 - 0.5) 

=- 8.0 

El título del virus es 108 DLPsoIO.2 ml o 108
.
7/mJ. 

10,7 10.8 

O O 

3 1 

O 2 

O O 

I O 

3 3 

1 I 

O 

O 

1 

8 8 
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Cuadro 2, Clasificación de lesiones histopatológicas dependiendo de su extensión o 
abundancia en normal (1), discreta (2), moderada (3) o grave (4) de 80 aves, en ocho 
lotes, inoculadas con diluciones decuples de líquido alantoideo infeccioso con el virus 

de influenza aviar. 
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INFLUENZA AVII\R: DUIGNÓSTICO POr. TPANSCRIPCIÓN REVERSA-P.El\CCI6N El! CADENA DE L1\ POLIMEPASi\ <RT­
PCR) E HISTOPATOLOGÍA EN AVES INFECTADAS f~XPEP.lMENTAl.MENTE 

Cuadro No. 3. Resultados en gel de poliacrilamida de los productos de RT-I'CR para una 

muestra para cada una de las ocho diluciones empleadas de pulmón, si!t1ema nervioso central y 

riñón. 

Dosis Letales en Pollo 50% 

Órgano 108 D 107 E 106 1 105 E 

Pulmón + + + + 

S.N.C. + + + + 

Riñón + + + + 

D, E, 1, E, E, G, E Y J = identificación de las aves. 

S.N.C. = sistema nervioso central. 

104 E 103 G 

+ +* 

+ + 

- + 

+ = banda de peso mol"ular e:;perldo en el gel de polil~rililmidil o ilgilf05il 

-= sin banda en el gel de poliacrilamida o agarosa 

* banda débil 

102 E JOI J 

+ +* 

+ -
+* +* 
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li~! l. ¡he 1\lbol ACle!; inocllbda coll el \i,u!; influell)a A!Ck/C)uerétaroI20!l)'i <"'iN2) donde 

Sl' aprl'cia dcprl'siún, pluma l'lil:tda, ojos I\l'lllicl'IIatlos l' hipl'rl'lIlia pCliorhital, la CUal\Hl'Scllt(¡ 
fiehrc ilH:ipientc (·12" C). 

¡:jg. 2. Ave Albor Arres inoclllada con la cepa A/Ck/()ucrétaroI20N'i <"'iN2) de las mas 
afectadas cn su aparicncia c\tcrna. nótese la c:lra hinchada, cianútico-necrútica, piel 
congestionada y patas con manchado equimútiro intenso 
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Fig J ('OfaZÚII dc a\'c illoculada con \'irus de inl1ucn:1l1 anar altamcnte virulento, Nótcse el 

plll1tillco hClllonágico presente en 111 grnslI pericárdicII_ 

Fig, 4, Ilipcrclllia del Sistcma Ncrvioso Ccntral prcscntc cn algunas avcs inoculadas con cl \'¡rus 
de influellza aviar ccpa /\/Ck/ <)ucrétaro/20/95, 
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I"i!~ <; Inflllcn/il iI\ ¡ar. Ventrículo (l11olleja (1 cstúlIlago Illllsndar) tlc"l' I 0\ il;to tic la ClItíClIla 
donde se ílprc~ ian Úkl..'lílS l' hrmolTiI[!ias (ll'tequiak'i~' equilllúticiI'i 

hg 6. Edema slIhn,t:'lIlco en la región tihio!arsal de 1111 :l\e Illllerta por infllll'lli'a a\'iar. 

--_._------+------------
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Hg, 7, "ejido li"fi'ttico p\llmonar (1 B), Linf<lIl<.'l'Iosis. algunos hetelúfilos y IIn ~rl'a l'cllllílr 
alterna con illen hipocellllar 'lile e"hihe edema, Nútesc quc las células l'pitclialcs del c"tremo 
in rcrior izquierdo t irllen una apariclH:ia normal aunque se aprecia cicllo grado de in fllt rado. 1I E 

\ 400, 

Fig. H. Sección de pulrnún (7G), Tromho lijado a la pared lesionada (ne('fosis fihrinoidc). Núlcsc 
la presencia de células mOf1nlllldeares en la pared (vasclllitis) y la aClllllulaciúll de eritrocitos en 
los capilares aéreos. ,lE x 400. 
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Fig, O CorlC?:! rCII:!1 PD). ('ollgcsti('1I1 )' Ilcl'Iosis tuhular. ~c lIprct:i:, pi<:lIosis y (;lIriOIlC"is CIl las 

célllla~ epilelial('~ de lo~ IÍlhlll()~ conlorne:Hlos prm:illlall's. IIE \: .too. 
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.' 
Hg. 10, Secciún de SNC (51). Inlihrado inflamatorio J11ononuclear pcri\'ascular (cncd:llitis no 
supurati\'a) y espongiosis de la sustancia hlanca. lit-: x 400. 
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rig, 11. IIlgado (j.», Se ohscrva congcsti(m, csteatosis )' IIn foco <le necrosis cYidcncia~la por la 
presencia de \'actlnlas. picnosis y cariorre.xis en hcpnlocilos y en 1:ls células linfoidcs presentes. 
HE x 400 . 
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Fig, 12, Linfimecrosis en bazo anémico (2H), IIE x 400, 
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Fig Il Secci!ln de halO (.111) I)ohlaciún linlilplaslI1ocitaria, con pll'sl'nl'l:l de células 
plasll1<lticas l'on cucrpos de RlIssell (flechas) con dislllinuciún de la pohlación linlúidc, IIE x 1000. 

Fig. 14. Páncreas (511). Vacuolizaciún y l"ariorrcxis en células acinares. IIE x \000. 
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Fig, 15, l!:Iote p:lllcl'eáticn lleta (511), I'icn()~i~ de célllla!; i"~tll:lrc~,IIE \: 1000, 

Fig, 16, Bolsa de Fabricio (511), Formación quística en el epitelio pscudo-estrat ilirado, con 
picnosis y edema en la lámina propia, IIE x 1000, 
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Fig. 17. Bolsa de Fah,icio (2G). Forrnaciúll quística en 7.ona medular con disminuciúll y picnosis 
linf(lCitaria, IIE x 400. 
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Fig. 18. Sección de cresta Ne{~rosis incipiente en estrato epidermis, cdcma e 
infiltrado heterofilic.(} en capa supcrficial dc dermis. IIE x 1000. 
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Fig. 19, S<"n:ic'tn dc tonsilas {'cclllcs «(,1». Aspccto vanwlado Cfln pohlaciún linfuidc escasa y 
necrúlica. a~í como lIecro~i~ de l:t~ (.'Iiplll~ illlc~tillalc~. HE x 400. 
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Fig. 20. (icl de agarosa del prodlldo de RT-PCR y ARN dc r\-adina extraídos con el método de 
polvo de vidrio con y sin el cmplco de solueiún de sales. Carril (1) <px 174 Hae 111 (control de 
peso molecular), (2) RT-11CR sin sal, (3) RT-PCR con sal, (4) ARN sin sal y (5) ARN con sal. 

',1 rw? I'cyb .. rlo ¡'"di ll" IInri"',!/I 



INFLUF.NZI\ I\VIMI DII\GNÓSTICO rOR TPJ\NSCRIPCIÓN REVF.nSI\··p,EI\CCIÓn EN C1\DEt/l\ DE LI\ rOLlHEPASI\ (RT­
PC:R) fl t1ISTOPI\TOl,oc..fl\ r.N I\vr.s ItlnCTI\DI\S r.XPERlHENTl\l.MP:tlTr: 
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fig. 21. Resultados de la amplificadón RT -PCR de Uquido alantoideo infectado con influenza 
.viar. Carril (1) control de reAO molecular (cp" 174 lIae 111), (2 Y 3) liquido alantoideo infeccioso 
(NCklQro.l20/95). (4 y S) líquido Illntoideo cepa apllógena (AlCklMéxico/294/94) y (6 Y 7) 
líquido alantoideo SPF. pares ensayados con I.S y 3.0 mM de MgChrespectivamente. 

111 HVZ Roberto Padilla Norie98 
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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) q>X 174 Hac 111 (control de peso molecular), (2) pulmón 2E. (3) pulmón 7E. (4) 
control negativo de pulmón, (5) S.N.C. 2E, (6) S.N.C. 7E. (7) control negativo de S.N.C., (8) riñón 1 D. (9) riñón 2E, (10) 
control negativo de riñón. (11) líquido alantoideo infeccioso, (12) líquido alantoideo control negativo. 
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I1H'LU~:Nzr\ I\VINl, DI1\GNOSTICO POI'. TPANSC!'.I ['CION I'1:V~;I'.S1\ .. p.t:1\cC[6N EII Cl\D~:II/\ DE 1.JI POLIHEPJIS1\ 11'.1'­
I'e?) ~~ 111 51'01'1\T01,OG 11\ EN AVES llIn:CTl\D1\S EX 1'F.IUI"~:NTl\1,Mgrl'n: 

ANEXO I 

Con los siguientes resultados: 22 casos con lesión hi~1opatológica y RT-I·CR positivo, un caso 

con lesión histopatológica pero RT-PCR negalivo y un caso sin lesión histopatológica y RT-PCR 

negativo, aunado a 6 controles negativos, se realizil una prueba e~1adí!.1ica de homogeneidad con 

la prueba exacta de Fisher, a fin de definir si los resultados histopatológicos con lesión y sin 

lesión son iguales o diferentes en cuanto a la clasificación de positivo y negativo con la técnica 

de RT-PCR. Los anteriores resultados se separaron por órganos para garantizar la 

independencia entre las variables, como se muestra a continuación: 

Pulmón Sistema Nervioso Central Riñón 

H~T-PCR (+) (-) H~T-PCR (+) (- ) 
con lesión 8 O con lesión 7 O 
sin lesión O 2 sin lesión O 3 

H = Histopatología 
(+) positivo, detección viral por RT-PCR 
(-) negativo, sin detección viral por RT -PCR 

Jgo. de hipótesis: 

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

(a + b)! (e + d)! (a + e)! (b + d)! 
Estadístico de prueba: P = ------------

a! b! c! d! N! 

con lesión 
sin lesión 2 

donde P = probabilidad de obtener cualquier arreglo particular de las frecuencias a, b, e, y d, Y N 
= número de observaciones en la muestra . 

las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a p < 0.05. 

P = 0.022, para las muestras de pulmón 
P = 0.004, para las muestras de sistema nervioso central 

P = 0.033, para las muestras de riñón 

Se probó estadísticamente (p < 0.05) que las lesiones histopatológicas y los resultados de RT­
PCR son heterogéneos; es decir, hay diferencias entre las muestras con lesión y sin lesión por 
RT-PCR. 

MVZ Roberto Padilla Noriega 
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ANEXO 2 

Con los siguientes resultados: 22 casos con lesión histopatológica y RT-I'CR positivo, un caso 

con lesión histopatológica pero RT-PCR negalivo y un caso sin lesión histopatológica y RT-PCR 

negativo. aunado a 6 controles negativos, se buscó que tanto concuerdan el examen 

histopatológico y los resultados con la técnica de RT -PCR, aplicando la medida de concordancia 

Kappa de Cohen. 

Histopatologí~RT-PCR positivo (+) negativo (- ) 

con lesión 22 I 

sin lesión O 7 

nD - ~ ti Ui 

Fórmula: K = -----

donde ti Ui son los totales marginales, n es el número total de observaciones y O es la suma de 

las frecuencias de las casillas de la diagonal. 

K = 0.91124 

Lo que significa que existe una alta concordancia entre los resultados por histopalogía y RT­

PCR 

KVZ Roberto Padilla Noriega 
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