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RESUMEN

LEDESMA MARTINEZ NESTOR: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL VIRUS DE ANEMIA
INFECCIOSA EN MEXICO, REPRODUCCION DE LA ENFERMEDAD Y ENCUESTA
SEROLOGICA EN PARVADAS COMERCIALES, Asesorado por Dr. Tamas Fehervari y MVZ M;n
C Ma. Teresa Casaubon Hugenin.

Los objetivos del presente estudio fueron aislar y caracterizar el vinus de anemia infecciosa en
México y realizar una encuesta serolégica en parvadas comerciales.

A partir de los casos de diagndstico que son remitidos al Departamento de Produccién Animal:
Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de !a Universidad Nacional Auténoma de
México, se obtuvieron tres aislamientos del virus de anemia infecciosa, de pollos de engorda y
pollas de reposicion semipesadas. Los virus aistados reprodujeron el cuadro clinico y lesiones de
anemia infecciosa cuando fueron inoculados en polios libres de patégenos especificos y se
multiplicaron en cultivos celulares MDCC-MSB1. E! virus que mostrd ser més patégeno en la
inoculacion de polliitos fué sometido a pruebas fisicoquimicas y resultd similar a la cepa de
referencia Dsl Rose. La microscopia electrénica de scbrenadantes de cultivos celulares inoculados
con esie virus mosird particulas virales de 22 a 27 nm. El virus ocasiond una respuesta vacunal
disminuida en pullitos LPE vacunados contra virus de ENC e IBF, pero las aves fueron resistentes
al desafio con estos virus, por lo que aparentemente pudieran existir diferencias de patogenicidad
con respecto a otros virus aistados en el mundo. La encuesta seroldgica reveld que el virus esta
distribuido ampliamente en México, por lo que esta enfermedad debe ser considerada como
endémica y se deben tomar !as medidas pertinentes para su control.

Palabras clave; Anemia infecciosa; virus; aislamiento; México
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SUMMARY

LEDESMA MARTINEZ NESTOR: ISOLATION AND CHARACTERIZATION NOF CHICKEN
INFECTIOUS ANEMIA VIRUS IN MEXICO, REPRODUCTION OF DISEASE AND SEROLOGICAL
SURVEY IN COMMERCIAL FLOCKS

Under guidance of Dr. Tamas Fehervari and MVZ MC Ma. Teresa Casaubon Hugenin

The objectives of the present study were to isolate and characterize the chicken infectious anemia
virus and to carry out a serological survey in commercial flocks in Mexico.

Three anemia virus isolates were obtained from different broiler and replacement chickens sent to
the Department of Animal Production: Poultry, Faculty of Veterinary Medicine and zootechnique of
the National Autonomous University of Mexico. The isolates grew in MDCC-MSB1 cell culture and
generated signs and lesions in day-old SPF chicks, characteristics for infectious anemia. The most
pathogen isclate was selected and its physicochemical properties were determined. Based on these
properties, the strain showed similarities to the Del Rose isolate. The viruses were also studied by
electron microscope using the negative staining method and the diameter of particles was found 22-
27nm. Poorer immune response was measured in SPF chickens challenged previously with
chicken anemia virus isolate then vaccinated separately with attenuated Newcastle disease and
infectious bursal disease than in chicken vaccinated but not challenged, even if any chicks showed
signs of anemia but seroconverison only. Thus apparently the pathogenity of this virus may be
considered to be different of those others isolated through out the world. The serological survey
demonstrated that chicken infectious anemia is widely extended in Mexico therefore the disease
should be considered endemic and appropriate measures are needed to bring it under control.

Keywords: Chicken infectious anemia virus, chicken; isolation; México.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL VIRUS DE ANEMIA INFECCIOSA
DEL POLLO EN MEXICO, REPRODUCCION DE LA ENFERMEDAD Y
ENCUESTA SEROLOGICA EN PARVADAS COMERCIALES

Il. INTRODUCCION

La anemia infecciosa del pollo (Al) es una enfermedad infecciosa viral que se caracteriza por

producir anemia e inmunodepresién en pollos jévenes, principalmente en aquélios menores de 4
semanas.

HISTORIA

El primer aislamiento del agente causal se realizd en Japén en 1978 por Yuasa y col.(1) a partir de
una vacuna conira enfermedad de Marek contaminada con ef virus de reticuloendoteliosis y el
agente de la anemia del pollo. Desde entonces se han realizado aislamientos en Alemania (2),
Suecia (3), Australia (4), Canadd, Nueva Zelanda, Francia (5), Estados Unidos (8, 7), Argentina (8),
Sudéfrica (9), Hungria (10), Brasil (11), ingiaterra (12), China (13) y México (14).

Durante muchos afios, la enfermedad fue desconocida. Los primeros reportes hacian referencia de
un agente filtrable, muy resisiente al calor y soiventes orgdnicos, que no producia lesiones en
embriones de poilo ni se replicaba en cultivos celulares convencionales como fibroblastos o células
renales de pollo. Dada la naturaleza de este virus, l0s estudios sobre la patogenia y epizootiologia
de la enfermedad, no aportaron mucha informacién sino hasta principios de los afos noventa,
cuando |a biclogia molecular {15), permitié la aplicacién de técnicas de diagndstico mas eficientes y
desarrolio de vecunas.

IMPORTANCIA

Esta enfermedad es importante principaimente desde tres puntos de vista.

a) Inmunoliégico, por inducir inmunodepresion que predispone a la parvada a la infeccion por otros
agenies como virus respiratorios tales como coronavirus de la bronquitis infecciosa o paramixovirus
de la enfermedad de Newcastle y otros virus inmunodepresores como virus de infeccidén de la bolsa
de Fabricio. También predispone & infecciones bacterianas por £ Coli o Clostridium sp. Por otra
parte se reporta también una respuesia deficiente ante las vacunaciones (16, 17).



b) Econdmico, ya que en casos de infeccidn subclinca, las pérdides por bao rendmiento de (s
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alcanzan hasta un 13% (18).

c) Cuando se presenta en forma clinica ocasiona mortalidad en aves jdvenes. Se han reportado
mortalidades entre 10 y 20% y en aigunas ocasiones hasta el 60% (5).

ETIOLOGIA

El agente causal de la anemia infecciosa es conocido como virus de la anemia del pollo (5), virus
de la anemia infecciosa del pollo (7), agente de la anemia del pollo (16) y CAA o CAV por sus
siglas en inglés (chicken anemia agent o chicken anemia virus respectivamente) (1, 16, 17). Es un
virus que se ha propuesto, junto con e! circovirus porcino (CVP) y el virus de la enfermedad del
pico y las plumas de los psitacidos (VEPPP), para ser clasificados en una nueva familia lamada
tentativamente Circoviridae (19). Sin embargo, estudios posteriores muestran que el circovirus
porcino, el virus de los psitacidos y e! virus de la anemia infecciosa, no presentan similitud en la
secuencia de bases, ni comparten determinantes antigénicos y por otra parte, en la microscopia
electrénica et CVP y VEPPP parecen 30% mas pequefios. Debido a estas diferencias,
prebablemente el virus de la anemia del pollo sea clasificado posteriormente como una nueva
familia (15).

Es un virus ADN desnudo de una sola cadena de sentido negativo, circular, de 2298 a 2319 bases
con varios segmentos de lectura abierta que codifican tres proteinas de 50.6 kDa (VP1), 24 kDa
(VP2) y 13.6 kDa (VP3 o apotina) (15). Los estudios de microscopia electrénica muestran que la
particula viral puede presentar diversos didmetros, desde 19.1 nm (20) hasta 26.5 nm (21). Por ser
un virus desnudo, es resistente a los solventes organicos como éter o cloroformo, temperaturas de
£6°C & 70°C por 1 hora y desinfectantes comunes. También resiste el tratamiento con acetona al
80% por 24 horas (22), aunque puede ser inactivado si se expone al fenol al 50% por 5 minutos (1).
Su densidad en cloruro de cesio es entre 1.36 y 1.37 g/mi (23).

Apareniemente, sélo existe un serotipo (5, 15), dado que no se han encontrado diferencias
antigénicas entre los diferentes aislamientos de varias partes del mundo, usando anticuerpos
policionales (5, 24). Sin embargo, con anticuerpos monocionales se han encontrado algunas
diferencias, por 10 que es probable que las cepas puedan diferir en patogenicidad (5).

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

A diferencia de otros virus que se pueden considerar como de aislamiento sencillo, el virus de
anemia infecciosa presenta algunas dificultades. Se pueds multiplicar en pollos de un dia, cultivos



celulares y embriones de pollo (16, 25), pero dado que en los embriones no produce lesiones, ni
Se propaga en cultivos de células renales ni fibroblastos (1, 17, 23, 26), se prefiere ol cultivo celular
en lineas MDCC-MSB1 y MDCC-JP2 que son derivadas de tumores de bazo con enfermedad de
Marek (20), o linea LSCC-110481 que deriva de tumores de leucosis linfoide{16). En las células
MDCC-MSB1, el efecto citopstico se manifiesta por hinchazén celular, lisis celular y
conglomeracion de células. Desafortunadamente, esto se presenta después de por lo menos 10
pases (16, 25). Considerando que los pases se realizan cada 48 a 72 horas, el aistamiento del
virus por este método es muy lento (pueden requerirse hasta cuatro semanas dependiendo de las
condiciones del cultivo).

Se reporta que algunos virus de anemia infecciosa no se propagan adecuadamente en las lineas
celulares antes mencionadas (17), por lo que se puede utilizar el aislamiento en pollitos
susceptibles. Cuando el aislamiento se realiza por inoculacién intramuscular en aves libres de
patégenos especificos (LPE) de un dia, a las dos semanas postinoculacién, el hematocrito de los
pollos disminuye a menos de 27% y, se presenta atrofia de érganos linfoides y médula ésea. Si el
inbculo tiene un titulo de virus muy bajo, la anemia y lesicnes se producen hasta los 21 o 28 dias
postinoculacion (25). Otra manera de producir el cuadro en aves LPE es inoculando los embriones
de 6 dias de edad en saco vitelino, éstos se dejan nacer y a los 7 dias presentan e! cuadro
caracteristico de anemia, para morir a las 2 semanas. Se reporta que las lesiones y cuadro son
més severos cuando se infectan a las aves de esta manera (16). Un inconveniente de realizar el
aislamiento en pollitos susceptibles es que debe realizarse en aves derivadas de parvadas LPE de
las que se tiene la certeza de que son libres de virus de anemia, ya que se han reportado en varios
lugares del mundo parvadas LPE positivas a anticuerpos contra este virus (27). El intentar un
alsiamiento en aves procedentes de estas parvadas, podria resultar en un falso negativo ya que la
inmunidad materna podria proteger a los polios.

La identificacién del virus puede ser realizada por medio de inmunofiuorescencia en tejidos en
fresco © en cultivos celulares fijados con acetona; con inmunoperoxidasa en tejidos incluidos en
parafina o on cuitivos celulares fijados con acetona o alcohol (28, 29).

EPIZOOTIOLOGIA

Hasta donde se sabe, sdlo los polios son susceptibles a la enfermedad (5). La infeccion se difunde
por via vertical u horizontal. En el caso de la infeccidn vertical, las gallinas infectadas pueden
eliminar el virus en el huesvo durante 3 a 8 semanas (2). Cuando las reproductoras se infectan
antes de la postura, la mortalidad y cuadro clinico en la progenie son menos severos, inclusive se
presenta inmunidad que es transmitida al pollito, en cambio si 1a infeccion ocume en el pico de
postura o durante ésta, 1a progenie desarrolla el cuadro y elimina el virus, dando origen a la



infeccion horizontal. Se han reportado mortalidades en la progenie hasta del 50% cuando la
infeccion ocurre en postura (17).

Dado que el virus es muy resistente al medio ambiente, asi como a los desinfectantes y %o
transmite a través del huevo, es dificil su control. Ya se ha mencionado que existen reportes de
deteccién de anticuerpos contra el virus, en parvadas que se consideraban libres de patégenos
aspecificos (27). De modo que las vacunas producidas con huevos procedentes de estas parvadas
estuvieron contaminadas con el virus. Probablemente estos factores y e! hecho de que la
enfermedad fue desconocida por mucho tiempo, contribuyeron a la diseminacién mundial del virus
(186).

CUADRO CLINICO

La presentacion de! cuadro depende de !a via de entrada del virus. En una misma parvada se
pueden tener pollitos con y sin anticuerpos maternos, asi como pollitos con y sin el virus, la
proporcion en que se encuentiran &stos y agentes complicantes como ~tros virus y bacterias
determinan la tasa de morbitidad y mortalidad. Por otra parte, la infeccidn pura por virus de anemia
infecciosa es rara en campo (17).

Si bien el virus puede infectar aves de cusiquier edad (24, 26), la inmunodepresion, anemia y
lasiones $6l0 se presentan sn aves menores de cuatro semanas, cuando la infeccién fue por via
vertical, cuando se infectaron durante la primera semana de vida en ausencia de anticuerpos
maternos © bien, cuando recibieron vacunas contaminadas con el virus (16).

£n infecciones experimentales, la anemia (con hematocrito entre 6 y 27%) y lesiones se presentan
entre los 8 y 14 dias postinoculacion y la mortalidad entre 12 y 14 dias. En ausencia de infecciones
secundarias, los polios se recuperan en tres o cuatro semanas. Bajo condiciones de campo, no se
conoce ol perioda de incubacion y los signos y lesiones pueden notarse desde los 12 dias de edad,
aunque son més aparentes en aves de tres y cuatro semanas (1, 5).

ANATOMOPATOLOGIA

A |a necropsia, las aves sfectadas lienen timos pequenos, médula ésea de color rosa o amarillo,
boisa de Fabricio pequefia y transiticida. Han 8ido reportadas también hemorragias en higado,
mucosa del proventriculo y tejido subcutaneo (5,26,30).

La histopatologia refleja los hallazgos de necropsia: se presenta atrofia de corteza de timo; bolsa
de Fabricio con foliculos linfoides pequefios, focos de necrosis dispersos, deplesion linfoide e
hiperplasia de células reticulares en la zona medular. En médula dsea, atrofia con focos de
necrosis dispersos y sustitucidn por tejido adiposo. Después de 4 semanas postinoculacion, se
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postinoculacién (30, 31, 32).

DIAGNOSTICO

El hematocrito y las lesiones a la necropsia e histopatologia orientan el diagndstico, sin embargo
dado que la asociacién con otros agentes es frecuente, se requiere la confirmacién final por
aislamiento.

Otras opciones son las técnicas de hibridacion in situ, reaccién en cadena de la polimerasa (33),
microscopla electrénica (21) e inmunoperoxidasa (28, 29).

Se pueden detectar anticuerpos contra el virus de la anemia infecciosa en suero 0 yema mediante
neutralizacién viral, inmunofiuorescencia indirecta y ELISA (34, 35).

TRATAMIENTO Y CONTROL

A la fecha no existe tratamiento contra esta enfermedad, por lo que se realiza ia prevencién y
control mediante medidas sanitarias. Se han intentado vacunas en las reproducioras con buencs
resultados hasta el momento (17, 36).

LA ENFERMEDAD EN MEXICO

En México se tiene poca informacion de esta enfermedad. Valle y Lucio (14) fograron dos
aislamientos que comparten caracter(sticas fisicoquimicas y serolégicas descritas para el virus de
anemia infecciosa y demostraron anticuerpos en reproductoras y polios de engorda en los estados
de Querélaro, Puebla, Hidalgo, Veracruz, Estado de México y Morelos. Ledesma et a/ (37)
reportaron un cuadro clinico en pollos de engorda con lesiones descritas para anemia infecciosa.
En campo son frecuentes los reportes de parvadas con mal desempefio o respuesta pobre ante las
vacunaciones.® En muchos de estos casos, no es posible demostrar la presencia del virus de la
infeccion de la bolsa de Fabricio {IBF) o micotoxinas, que son los inmunodepresores mas comunes,
por lo que es posible que el virus Jde la anemia infecciosa esté presente, pero no existen estudios
donde se logre el aislamiento, caracterizacion del virus y replicacion del cuadro. No se conoce
ademés la distribucién de parvadas comerciales seropositivas, en el resto de estados de la
Republica Mexicana.

*Archivo de Diagndsticos del D.P.AAVES FMV.Z. UNAM.



JUSTIFICACION

Dado que en México, los casos de inmunodepresion son frecuentes y se tiene poca informacion
sobre la anemia infecciosa que es reconocido en otros palses como uno de los inmunodeprescres
més importantes, es necesario conocer si en estos casos el virus de la anemia infscciosa estd
involucrado; de ser asi, es necesario conocer sus caracteristicas, asi como la distribucién de
parvadas comerciales seropositivas en la Republica.

OBJETIVO GENERAL

1.-Aislar y caracterizar el virus de la anemia infecciosa en México.
2.-Realizar una encuesta serolégica en parvadas comerciales de México mediante la técnica de
ELISA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Readlizar ¢! aislamiento de! virus de la anemia infecciosa del pollo en México y comparar sus
caracter(sticas con la cepa de referencia Del Rose.

2.-Determinar las caracter(sticas fisicoquimicas, morfoldgicas y de patogenicidad de aislamientos
de campo de! virus de la anemia infecciosa en México.

3.-Reproducir el cuadro clinico y lesicnes a partir de indculos de casos clinicos sospechosos de
anemia infecciosa en México.

4.-Evaluar el potencial inmunodepresor del virus de la anemia infecciosa ais!lado en México, en
presencia de infeccion por virus de enfermedad de Newcastle (ENC), IBF y vacunacién contra ENC
e |BF.

5.-Realizar una encuesia serolégica en parvadas comerciales mediante la técnica de ELISA en
varios estados de [a Republica Mexicana.



il MATERIAL Y METODOS

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION DEL AGENTE DE Al Y REPRODUCCION DEL CUADRO

A partir de 11 casos sospechosos de anemia infecciosa remitidos al Depertamento de Produccién
Animal: Aves de la Facultad de Medicina Vsterinaria y Zootecnia de Ia Universidad Nacional
Auténoma de México, en el periodo comprendido entre junio de 1997 y junio de 1998, se realizé el
siguiente protocolo de investigacion siguiendo el orden (Figura 1):

a) Hematocrito,
b)Estudio serolégico para ENC, IBF, Mycoplasma synoviae (MS), Mycoplasma galiisepticurn (MG),
Salmonelia sp (SP), Bronquitis infecciosa (BI) y Al.
c)Necropsia.
d)Histopatologia de érgancs linfoldes y médula ésea.
e)Toma de muestras de drganos linfoides y médula dsea para deteccién del virus de la Al por
inmunoperoxidasa indirects.
f)Toma de muestras de higado y médula ésea para aislamiento viral en cultivo de céiulas MDCC-
MSB1 y pollitos LPE susceptibles de 1 dia de edad

HEMATOCRITO

Se realizd la técnica de microhematocrito en tubo capilar heparinizado que se centrifugd a 1200
rpm durante 5 minutos. Las sves se consideraron como anémicas cuando presentaron hematocrito
menor & 27% (1, 38).

ESTUDIO SEROLOGICO

Para la deteccién de anticuerpos se emplearon las siguientes técnicas:

ENC : Inhibicién de la hemoagiutinacion (39).

MG : Aglutinacion en placa (Mycoplasma gallisepticum Antigen Nobilis ® Intervet International
8,V. Holland).

MS : AQiutinacidn en placa (Mycoplasma synoviae Antigen Nobilis ® Intervet international B,V.
Boxmeer Holland).

SP : Aglutinacion en placa (Pullorum Stained Antigen K Polyvalent Solvay Animal Healt Inc ).
IBF  : Virus suero neutralizacion (VSN) (39).

el : ELISA (KPL 548201).

Al . ELISA (IDEXX Laboratories, Inc.).



NECROPSIA
Se utilizd la técnica descrita por Perrusquia y Paasch (40).

HISTOPATOLOGIA

Se tomaron secciones de timo, bazo, bolsa de Fabricio y médula ésea, de 3 mm de espesor, que
fueron fijadas en formalina durante 24 horas para su posterior proceso por ta técnica de inclusién
en parafina y tincién de hematoxilina-eosina (41).

INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA
Se utilizé en los érganos fijados en formol y cultivos de células MDCC-MSB1 inoculados con
material sospechoso de contener virus de la Al, un juego de reactivos comercial de peroxidasa

indirecta (Zymed Laboratories, Inc. San Francisco, CA, USA)) y un antisuero control positivo
(SPAFAS USA).

PREPARACION DE INOCULOS

A partir de macerados de higado y médula 6sea, fueron preparadas suspensiones al 20% en PBS
que se trataron con calor y cloroformo para eliminar virus extrafios segun los métodos estandar
descntos por Rovozzo y Burke (42). Una vez preparadas se distribuyeron en alicuotas y fueron
almacenadas a -70° C hasta su utilizacion.

CULTIVO E INOCULACION DE CELULAS MDCC-MSB1

Se emplearon cultivos celutares MDCC-MSB1 muttiplicados segun la metodologia descrita (20,43).
Una botella de 5 mi con suspension de células MDCC-MSB1 a una concentracién de 3x10%m! fue
inoculada con 500 4! del indculo descrito en el parrafo anterior y se incubd a 39° C en una
atmosfera con 5% de CO; durante 48 horas. Se realizaron pases, transfiriendo 1 mt de cultivo
inoculado, en 5 ml de medio fresco cada 48 horas, por lo menos 8 veces antes de intentar observar
alecto citopético y antigeno viral por inmunopseroxidasa indirecta.

INOCULACION DE POLLITOS SUSCEPTIBLES

Se utilizaron poliitos LPE de un dia de edad, a los que se les proporciond agua y alimenio a libre
acceso. Fueron inoculados con 200 pl del mismo inéculo que se us6 en los cultivos celulares (25).
La inocutacién fue poi via IM en la pierna. Se utilizaron 10 pollos por cada indculo y se tuvieron 10
pollos sin inocular como testigos negativos. Los grupos inoculados y testigos fueron alojados en
unidades de aistamiento separadas. Se observaron durante 14 dias, al término de los cuales se
siguid el procedimiento descrito para casos sospechosos. Fueron considerados positivos cuando
presentaron hematocrito menor a 27%, lesiones macro y microscopicas descritas para Al, se



detectd antigeno viral por medio de inmunoperoxidasa indirecta, se recuperd el virus en cultivos
celulares y se detectaron anticuerpos por ELISA.

CARACTERIZACION DEL AGENTE DE Al

A partir de un aislamiento que mostré ser més patégeno en la inoculacidn de pollitos, tomando en
cuenta signos clinicos, mortalidad y lesiones, fueron realizadas las pruebas a y b siguientes y se
compararon con las caracteristicas de la cepa de referencia Del Rose. Posteriormente se realizb la
prueba ¢ con el virus aislado:

a)Microscopla electronica.

b)Caracterizacién fisicoquimica.

¢)Evaluacion del potencial inmunodepresor.

8) MICROSCOFPIA ELECTRONICA

A partir de cultivos celulares positivos al virus de anemia infecciosa aislado, se fijaron célutas en
glutaraldehido durante 24 horas, posteriormente se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos y
la pastilla celular se fijé por 48 horas a 4'C en Nacacodilato al 2% amortiguado. Las muestras
fueron embebidas en agar-ager y se fijaron nuevamente en tetradxido de osmio. Posteriormente se
embebieron en resina Durcupan y se realizaron cortes ultrafinos para tincion con acetato de
uranilo. Se utilizd un microscopio Philips EM 208 S.

b) CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Se realizaron los siguientes estudios mediante las técnicas descritas.
l Determinacién del tamafio por filtracién (42)

Il Sensibilidad al calor (42)

. Sensibilidad a solventes organicos (42)

V. Sensibilidad a pH 3 (42)

Se utilizaron 500 ul de cada virus tratado para inocular botellas con 5 mi de cuitivos celulares
MDCC-MSB1 a una concentracién de 3x10%ml que fueron incubadas a 39° C en una atmésfera
con 5% de CO, Pasadas 48 horas, se fijaron las células con acetona para demostrar el virus con la
prueba de inmunoperoxidasa.



¢) EVALUACION DEL POTENCIAL INMUNODEPRESOR:

Experimento 1

S0 polios LPE de un dia de edad se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos: dcs de 20 polios y
uno de 10 polios. Al primer dia de edad, a un grupo de 20 polios, denominado NA se les inoculd
200 pl de sobrenadante de cultivos celulares de 10° pase con el virus aislado, una vez que las
células fueron congeladas y descongeladas 3 veces y el sobrenadante fue centrifugado a 1200 rpm
durante 10 minutos. La inoculacion fue por via IM. El segundo grupo de 20 pollos, denominado N
no recibié el virus aistado. El grupo de 10 aves, denominado TN no recibié inoculacién, ni del virus
aislado, ni vacuna contra ENC. A los grupos NA y N se les aplicd a los 10 dias de edad, una
vacuna contra ENC ocular a base de virus activo cepa La Sota. A l0s 24 dias de edad, se tomaron
muestras de suero de todos los grupos para determinacién de anticuerpos contra ENC por
inhibicion de la hemoaglutinacion y Al por ELISA. Se desafiaron todos los grupos con la cepa
Chimalhuacén del virus de ENC con dosis de 10° ELDsymi. Se observaron durante 14 dias y se
reQistraron signos y lesiones. Al término del periodo de observacion, se tomaron muestras de suero
para deteccion de anticuerpos contra ENC y Al, y se llevé a cabo necropsia y toma de muestras
para histopatologia de encéfalo, proventriculo y érganos linfoides. Las medias geométricas de los
titulos de anticuerpos contra ENC se compararon entre los grupos mediante anélisis de varianza.
Se considerd una significancia de 0.05. Se compararon las proporciones de pollos con signos
(torticolis y diarrea) y lesiones (hemorragias en proveniriculo y tonsilas cecales, encefalitis no
supuraliva, gliosis) de ENC y lesiones de anemia infecciosa (atrofia de timo, hipoplasia de bolsa de
Fabricio y atrofia de médula 6sea), entre los grupos mediante prueba de Kruskal-Wallis. Se
considerd una significancia de 0.05 (44).

Experimento 2

50 pollos LPE de un dla de edad se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos: dos de 20 polios y
uno de 10 pollos. Al primer dia de edad, a un grupo de 20 pollos, denominado GA se ies inoculd
200 nl de sobrenadante de cullivos celulares de 10° pase con el virus aislado, una vez que las
células fueron congeladas y descongeladas 3 veces y el sobrenadante fue centrifugado a 1200 rpm
durante 10 minutos. La inoculacion fue por via IM. El segundo grupo de 20 polios, denominado G
no recibid el virus aislado. El grupo de 10 aves, denominado TG no recibid inoculacion, ni de! virus
aislado, ni vacuna contra IBF. A los grupos GA y G se les aplicd a los 10 dias de edad, una
vacuna contra IBF ocular a base de virus activo cepa Lukert intermedia. A los 24 dias de edad, se
tomaron muestras de suero de todos los grupos para determinacién de anticuerpos contra IBF por
VSN y Al por ELISA. Se desafiaron todos los grupos con la cepa 73688 de virus de IBF con dosis
de 10° C1Dg/ml por via oral. Se observaron durante 14 dias y se regisiraron signos y lesiones. A
los 7 dias postinoculacién, se tomé la mitad de pollos de cada grupo y se tomaron muestras de
suero para la determinacién de anticuerpos contra IBF por VSN y Al mediante técrica de ELISA, se
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les practicé necropsia y toma de muestras de érganos linfoides y médula ésea para histopatologia.
Al término del periodo de observacién, se tomaron los pollos restantes y se lievé a cabo el mismo
procedimiento que & los 7 dias. Las medias geométricas de los titulos de anticuerpos contra IBF se
compararon entre 108 grupos mediante analisis de varianza. Se consider6 una significancia de 0.05.
Se compararon las proporciones de pollos con signos (depresion, heces acuosas de color blanco,
deshidratacién} y lesiones (atrofia de bolisa de Fabricio y bursitis) de IBF a los 7 y 14 dias y
lesiones de anemia infecciosa (atrofia de timo, hipoplasia de bolsa de Fabricio y atrofia de médula

Osea), entre 108 grupos mediante prueba de Kruskal-Wallis. Se considerd una significancia de 0.05
(44).

ENCUESTA SEROLOGICA EN PARVADAS COMERCIALES
A perte de los sueros de polios de engorda, gallinas de postura, pollas de reemplazo,
reproductoras pesadas y aves de combate que son remitidos al laboratorio de diagnéstico del

D.PA: AVES F.MV.Z. UNAM., se realizd prusba de ELISA con la mezcla de 5 sueros por caso,
para deteccidn de anticuerpos contra ¢l virus de la Al. Se registrd 1a procedencia de cada caso.



IV RESULTADOS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL AGENTE

A partir de 11 casos con historia sospechosa de anemia infecciosa, se logrd el aislamiento del virus
en 3 de ellos. En 7 casos se observaron evidencias de enfermedad pero no se logré la
confirmacién final del aislamiento, mientras que un caso resultd negativo en todas las pruebas.

La mayor parte de los casos correspondieron a polios de engorda de dos semanas, sclamente tres
fueron en pollas de reposicién y uno en pollos de engorda de 4 semanas. A continuacién, se
presentan los resultados de cada caso. Las caracteristicas de las parvadas en las que se llevé a
cabo el protocolo de investigacion se muestran en el cuadro nimero 1.

CASO 1

Hematocrito: 23%.

ELISA para anemia infecclosa: Positivo.

Estudio serologico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, BI, Mycoplasma
synoviae, M gallisepticum y Salmonella sp. 154 de media geométrica en ELISA para IBF.
Necropsia: Timos y bolsa de Fabricio pequefios, bazo y médula ésea sin cambios patologicos
aparentes.

Histopatologia: Timo con atrofia severa de corteza, boisa de Fabricio con hipoplasia y
apoptosis incrementada, el resto de los érganos sin lesiones significativas.
inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Alslamiento en cuitivo celular MDCC-MSB1: Positivo al 8° pase con efecto citopatico.
RESULTADO FINAL: POSITIVO.

CASO 2

Hematocrito 31%.

ELISA para anemla Infecclosa: Negativo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, Bl, Mycoplasma
synoviae, M gallisepticum y Saimonelia sp. 230 de media geométrica en ELISA para I1BF
Necropsia: Sin lesiones aparentes en drganos linfoides ni médula 6sea.

Histopatologia: Atrofia de corteza de timo, hipoplasia de bolsa de Fabricio y atrofia de médula
¢sea.

inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Alslamiento en cuitivo celular MDCC-MSB1: Negativo.

RESULTADO FINAL: NEGATIVO, sélo evidencia histopatolégica.
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CASO 3

Hematocrito: 29%.

ELISA para anemia Infecciosa: Negativo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, Bl IBF
Mycoplasma synoviae, M gallisepticum y Saimonella sp.

Necropsla: Timo pequefio, médula 6sea de color rosa pdlido, bolsa de Fabricio y bazo sin
lesiones aparentes.

Histopatologla: Atrofia de médula 6sea con proceso de regeneracion, hipoplasia de bolsa de
Fabricio y heterofilia intersticial en zona medular de! timo.

Inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Alslamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.

RESULTADO FINAL: NEGATIVO, sdlo evidencia histopatoldgica.

CASO 4

Hematocrito; 30.5%.

ELISA para anemia Infecclosa: Negativo.

Estudio serolégico para otros agentes. Negativo a anticuerpos contra, Bl, Mycoplasma
synoviae, M galliseplicum y Saimonella sp. 84.44 de media geomélrica para anticuerpos
contra ENC y 5700 de media geométrica de anticuerpos en ELISA para IBF.

Necropsia. Sin lesiones aparentes en érganos linfoides ni médula dsea.

Histopatologia: Apoplosis incrementada y heterofilia intersticial en zona medular de timo, el
resto de ios Organos sin lesiones significativas.

inmunoperoxidasa Indirecta en tejidos: Negativo.

Alslamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.

RESULTADO FINAL: NEGATIVO.

CASO S

Homatocrito: 28.8%.

ELISA pars anemia infecciosa: Positivo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, BI, Mycoplasma
synoviae, M gallisepticum y Sa!monéﬂa sp. 30 de media geométrica en ELISA para IBF.

Necropsia: Sin lesiones aparentes en 6rgancs linfoides ni médula dsea.

Histopatologla: Timo con atrofia de corteza, apoptosis incrementada y heterofilia intersticiat en
zona medular. Atrofia de médula 6sea. Bazo y bolsa de Fabricio sin lesiones significativas.
inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Aislamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Positivo al 8° pase.
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RESULTADO FINAL: POSITIVO.

CASO 6

Hematocrito: 29.8%.

ELISA para anemia infecciosa: Positivo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negalivo a anticuerpos contra ENC, Bl, Mycoplasma
synoviae, M gallisepticum y Salmonella sp. 30 de media geométrica en ELISA para IBF.
Necropsia: Sin lesiones aparentes en érganos linfoides ni médula ¢sea.

Histopatologia: Timo con apoptosis incrementada. Bolsa de Fabricio con hipoplasia y
apoptosis incrementada. Atrofia de médula ¢sea. Bazo sin lesiones significativas.
Inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negative.

Aislamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.

RESULTADO FINAL: NEGATIVO, sdlo evidencia serolégica e histopatoldgica.

CASQ 7

Hematocrito: 29.8%.

ELISA para anemia infecciosa: Positivo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, Bl, Mycoplasma
synoviae, M gallisepticum y Salmonella sp. 30 de media geométrica en ELISA para I1BF.
Necropsia: Sin lesiones aparentes en érganos linfoides ni médula Osea.

Histopatologia: Atrofia de médula 6sea. Bolsa de Fabricio con hipoplasia. El restc de los
organos sin lesiones significativas.

Inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Alslamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.

RESULTADO FINAL: NEGATIVO, sélo evidencia serologica e histopatologica.

CASO B8

Hematocrito: 29.8%.

ELISA para anemla infecciosa: Positivo.

Estudio sarolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, Bl, Mycoplasma
synoviae, M galiisepticum y Seimonella sp. 30 de media geométrica en ELISA para IBF.
Necropsia: Sin lesiones aparentes en 6rganos linfoides ni médula osea.

Histopatologia: Médula 6sea con atrofia y proceso de regeneracion. Sin lesiones significativas
en el resto de los 6rganos.

Inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Aislamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.
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RESULTADO FINAL: NEGATIVO, sdio evidencia seroldgice ¢ histopstoligica

CASO 9

Hematocrito: 29.8%.

ELISA para anemia infecciosa: Positivo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, Bl, Mycoplasma
synoviae, M gallisepticum y Salmonella sp. 30 de media geométrica en ELISA para IBF.
Necropsla: Sin lesiones significativas en érganos linfoides ni médula ésea.

Histopatologia: Bolsa de Fabricio con hipoplasia y apoptosis incrementada. Atrofia de médula
osea. Bazo y timo sin lesiones significativas.

Inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.

Aislamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.

RESULTADO FINAL: NEGATIVO, sélo evidencia seroldgica e histopatolégica.

CASO 10

Hematocrito: 18.8%.

ELISA para anemia infecciosa: Positivo.

Estudio seroldgico para otros agentes: Negalivo a anticuerpos contra ENC, Bl IBF,
Mycoplasma synoviae, M gallisepticum y Salmonella sp.

Necropsia: Bolsa de Fabricio pequefa, médula 6sea amarilla. Timo y bazo sin lesiones
aparentes.

Histopatologia: Timo con atrofia de corteza y apoplosis incrementada, bolsa de Fabricio con
hipoplasia y apoptosis incrementada, médula 6sea con atrofia, procesc de regeneracién e
inclusiones intranucleares eosincfilicas.

Inmunoperoxidasa Indirecta en tejidos: Negativo.

Alslamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Positivo al 10° pase.

RESULTADO FINAL: POSITIVO.

CASO 11

Hematocrito: 25.5%.

ELISA para anemia infecclosa: Positivo.

Estudio serolégico para otros agentes: Negativo a anticuerpos contra ENC, B,
Mycoplasma synoviae, M gallisepticum y Salmoneila sp. 31 de media geométrica de
anticuerpos contra IBF por ELISA.

Necropsia: Sin lesiones aparentes en 6rganos linfoides y medula osea.

Histopatologia: Sin lesiones significativas en drganos linfoides y médula ¢sea.



* Inmunoperoxidasa indirecta en tejidos: Negativo.
* Ailslamiento en cultivo celular MDCC-MSB1: Negativo.
* RESULTADO FINAL: NEGATIVOQ, sélo evidencia serolégica.

Los resultados de hematocrito se resumen en el cuadro nimero 2, en tres casos el hematocrito
fue inferior al 27%, en dos de estos casos se logrd aislamiento y en uno, aunque se presentd
anemia, la unica evidencia de virus fue serolégica.

Los resultados serolégicos de los casos estudiados se resumen en el cuadro nimero 3. En 8
casos resultd positivo a anticuerpos contra virus de anemia infecciosa. Los casos de aislamiento
estan incluidos entre los positivos por serologia. El resto de los estudios seroldgicos mostrd que en
todos los casos las aves fueron seronegativas a Mycoplasma, Salmonella, virus de bronquitis
infecciosa, virus de enfermedad de Newcastle y presentaron titulos bajos contra IBF, exceptuando
el caso nimero 4 en donde las aves fueron de cuatro semanas y presentaron titulos de anticuerpos
aceptables contra IBF y ENC considerando que son aves vacunadas.

Los resultados de necropsia e histopatologia, se resumen en el cuadro numero 4, a la necropsia,
los casos 1, 3 y 10 presentaron timos pequefios, en dos de ellos se logrd aislamiento, mientras que
la bolsa de Fabricio sélo se aprecid pequefia en dos casos, en los cuales se logré el aislamiento.
La médula dsea, 86lo resultd afectada en tos casos 3 y 10 en donde presentd color rosa y amarillo
respectivamente, se logrd aislamiento en el caso de la médula amarilla. El resto de los érganos no
presentaron lesiones aparentes.

En el estudio histopatolégico, la lesidn mas frecuente fue la atrofia de médula osea, que se
presentd en 8 de 11 casos; en segundo jugar, la hipoplasia de bolsa de Fabricio {Figura 2) en 6 de
11 casos y en el timo la atrofia de corteza se presentd en 4 de 11 casos. En los tres casos en los
que se logrd aislamiento, estuvieron presentes las lesiones en médula 6sea, bolsa de Fabricio y
timo. Sélo en el caso 10 se observaron cuerpos de inclusion intranucleares en células de méduta
osea (Figura 3).

Por otra parte, de los casos en los que no se logré el aislamiento, en dos de ellos (casos 2 y 3)
hubo lesiones sugestivas de anemia, pero no serologia positiva ni hematocritc bajo, mientras que
en un caso no hubo lesiones {caso 11) y la unica evidencia fue serolégica. En cuatro casos, (casos
6, 7, 8y 9), la serologia e histopatologla resultaron positivas, sin hematocrito bajo. Por Gitimo, sélo
en un caso (caso 4) no hubo ninguna evidencia de anemia infecciosa a pesar de que la historia
clinica asi lo sugeria.

En ninguno de los casos fue posible demostrar el virus de anemia infecciosa en los tejidos
mediante ta prueba de inmunoperoxidasa indirecta.
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En la inoculacién de células MDCC-MSB1 tres casos fueron positivos (1, 5y 10), con efecto
citopatico a partir del 8° pase. En los 11 restantes, no hubo efecto citopético ni prueba de
inmunoperoxidasa positiva aun en el 10° pase.

El cuadro 5 resume los resultados de todas las pruebas en cada caso.

REPRODUCCION DEL CUADRO

En cuatro casos, fue posible la inoculacién de pollos LPE (caso 1, 2, 3 y 10). Los resultados de
hematocrito y serologia se presentan en el cuadro numero 6. Sélo en la inoculacién del caso 1 se
logrd la reproduccion del cuadro con hematocrito tan bajo como 18% (Figura 4), en el resto de los
casos, el hematocrito fue superior al 27%. Los polios en la inoculacion del caso 1 presentaron
aspecto pdlido, con mal emplume y menor tamafio (Figura 5). En el estudio serolégico, sélo la
inoculacion de los casos 1 y 10 resultd positivo a anticuerpos contra anemia infecciosa. Por otra
parie, en las cuatro inoculaciones, no hubo anticuerpos contra los otros agentes del estudio.

Los resultados de necropsia, se presentan en el cuadro numero 7. A la necropsia las
inocutaciones de los casos 1 ¥ 10 presentaron atrofia de timos, La médula ¢sea en la inoculacién
del caso 1, presentd color amarillo (Figura 6) y en el caso 10, colores rosa y amarillo. Las bolsas de
Fabricio fueron pequefias. En los casos 2 y 3, no hubo lesiones aparentes a la necropsia.

€l estudio histopatoléglco, mostrd atrofia de corteza de timo (Figura 7) en las inoculaciones de
los casos 1 y 10, mientras que en médula Osea, la atrofia fue severa con proceso de regeneracion,
No fue posible la demostracion del virus de anemia en los tejidos mediante la prueba de
inmunoperoxidasa indirecta.

En s inoculacion de células MDCC-MSB1 a partir de muestras de los pollos inoculados, se
demosird el virus de anemia infecciosa en los casos 1 y 10, en muestras de 10° pase.

CARACTERIZACION DEL VIRUS AISLADO EN EL CASO No. 1
Microscopia elecirénica

A partir de cultivos MDCC-MSB1 positivos al virus aislado en el caso 1, se fijaron células en
glutaraldehido que se procesaron para ME. Se encontraron particulas virales en muestras de 10°

pase, con didmetro de 22 a 27 nm, adyacenies a las membranas celulares y fueron mas
frecuentes y abundantes en aquellas células con mayor efecto citopatico (Figura 8).
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Caracterizacion fisicoquimica.

memmmumum.mwym-pna.wmu
determinacion del tamafio por filtracién se muestran en el cuadro nimero 8. El virus aislado fue
resistente al calor y cloroformo, asl como al pH 3, por otra parte, pasd el filtro de 45 nm pero
aparentemente no pasé el de 22 nm.

Evaluacion del potencial Inmunodepresor

Experimento 1

Todos los pollos del grupo TN, murieron a |as 72 horas postinoculacién. No hubo mortalidad ni
signos clinicos de ENC o Al en los polios de los grupos NA y N, en todo el periodo de observacién.
Los resultados serolégicos se muestran en el cuadro nimero 9. A los 24 dias de edad de ios
polios que correspondit a la toma 1 y al dia del desafio, los polios del grupe TN fueron
seronegativos a ENC y no hubo diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre los titulos
de anticuerpos contra ENC entre 108 grupos NA y N, Todos los polios fueron seronegativos a
anemia infecciosa en ese dia. A l1os 14 dias postinoculacién, que correspondid a la toma 2, se
encontré diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en los titulos de anticuerpos contra
ENC entre los grupos NA y N siendo menor en el grupo NA. Por 10 que respecta a anticuerpos
contra anemia infecciosa, el grupo NA seroconvirtid, mientras que el grupo N permanecié negativo.
No hubo muestras de serologia del grupo TN a los 14 dias, dado que todos los pollos murieron a
las 72 horas.

En la necropsla de los polios del grupo TN, la Unica lesién apreciada fue hemorragias amplias en
mucosa de proventriculo en todos los pollos. A los 14 dias postinoculacion, no hubo lesiones
aparentes de ENC en [os grupos NA y N, las médulas 6seas del grupo NA presentaron color
amarillo en comparacion con el grupo N en el que fueron rojas.

Los resultados del estudio histopatoldgico, se resumen en el cuadro numero 10. No hubo lesiones
de ENC en encéfalo y proventriculo. Se encontrd diferencia estadisticaments significativa (p<0.05)
en cuanto a la atrofia de médula dsea, siendo mayor en el grupo NA. Contrario a lo esperado, el
grupo N presenté més atrofia de corteza de timo que e! grupo NA (p<0.05). La bolsa de Fabricio, no
presenté hipoplasia.

Experimento 2
No hubo mortalidad ni signos clinicos de IBF durante el periodo de observacion en ninguno de los

grupos.
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Los resultados serolégicos, se muestran en el cuadro nimero 11. A los 24 dias de edad de los
polios, que comrespondié a la toma 1 y al dia del desafio, los polios del grupo TG fueron
seronegativos a IBF y no hubo diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre los titulos de
anticuerpos contra IBF en los grupos GA y G. Todos los pollos fueron seronegativos a anemia
infecciosa en ese dia. A los 7 dias postinoculacién, que comrespondié a la toma 2, no hubo
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre los titulos de anticuerpos contra IBF en los
tres grupos. Los pollos permanecieron seronegativos a anemia infecciosa. A los 14 dias
postinoculacién, que correspondio a ta toma 3, se encontrd diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) en los titulos de anticuerpos contra IBF en los 3 grupos siendo menores en el grupo NA y
mayores en el grupo TG. Por lo que respecta a anticuerpos contra anemia infecciosa, el grupo NA
seroconvirtid, mientras que 108 grupos TG y G permanecieron negativos.

En la necropsia, ias bolsas de Fabricio del grupo TG fueron mas pequefias a los 7 y 14 dias que
on los grupos GA y G, las médulas dseas del grupo GA presentaron color amarillo en comparacion
con los grupos TG y G en el que fueron rojas. Esta diferencia fue més evidente a los 14 dias
postinoculacion.

Los resultados del estudio histopatolégico se resumen en los cuadros 12 y 13. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los grupcs G y GA en las lesiones en
boisa de Fabricio a los 7 y 14 dias postinoculacion; si hubo diferencias con respecto al grupo
testigo, en cuanto al grado de atrofia y lesién a tejido linfoide.

ENCUESTA SEROLOGICA EN PARVADAS COMERCIALES

Se obtuvieron muestras de suero de los estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Morelos, Nuevo Ledn, Puebla, Verecruz y Distrito Federal. Los resuttados de la encuesta
seroldgica se muestran en ¢l cuadro numero 14, en donde se seflala el fin zootécnico y los estados
en que 38 obtuvo la muestira. La mayor parte de los casos correspondic a pollos de engorda y
gellinas de postura. En los 10 estados en que se obtuvieron muestras, hubo serclogia positiva por
1o menos en un tipo de aves. Con el tipo de prueba utilizado, no se obtiene un titulo, de modo que
sblo se consideran como positivos aquellos pozos con una razén muestra a negativo menor o igual
a06.
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V DISCUSION

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL AGENTE

Los resultados del presente estudio confirman la presencia del virus de anemia infecciosa del pollo
en México. El sGlo haber confirmado tres aislamientos en 11 casos sospechosos, coincide con los
reportes previos en otras partes del mundo en cuanto a que el aislamiento no siempre 8 posible,
aun cuando existan evidencias seroldgicas y anatomopatolégicas (5, 16, 17).

La mayor parte de los casos estudiados, correspondié a pollos de engorda; sin embargo, uno de
los aislamientos fue a partir de pollas de reposicidén semipesadas, a diferencia de la mayoria de los
reportes en el mundo (4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14), en donde los aislamientos se logran
principalmente en pollos de engorda o reproductoras pesadas. Aunque la infeccion puede darse en
diferentes estirpes (5, 16), probablemente la escasez de reportes en aves diferentes de pollos de
engorda, se deba a la velocidad de crecimiento de éstos, que hace mas notorio el mal desempefio
de la parvada.

Los 3 casos con aislamiento positivo provinieron del Estado de México {casos 1 y 5) y Morelos
(caso 10}, que son dos zonas importantes en produccidn avicola. Los primeros dos aislamientos en
México, se llevaron a cabo a partir de pollos de engorda del estado de Veracruz y reproductoras
pesadas del estado de Morelos(14). Es probable que en otros estados de la Republica esté
presente el virus ya que se encontrd serologia positiva, sin embargo dada el area de influencia de!
laboratorio de la FMVZ UNAM y las restricciones para la movilizacidon de aves, que estan en vigor
actualmente, no se obtuvieron muestras para aislamiento de otros estados.

Una vez confirmado el aislamiento, se llevé a cabo el estudio serolégico de las madres resultando
seropositivas a virus de anemia infecciosa en dos de los tres casos, de modo que probablemente
una parte de la infeccion en la progenie de estos casos pudo ser vertical ya que |a seroconversién,
tarda tres semanas o mas (5, 11). No se informaron anormalidades en las reproductoras al igual
que otros reportes de aislamientos (2, 18).

Aungue se ha seflalado que la anemia no siempre se desarrolla (16, 17), en el presente estudio, en
dos de los tres casos positivos al aislamiento, el hematocrito fue menor a 27%. En estos casos, los
polios remitidos al laboratorio fueron seleccionados por su aspecto palido, bajo peso y mal
emplume, lo cual, junto con el hematocrito fueron buenos indicadores de la enfermedad.
Actualmente, son pocos los laboratorios a nivel nacional gque realizan de rnutina pruebas
hematolégicas en aves, por lo que es necesario que sean implemententadas estas pruebas para el
diagnéstico de anemia infecciosa y otras enfermedades.
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En los casos clinicos, las lesiones macroscépicas mas importantes fueron timos pequefos y
médulas dseas amarillas o rosa pdlido, mientras que a nivel microscépico fue la atrofia de médula
Gsea e hipoplasia de bolsa de Fabricio.

Resulta interesante el hecho de que aun cuando Ias bolsas de Fabricio no se apreciaron pequefias
en la necropsia, en el estudio histolégico, los foliculos linfoides fueron pequefios y no tenian la
estructura caracteristica, es decir, con delimitacién entre corteza y médula. En & lugar que
deberian ocupar los linfocitos se encontraron células pequefias indiferenciadas. La bolsa de
Fabricio en el poliito de un dia es inmadura y completa su desarrollo durante las tres primeras
semanas de vida (45), de modo que se considerd que las lesiones observadas corresponden a
hipoplasia y no a atrofia como se menciona en !a mayoria de los textos. Este tipo de lesién podria
también indicar que la Infeccién fue vertical, ya que si consideramos una infeccién horizontal el
grado de hipoplasia serla menor dado que en los primeros dias de vida del pollito, la bolsa de
Fabricio tendria cierto grado de maduracion. En todos los casos, es imporanie el estudio
histopatologico, ya que lesiones como la hipoplasia de bolsa de Fabricio podrian pasar inadvertidas
en la necropsia.

Solo en ol caso 10 se observaron cuerpos de inclusion intranucleares en células de médula dsea.
En infecciones experimentales al primer dia de edad, se reporta la observacion de los cuerpos de
inclusion entre los 8 y 12 dias postinoculacion (30, 31, 32), por lo que es probable que en este caso
la infeccion haya 8ido horizontal durante |a primera semana de vida, considerando que fueron aves
de dos semanas y que las madres resullaron seronegativas a Al en el estudio serologico. Esta es
una de las formas de llegar al diagndstico, sin embargo se requiere que el examen de los polios
saa on ol momento en que los cuerpos de inclusion estén presentes y esto no siempre es posible.
En ios casos en los que no se logrd aislamiento, pero hubo evidencias seroldgicas o
histopatolégicas, probsblemente intervinieron factores tales como la edad de los pollos, seleccion
de la muestra, via de infeccion elc. Estos factores pudieron haber ocasionado que al momento de
tomar la muesira ¢l virus no estuviera presente O se encontrara én una concentracion muy baja, lo
que dificulté o aislamiento.-En esos casos, es conveniente realizar un estudio mas amplio y
solicitar mds muestra. Por otra parte, en los casos 8, 7, 8 y 9 en donde hubo evidencia serolégica e
histopatolégica pero no se logrd aislamiento en céiulas MSB1, se debe considerar que algunos
virus de anemia infecciosa nNO son capaces de infectar estas células (17) y en estos casos no fue
posible la inoculacién de pollitos. Si of virus de anemia infecciosa estuvo presente y luvo esta
caracteristica, no fue posible demostrario. Ante esta problematica, quizd el mejor método de
sistamiento sea la inoculacion de pollitos (1, 5, 6, 11), aunque se requiere que éstos sean LPE
certificados como libres de virus de Al o anticuerpos y disponer de unidades de aislamiento
adecuadas para lener la seguridad de que las lesiones observadas son provocadas por el indculo
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administrado. Estas condiciones no se pueden tener en lodos los laboratorios de diagndstico del
pais.

En ninguno de los casos de campo fue posible la demostracién de antigeno viral en los tejidos
incluidos en parafina mediante la técnica de estreptoavidina-peroxidasa. Son varios los factores
que pudieron influir, entre ellos la concentracion viral al momento de tomar ia muestra, ya que la
concentracion méaxima se registra entre los 5 y 9 dias postinoculacion, suponiendo una infeccion al
primer dia de edad (28, 29, 32) y los casos de aislamiento positivo fueron a partir de polios de dos
semanas. Por otra parte, en los estudios cronolégicos de la infeccién por virus de anemia se
utilizaron cortes por congelacién, improntas de tejido fijladas con acetona, fijador de Bouin, o
formalina buferada con un tiempo méximo de fijacidn de 6 horas (32). En el presente estudio, se
utilizo formalina amortiguada durante 24 horas y cortes a partir de muestras incluidas en parafina,
considerando una mejor conservacién de la arquitectura del tejido, 1o que permiti® una buena
apreciacion de las lesiones, pero que probablemente disminuy6 la inmunoreactividad del virus a
pesar del uso de proteasa para la recuperacibn de antigencs (46). Por ultimo, la solucién
descailcificante, utilizada pera facilitar el corte de tibiotarsos con médula dsea, pudo también
desnaturalizar al antigeno (32).

Aunque la inoculacidon de células MDCC-MSB1 permitié tres aislamientos, el método resultd lento
en comparacion con 1a inoculacién de pollitos susceptibles. En dos de los aislamientos, el efecto
citopatico se manifestd desde el 8° pase y en uno hasta el 10°. La prueba de inmunoperoxidasa en
los cultivos celulares de 8° y 10° pases, a diferencia de lo ocurrido en {0s tejidos en parafina, si
permitié la demosiracion del virus. En este caso, los cultivos fueron fijados en acetona, que se
indica como uno de los mejores fijadores para la conservacion del virus. Sin embargo se debe
tener precaucion con este procedimienio ya que el virus permanece viable en las céiulas aun
fijacas (22). La reaccion fue més evidente en aquellas células con mayor efecto citopético, que si
bien no es patognomonico del virus de anemia infecciosa, en conjuntc con la reaccion de
inmunoperoxidasa positive permitié un diagndstico confiable. El antigeno se detectd principaimente
en el ciloplasma y en menor proporcién en el nucleo, 1o que coincide parcialmente con el estudio
de Hoop y Reece (28), en el que utilizando peroxidasa y suero policional producido en conejo no
encontraron diferencias entre la tincidén en nucleo y ciloplasma, pero difiere con los estudios de
inmunofluorescencia, en los que ia reaccion positiva se ubicd principalmente en el nucleo. La
diferencia procbablemente se deba al tipo de anticuerpos utilizados, ya que en los estudios de
inmunofluorescencia se utilizaron anticuerpos monocionales contra una fraccion del virus, mientras
que el antisuero policlonal producido en pollos LPE de SPAFAS esta dirigido contra diferentes
partes del virién, que durante la replicacién se pueden encontrar tanto en el nucleo como en el
ciloplasma.
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REPRODUCCION DEL CUADRO

La inoculacion de poliitos LPE susceptibles reprodujo en dos casos las lesiones macro y
microscopicas caracteristicas de anemia infecciosa reportadas por otros autores, como atrofia de
timo y médula ésea e hipoplasia de bolsa de Fabricio (1, 7, 30, 31, 32). Sin embargo, no se
encontraron hemorragias en musculos, necrosis hepética, erosiones en molleja ni necrosis del ata
que son otras condiciones descritas (1, 24, 26), por lo que pudiera pensarse en diferencias de
patogenicidad. Algunos autores mencionan diferencias de patogenicidad entre los diferentes
aislamientos (16, 24). En nuestro estudio, en uno de los dos casos en los que la inoculacion de
pollitos LPE fue exitosa, el cuadro clinico observado fue més severo, por 1o que pudiera pensarse
que los dos virus aislados difieren en su patogenicidad, sin embargo, no recibieron una dosis
estandarizada de virus dadas las dificultades de titulacion, por lo que una dosis baja de virus pudo
influir sobre el grado de lesiones y el tiempo en que éstas se presentaron.

En estos casos, tampoco fue posible la deteccidon de antigeno viral en tejidos incluidos en parafina
mediante la técnica de inmunoperoxidasa. Posiblemente intervinieron los mismos factores que en
el estudio de los casos clinicos discutidos con anterioridad.

La inoculacion de cultivos celulares a partir de macerados de higado y médula ¢sea de los pollos
inoculados resultd positiva en los dos casos en |08 que previamente se encontraron lesiones, lo
cual confirmé el aislamiento del virus en los dos casos. En el caso 1 se pudo demostrar el antigeno
desde el 6° pase. Resulta evidente, que la inoculacion de pollitos es el mejor método para
aislsmiento debido & que requiere menor tiempo y que los virus se multiplican mejor en el huésped
natural, sin embargo es recomendable la confirmacion por medio de cultivos celulares y métodos
inmunoquimicos.

CARACTERIZACION DEL VIRUS AISLADO EN EL CASO No. 1

ESTUDIOS FISICOQUIMICOS

Las caracteristicas fisicoquimicas del virus aislado en el caso 1 son similares a las de la cepa de
referencia Del Rose del virus de Al (SPAFAS, Storrs, Com.). El virus fue resistente al calor,
cloroformo, pH 3 y pasd por el filtro de 45 nm. Al parecer, el virus no paso el fiitro de 22 nm, ya que
no se detectd antigeno viral en los cultivos inoculados con el filtrado. Dado que l0s cultivos
celutares producen un titulo viral bajo {16, 36), y que al ser fitrado se retiene una parte importante
de virus en |la membrana, es posible que la cantidad de virus en el filtrado haya sido tan pequefia,
que no se detectd en el cultivo celular. Ahora bien, en la cepa de referencia, probablemente la
cantidad de virus haya sido mayor, por tener mas pases en cultivo celular y aun al perder cierta
cantidad de virus en el filtrado, éste alcanzé para ser detectado por inmunchistoquimica. Se reporta
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que |s infectividad det virus cisminuye notablemente cuando es Nitrado 8 través de membranas de
25 nm. (47). Por oira parte, también es posible que ef virus sislado ses en verdad mayor que 22
nm pero menor que 45 nm. En la literatura se mencionan diferentes didmetros para el virus, desde
19 nm hasta 26 nm, pero existe la hipdtesis de que esas diferencias tengan relacion con el método
de tincion utilizado. Por otra parte, se han encontrado dos diferentes tipos de particulas virales
sefialadas como particulas tipo | y Il (esférica e icosaédrica respectivamente) (5, 21), lo que
también pudiera tener relacion con los resultados obtenidos.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

En el estudio de microscopla electrénica el didmetro aparente en las particulas virales encontradas
fue de 22 a 27 nm lo cual concuerda con los hallazgos de McNulty (21) al utilizar tincién de acetato
de uranilo y difiere con los hallazgos de Goryo que encontrd particulas de 19.1 nm al utilizar &cido
fosfotungstico (20). Por otra parte, con relacién al estudio de McNulty, difiere parciaimente en la
localizacidén ya que en nuestro estudio las particulas se encontraron principalmente adyacentes a
las membranas celulares de aquellas células con mayor dafio, mientras que McNultly les encontrd
principalmente en el ndcleo y adyacentes a microfilamentos cercanos a la membrana celular. Las
diferencias observadas pudieran tener relacién con las cepas utilizadas ya que McNulty utilizé ta
tcpa Cuxhaven-1. Por oira parte, la observacion en ese estudio se realizd a 24 y 48 horas
postinoculacién y en nuestro estudio a las 72 horas, lo que quizd permitid un mayor efecto
citopético.

EVALUACION DEL POTENCIAL INMUNODEPRESOR

Los resuitados obtenidos sugieren en primera instancia que el virus de anemia en los experimentos
03 pocO patogeno, ya que las aves resistieron el desafio con virus de ENC y no se presentaron
dilerencias en cuanto a las lesiones de IBF, sin embargo, el hecho de que se vio afectada la
inmunidad humoral y que las aves tarderon 38 dias en seroconvertir para anemia infeccicsa y tener
lesiones en médula Osea, sugiere que otros factores pudieran estar involucrados. En el caso de
ENC, concuerda con lo descnto por Box ef a/ (48) que sefialan haber observado, en aves
seropositivas & virus de Al, una respuesta vacunal disminuida contra una vacuna inactivada, pero
difiere a o reportado por Boer of al (49) que no encontraron diferencias entre aves con y sin
inoculacidn de virus de anemia en cuanto a titulos de anticuerpos contra ENC cuando fueron
vacunadas con un virus atenuado. En algunas enfermedades los titulos de anticuerpos no tienen
una relacion estrecha con el nivel de proteccidn ante un desafio y es la inmunidad celular la que
determina la proteccion (50, 51). Es probable que en nuestro caso, la resistencia al desafio se haya
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debido a este mecanismo de inmunidad, pero se requieren mas estudios para demostrario. Por otra
parie, en el caso de IBF, también el nivel de anticuerpos contra esta enfermedad fue menor en el
grupo inoculado con virus de anemia con respecto a los otros dos grupocs, sin embargo, a pesar de
850 las lesiones de IBF sdlo estuvieron presentes en el grupo sin virus de anemia y sin vacuna.

Si bien existen reportes de diferencias de patogenicidad (15, 24) entre los diferentes aislamientos
de virus de anemia en el mundo, también existe !a hipétesis de que la cantidad de virus en el
indculo tenga relacidn con las diferencias observadas (16, 17, 24). En el presente estudio, es
posible que una dosis baja de virus de anemia tenga relacion con los resultados observados, ya
que se utilizd el sobrenadante de cultivos celuiares de 10° pase y se ha reportado que los cultivos
celulares producen un titulo viral més bajo en comparacion con la inoculacion de pollos (16, 36). No
fue posible 1a titulacién de los virus obtenidos en cultivo celular dadas las caracteristicas del virus y
las dificultades de la técnica. Cuando |a cantidad de virus en el indculo es baja, el desarrolio del
cuadro de anemia se retrasa o no sucede. En apoyo a esta hipétesis, la seroconversidn a virus de
anemia en los grupos NA y GA se presentd hasta los 38 dias de edad y aunque no se encontraron
lesiones de anemia en Organos linfoides, sl hubo atrofia de médula ¢sea. Si la cantidad de virus de
Al fue baja, probablemente la vacunacion y desafio con virus de ENC e IBF pudo favorecer la
multiplicacién de virus de Al, que probablemente inicié en forma tardia, provocande una respuesta
menor a la vacunacion pero sin una inmunodepresion tan grave como para no resistir un desafio.
Otra hipdtesis para of comportamiento del virus de anemia en este estudio es su atenuacion
mediante los pases en cultivo celular. Es conocido que algunos virus se adaptan al embrion o al
cultivo celutar, disminuyendo su virulencia para los pollos (52, §3). En el caso del virus de anemia
existe controversia en este punto, ya que algunos autores reportan atenuacion a los 12 pases en
cultivo (18, 17) mientas que olros no encuentran evidencia de atenuacion hasta 19 o 40 pases (17,
20).

Por otra parte, si existen diferencias de patogenicidad como lo sugieren los estudios de biologia
molecular (15), estos virus podrian ser usados para el desarrollo de vacunas.

En el presente estudio solo se utilizé una vacuna atenuada de ENC o IBF y su correspondiente
virus de desafio por experimento, pero en el campo las aves estdn expuestas a muchos otros
agentas bacterianos y virales, tanto de campo como vacunaies, de modo que la inmunodepresion
por virus de anemia, aun siendo leve o lardia, probablemente es un factor importante en los
cuadros cbservados en campo de parvadas con mal desempefio.
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ENCUESTA SEROLOGICA EN PARVADAS COMERCIALES

Los resultados de la encuesta seroldgica sugieren que el virus de anemia infeccioss eostd
ampliamente difundido en la Replblica Mexicana, ya que hubo serologia positiva por lo mencs en
un tipo de parvada comercial en los 10 estados en los que fue posible la obtencién de muestra. La
mayor parte de las muestras correspondieron a pollos de engorda y gallinas de postura y en cuatro
estados fue posible la obtencién de muestras de reproductoras.

Se ha encontrado que la presencia de anticuerpos contra virus de anemia infecciosa tiene relaciéon
con una menor eficiencia productiva (18) y una respuesta vacunal inadecuada. Por otra parte, las
reproductoras positivas a anticuerpos contra anemia infecciosa y que no eliminan el virus,
proporcionan inmunidad materna al pollo de engorda. Considerando que todas las reproductoras
de este estudio fueron positivas por via natural (ya que no existen por el momento vacunas en
México), es recomendable el uso de vacunas inactivadas en las reproductoras durante la época de
crianza, para asegurar que el virus no infecte naturaimente durante la postura y asi empezar a
controlar la diseminacién del virus.

En el estudio previo realizado por Valle y Lucio (14) los estados con serclogia positiva fueron del
centro del pals: Puebla, Hidalgo, Morelos, Estado de México, Veracruz y Querétaro. En nuestro
estudio, los mismos estados resultaron positivos con excepcion de Querétaro en donde no fue
posibie obtener muestra, y se agregaron a la lista de positivos estados al norte, sur y occidente de
la Republica, como Nuevo Letn, Chiapas, Jalisco y Guerrero, por lo que probablemente en el resto
de los estados con avicultura comercial también exista serologia positiva y por ende el virus de
anemia infecciosa.
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VI CONCLUSIONES

1.- Los resultados del presente estudio confirman la presencia del virus de anemia infecciosa er:
México, por lo que esta enfermedad debe ser considerada como endémica.

2- Los virus aislados en México presentan las mismas caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales que los virus de anemia infecciosa conocidos en el mundo.

3.- Aunque aparentemente el virus de Al en México es poco patégeno, 1a infeccién temprana y la
asociacién con otros agentes pueden ser responsables de los cuadros observados en el campo.

4.- Dado que no existe vacunacion en México contra anemia infecciosa, la mejor forma de
diagndstico para la mayoria de los laboratorios es, por el momento, la combinacién de serclogia y
anatomopatologia, sin embargo, se debe considerar que el diagndstico concluyente es el
aislamiento.

5.- Aunque la inoculacién de pollitos LPE es el mejor método de aislamiento, se requieren de
unidades de aislamientc adecuadas y poliitos LPE certificados como libres de Al. Por otra parte, los
cultivos celulares, aunque son relativamente sencilios de manejar una vez que la linea celular se
ha establecido, requieren de mucho tiempo para obtener un resultado, en comparacion con la
inoculacién de pollitos.

6.- Por el momento, la mayoria de los laboratorios de diagnostico del pais no cuentan con todos
los elementos necesarios para el aislamiento del virus, por |0 que se deben implementar las
medidas necesarias para un mejor conocimiento y control de la enfermedad en México.

7.- Debido a que el virus de anemia infecciosa es un inmunodepresor importante en otros paises y

que aparentemente estd ampliamente difundido en México, se requieren mas estudios sobre los
virus aislados en México y sus asociaciones con otros agentes.
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CUADRO NO.1 CARACTERISTICAS DE LOS CASOS SOSPECHOS0OS DE ANEMIA INFECCIOSA

CASO | FUNCION ZOO EDAD ESTIRPE NCUBADORA PROCEDENCIA NO.AVES | AISLAMIENTO
il Reposicion '+ -2 §- 13 dies = 1> Rhode iand 3 --Propla =) ZToluea BEda: Max =3 B 100000 345K Positiwe & -]
2 Reposicion 6dias | Rhode istand | Propia Morelos | E Zapata Edo. Mex 5 000 Negativo
3 Reposicion 6 dias Rhode Island | Propia Morelos € Zapata Edo. Mex. 5000 Negativo
4 Polio de Engorda 28dias | Arboracres | Edo de México Texcoco Edo. Mex. 60 000 Negguvo
-5 ) - "PolodeEngorda o~ |14 dias -] Avien Farms | “Cusutia Morelos |- Amecamecs Edo. Me: |- 20202 T
6 Polio de Engorda l4dias | AvianFamms | Cuautla Morelos | Amecameca Edo. Mex. 20 Ngganvo
7 Polio de Engorda i4dias | AvianFams | Cuautla Morelos | Amecameca Edo. Mex 20 Negativo
8 Polio de Engorda i4dias | Avian Farms | Cuautla Morelos | Amecameca Edo. Mex. 20 Negativo
9 Pollo de Engorda 14 dias Avian Farms | Cuautia Morelos | Amecameca Edo. Mex. 20 Nggﬂwo
2T Y 2 Polio de Ergorda’ o |- 14 diag -~ |~ ~Hubberd” -} - < Morelos - 2% | © * Yautepec Morelos: - {48 000~ | - =/ PoBRivo ™
11 Polio de E_ngoma 14 dias NID Morelos Iguala Guerrero 10 000 Negat;vo




CUADRO No. 2 RESULTADOS DE HEMATOCRITO
DE LOS CASOS SOSPECHOSOS DE ANEMIA INFECCIOSA

lmm HEMATOCRITO RESULTADO

il e DR
2 31% -
3 29% -
4 30.50% -
8 . .20.80% | . . - .
8 29.80% -
7 20.80% .
8 29.80% -
) 29.80% -
- 40%. - 1. .1880% {4
1 25.50% -

* CASOS CON AISLAMIENTO POSITIVO



CUADRO NO. 3 RESULTADOS SEROLOGICOS DE CASOS DE CAMPO

* CASOS CON AISLAMIENTO POSITIVO




CUADRO NO. 4 ANATOMOPATOLOGIA DE CASOS DE CAMPO

" JORGANO LESIONES 9 Jet0] 11
TIMO PEQUENO o 5

SCPA Sl +

BOLSA DE FABRICIO {PEQUERA - B -

SCPA + B 4+

NECROPSIA BAZO IPEQUENO - k2l -
SCPA + B9l +

MEDULA OSEA AMARILLA - el .

ROSA - =] -

SCPA + s 4

TIMO HETEROFILIA INTERSTICIAL .

ATROFIA DE CORTEZA - Bl -

INCLUSIONES - ksl -

APOPTOSIS INCREMENTADA - el -

BOLSA DE FABRICIO |HIPOPLASIA + ] -

HISTOPATOLOGIA APOPTOSIS INCREMENTADA +1+] -
BAZO HETEROFILIA INTERSTICIAL -l -] -

DEPLESION LINFOIDE - b -

NECROSIS - o] -

MEDULA OSEA NECROSIS - |ie] -

ATROFIA (ADIPOSIS) +}+] -

INCLUSIONES , -1+] -

PROCESO DE REGENERACION | s} N Ty

* CASOS CON AISLAMIENTO POSITiVO




CUADRO NO. 5 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE CASOS DE CAMPO

CASO NECROPSIA HISTOPATOLOGIA SEROLOGIA HEMATOCR!T O AISLAMIENTO INOCULACION

-, .‘;‘:’)‘i\r -u"t-;.:. ‘;J"‘r'{:;'




CUADRO NO. 6 RESULTADOS DEL HEMATOCRITO Y ESTUDIO SEROLOGICO EN
LA INOCULACION DE POLLITOS LPE

HEMATOCRITO| ELISA ELISA ELISA HI-ENC AP-SP AP-MG | AP-MS
CAV IBF Bl
o4 kL1800% ) ¢ o) - 0 RSN T B s IR - - -
TESTIGO 34.42% - 0 o o - - -
2 37.10% - 0 0 0 - - -
TESTIGO 37.90% - 0 0 0 - . .
3 33.70% - 0 0 0 - - -
TESTIGO 37.90% - 0 0 0 - - .
5510 ) 3443% ) o+ -l -0 9 90 - el -
TESTIGO 41.00% - 0 0 0 - - -




CUADRO NO. 7 ANATOMOPATOLOGIA DE LAS INOCULACIONES DE POLLITOS LPE

CASOS
2 jtesncol 3

ORGANO LESIONES

TIMO PEQUERO

SCPA

BOLSA DE FABRICIO [PEQUERNA

ISCPA

NECROPSIA BAZO PEQUENO

SCPA

MEDULA OSEA AMARILLA

IROSA

ROJA

TIMO HETEROFILIA INTERSTICIAL
TROFIA DE CORTEZA
INCLUSIONES

APOPTOSIS INCREMENTADA
BOLSA DE FABRICIO |HIPOPLASIA
HISTOPATOLOGIA APOPTOSIS INCREMENTADA
BAZO HETEROFILIA INTERSTICIAL
DEPLESION LINFOIDE
NECROSIS

MEDULA OSEA NECROSIS

ATROFIA {ADIPOSIS)
INCLUSIONES e
PROCESO DE REGENERACION |

+ + +




CUADRO NO. 8 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL VIRUS AISLADO EN EL CASO 1

J e S

PRUEBA VIRIUS AISLADO VIRUS DE REFERENCIA
SENSIBILIDAD AL CALOR RESISTENTE RESISTENTE
SENSIBILDAD A CLOROFORMO RESISTENTE RESISTENTE
SENSIBILIDAD ApH 3 RESISTENTE RESISTENTE
FILTRACION POR 0.22 NEGATIVO POSITIVO
FILTRACION POR 0.45 POSITVO POSITIVO




CUADRO NO. 9 RESULTADOS SEROLOGICOS DEL EXPERIMENTO 1. EVALUACION DEL POTENCIAL INMUNODEPRESOR

TOMA 1 (DESAFIO) TOMA 2 (14 DIAS POSTDESAFIO)
GRUPO HIENC ELISAAI HIFENC _ELISAAT
TESTIGO 1:06%6 NEGATIVO — —
TMG 0D
N 1:8 110 NEGATIVO 164 117 NEGATIVO
1:16310 1:128 7117
1:32 4/10 1:256 317
1:64 110 1:1024 3117
1:128 110 1:2048 1117
1:4006 2117
TMG 27.85 a TMG 354.73 a
NA 1:8 112 NEGATVO 1:32 119 POSITIVO
1:16 112 1:64 919
1:326/12 1:128 519
164 412 1.256 319
1:4096 119
TMG 3393 TMG 114.73b

LITERALES DIFERENTES INDICAN DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA (P<0.05)
TMG. TITULO MEDIO GEOMETRICO




CUADRONO. 10 RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DEL EXPERIMENTO 1

F’L GRUPO N GRUPO

i’ O o ceonsenea | AL 2] 9] 4] O] O L8k 9L 10k L 1E2] 3L AL 5] 6] 71.8] 9] 1

Encefalitis no supurativa 0] o] o] of o] o] ojojojojojo

{Gliosis 0] 0§ 0] 0] o] o] 0{0]0]0] 0] O

JProventriculitis no supurativa 0] 0] 0} 0f 0} O 0jojojojojo

[Hemorragias ol oj o] of of O 0] 0] o} o] of 0

INecrosis 0j 0§ 0] 0} 0] O 0} O] Of 0j Of O

& - R 21 3] 4 51 61 71 81 91101 -} 11:2] 3] 4] 5] 6] 7] 8} 9]10

Heterofilia en zona medular * ofojojojo]10]0] o] olb §1]2]0]1{o0] 1] 2] 0] 1] ola

Atrofia de corteza * 3] 3] 3] 3] 3] 3| 3§ 31 3] 3la JOf 1] 0] 0] 0] O] 0] O] 4] Ofb

Apoptosis incrementada 1111 1( 110§ 01 1§ 1] 1 111 0] 0] Of 2] 2¢ 1] 1

BOLSA DE FABRICIO. 141 .2} 3] 4} 5 6§-7} 89| 10¢ - | 1)-2] 3} 4} 5] 6] 7]-8] 9{1

Hipoplasia ojojojojojojojojof of [0]o]ofo]o]olofofo] o
[ R ARy Y & | "_5\' 41 5] 6] | ¥ F1)2] 314L5] 6} -

Atrofia (adiposis) * 1] 2| 2| 1] 2] 2|p 3] 3| 2| 31 3{ 3{a

Proceso de 0] 11110 0{0 0j0|0j0j0]0

Acumuios amplios de eritroblastos 0]11110/0{0 O} 111}3{3) 2

fCantidad de ganulocitos 3{0{2[2]3}2 142{1§3{3] 2

|Cantidad de tejido linfoide 0[3]{3}1]2]0 0jo{ o] 0] 0] O

* Literales diferentes, indican diferencia estdisticamente significativa (P< 0.05) entre los dos grupos.

0 Sin lesioén o nulo

1 Leve 0 escaso

2 Moderado

3 Severo 0 abundante
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CUADRO NO. 11 RESULTADOS SEROLOGICOS DEL EXPERIMENTO 2 EVALUACION DEL POTENCIAL INMUNCDEPRESOR

TOMA 1 (DESAFIO) TOMA 2 (7 DIAS) TOMA 3 (14 DIAS
{GRUPO ‘VSTB'F o JELISAAT . [VSNIBF ELISA Al SN-IBF ELISA Al
TESTIGO 1066 NEGATIVO 1015 [NEGATIVO 1640172 INEGATIVO
1:2035 1:2560 12
1:40 1/5
TMGOb TMG 12612 TMG 1280 a
G 10911 NEGATIVO 10 1110 |[NEGATIVO 120 1112 |NEGATIVO
1:10 310 1:10 210 1:40 412
1:40 2110 1:20 5/10 1:80 312
1:80 1110 1:320 2/10 1:160 2112
1:320 2112
TMG 6.46 a TMG 2246 a TMG 79.99 b
GA 1:0 911 NEGATIVO 104110  |NEGATIVO 1110210 |[POSITIVO
1:40 2111 1:10 5/10 1:20 6110
1:20 1110 1:40 1110
1:160 110
TMG 1.9 ab TMG 4.26 a TMG 2297 ¢

LITERALES DIFERENTES, INDICAN DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA (P< 0.05)
TMG. TITULO MEDIO GEOMETRICO




CUADRO NO. 12 RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DEL EXPERIMENTO 2, TOMA 1 (7 DIAS)

— GRUPO TG GRUPO G GUPO GA

h-ﬂf:“»wuﬁ B 'h 2] 3] 4] 51 - 11 -2} 314351 8] -7 8] 9=} i} 2 3] 4]-5I:6 - 71: 8]

|Helerd'ﬂiaenzonamechla 0| 0|l O] O 10l00|0|0100 1] 0} 1] Of 1] O] 1} 2

JAtrofia de corleza 2111 0f 1101 Jof of of 1§ 0] 0f O} Of O O} Of O] 0| O] Of O] 1

{Apoptosis incrementada * of 2] 2] 1 1fa f o] 1| of 11 o] of 1] 1] 1]a J o] o] o] ol o] o] of ©
DE FABRICIO 121 3] 4] 5] [ 1] 2] 3[.41 6] 6] 71.8] 9] .1 11 2] 3] 4] 5] 6] 7]

AGUDAS

Edema 0|l 0] O 3 0] 0] 1 0 14 0] 2] 312§ 311} 0

Infiltracién leucocitaria Of 0] Of 3| 1 Ol 0F 11 0] 1] 1] 2 1 Of 11 0| 0] Of Of 1

Necrosi/Apoplosis * oj o]l o] of oo I 3] 3] 2] 2 2 a1 1ol 1]2[o]ofo

SUBAGUDAS

Deplesion de zona medular * 3 3 3] 3| 3a]2 3 2 1} 3] 11 2la | 1] 1] 11 21 1] O 11 2

Atrofia de zona cortical 3 21 2} 3] 3 01 0] O] 21 2] 2] 3] 9 2 21 21 21 2] 2] 2] 3] 3

ICRONICAS

Hiperplasia de celulas reticulares * 32| 31 3| 3Jla L 110101 111 1] 212 2bj§ 1] 1] 0f 0f 0] 0] 1] 1] 1]b

Hiperplasia de celulas corticomedulares | 14 1] 1} 1] 1ja J 0 0] O} 0] O] O] O] O] O|b § O] O] O Of O] O] O] Of Ojb

Fibrosis * 11212 2/aJ0lo0fo0] 1)1 1] 110 0bJ 1] 0] Of O] 0 0 O] 1] OJb

% DE TEJIDO LINFOIDE FUNCIONAL * ] O] O] Of O] Ofb § 3{ 3] 3) 3§ 2| 2] 2| 3] 3|a | 3] 3t 3] 3] 3] 3{ 2{ 2] 3ja

MEDULA OSEA 1] 2 3] 4] 5 11 2] 3] 4] 51 6] | 11 2} 3] 4] 5] 6

Atrofia (adiposis} * 14 1] 2f 2f 1jb § 2] 2| 1} 2| 2] 2]ab 2t 2] 3} 3{ 3] 3|a

Proceso de regeneracion Ol 0] 11 2] 0 OOl O] O]JOt O Q] O 1{ Of 11 O

Acumiios amplios de eritroblastos Of O] Of 2| 1 0j 0] 1] 210§ 0 0l of O] O] 2] O

Cantidad de ganulocitos 2t 3 3] 3] 3 3 11 3] 110 O 21 21 1} 11 2] 0

Cantidad de tejido linfoide * 2] 3] 3] 3| 3ja } Of 1] 1] 3] O] Oib 0] Ot O 0] O] O|b

* Literales diferentes, indican diferencia estdisticamente significativa (P< 0.05) entre los grupos.
0 Sin lesion o nulo

1 Leve 0 escaso

2 Moderado

3 Severo o abundante




CUADRO NO. 13  RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DEL EXPERIMENTO 2, TOMA 2 (14 DIAS)

GRUPO TG GRUPO G GUPO GA
TIMO oo fadimndt Yo vs RYE 28 3 l"t . 2] 3f-4f SF8L-73-8f =[] 2]:3] 4]-5}-6F- 7§.-8] -
Heterofilia en zona medular * 0} 1] ofab O] 0] 0f o} of 0] O] Ojb of 1] 1] 1} 1| 1] 1] 1{a
Alrofia de corteza 0f 0] © O} Of O] O] O] O} Of O 0 0] 0] O|l0] 0O 1]0
Apoptosis incrementada 1] 0Of 1 1] 0] 14 0{ 0] O] 1] O Of0OQ Of 1] 11 1] 11 O
BOLSA DEFABRICIO - - . a-.-_-,;ja:e_‘-_;—.}l,.-1 2] 3] 1 1] 2] 3] 4] 51-6] 7] 8] 9] -} 1] 2] 3 48 5] 6] 71 8
AGUDAS
Edema * Ol OfOlb | O 1] 3| 31 3] 2] 2] 2] 2laf 1] 2] 3] O) 2] 3{ 2] 1] 1
Infiltracion leucocitaria * 3] 3 3la| Of 1] 1| 1| 4} 1§ 1] 1 bl 2 1| 1] 1] 1] 1] 2| 2| 2
Necrosi/Apoptosis 0 0] O 21 Of 2] 2] 2f 3{ 1| 2 3 2] O] 1] 2| 1] 1§ 2§ 3
SUBAGUDAS
Deplesion de zona medutar * 3{ 3] 3laf2 1| 113 1] 2] 2|b | 1} O 1| 3] 1} 1] 1} 11 2
Atrofia de zona cortical * 3] 3] 3tay 1] 2] 2] 2] 2 21 2| 2]b ] 2] 2] 2] 2] 2] 21 2] 2| 2
CRONICAS
Hiperplasia de celulas reticulares * 313 3laj 0] 141 1] 210] 110 0|bg 0] O] 1] 1] O] 11 11 0} O
Hiperplasia de celulas corticomedulares} 0! 0} 0 00} 1]10{0{0] 11010 0] 0] 0] 0)0j0jOloO] O
Fibrosis * 33 3ag1] 1] 3] 110{0] Oj0fOjbj O] O] O] O] O t] 1] 1|1
% DE TEJIDO LINFOIDE FUNCIONAL *f Of O] Ofb | 3| 3] 3] 3f 3] 3] 3] 3} 3jaq 3] 3] 3{ 3] 3] 3] 3] 3| 3
MEDULA OSEA 12 3 11 2] 31 4] 51 6 1] 2| 3{ 4] 5} 6
Atrofia (adiposis) * 1 2] 1ib§ 1] 2] 2| 2] 21 2]ab 21 3] 3§ 3] 2} 3
Proceso de regeneracion 0f 0] 0 0] O] O] 11 0§ O 1 Of 41 1] 1] O
Acumulos amplios de eritroblastos 0] 0] O 2| 0] O] 1] 2] 1 1 1 1] 11 2] 1
Cantidad de ganulocitos * 31 3] 3la ] 3| 2 2] 2f 2] 2{a 21 1 1) 11 2] 1
Cantidad de tejido linfoide 2] 0] 1 0] 0] 0] 1] 2] 3 0l 1] Of Of Of 1

* Literales diferentes indican diferencia estdisticamente significativa (P< 0.05) entre los grupos.

0 Sin lesion o nulo

1 Leve 0 escaso

2 Moderado

3 Severo o abundante




CUADRO NO. 14 ENCUESTA SEROLOGICA PARA ANEMIA INFECCIOSA EN MEXICO

ESTADO POLLO DE [ GALLINA DE | REPRODUCTORA ] REPRODUCTORA] POLLADE | AVES DE
ENGORDA| POSTURA PESADA LIGERA REPOSICION| COMBATE
DISTRITO FEDERAL xX XX XX
CHIAPAS XX
ESTADO DE MEXICO xX XX XX XX XX XX
GUERRERQ XX
HIDALGO XX XX
JALISCO XX XX
MORELOS XX XX
NUEVO LEON XX XX
PUEBLA XX XX
VERACRUZ XX

XX SERQOLOGIA POSITIVA




FIGURA 1 DIAGRAMA DE FLUJO PARA AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL VIRUS
DE ANEMIA INFECCIOSA Y REPRODUCCION DEL CUADRO

CASO SOSPECHOSO A ANEMIA INFECCIOSA

— I

Biometria hemaética Necropsia Serologia

Histopatologla Aisiamiento ELISA Al, IBF,
Bl HI-ENC; Ap
Ms, Msy Sp
Inmunohistoquimica
Preparacion de indculos
Inoculacién de pollitos
{Observacion por 14 dias)
Cultivo en MDCC-MSB1
(4 semanas)
Inmunoperoxidasa
Microscopia electrénica Caracterizacion fisicoquimica

Calor Solventes pH Tamafo por filtracion




-, mimy

‘ 4 500X HEE
> 1a osaa Caso 10 3
s de iﬂ |U5|é lntra LIC; aes en .dU (]
i - rF‘o -
Flgura ] Cue { f i e en me 5] an { 9



i, .
i’; -A.Ld.l

Figura 4.- Hematocrito de los pollos en la inoculacidn det caso 1.
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Figura 6 - Médula dsea de 10s pollos en la inoculacién del caso



Figura 6 - Médula ésea de los polios enla inocutacion del casc 1
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Figura B - Microscopia electronica del virus del caso 1 31 000X Tincion cor acetate de
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