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1. Prefacio

Parte de mi practica pr of e sMeterimaid fuedee pr egr a
una granja avicola de poistpasi orenpadronida e
aviaryme brindoé bases que mas adelante utili z

asesoria de olapcamnargiades. Dulaanté € tiempo que me dedi q @ é

| a clinica, evidenci é falta de infornmn
i nmunosupresoras en aves, Ya Qque éstas no

por | o tanto pasan en su mayomjgaenerandos aper ci |
asi un vacio en |l a disponibilidad de datos
del sistema i nmune, el desempefio del ave

|l inea genética yl ademalsi f ereaanidn rdie pat dgen
falasenl a respuesta a |l a vacunaci 6n, gener an

significativas en | a producci én avicola de

Este trabajo de grado se presenta como parte de los requisitos para optar al
grado académico de Magi ster en e€ienci as
Enfermedades Infecciosas, de la Universidad de Antioquia y no ha sido
presentada con anterioridad para obtener al
otra. Contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en

el laboratorio de Parasito | ogi a y Microbi ol ogia Veterina

Ciencias Agrarias de |l a Universidad de Anti
comprendido entre Agosto de 2013 aJuni o de 2015, contribuyer
afflos de investigaci 6n eawar debGrupd Gemstauro dle bi o me

cual pertenezco.

?Fondo de investigacion de la Asociacion Colombiana de Médicos Veterinarios y Zootecnistas
Especialistas en Avicultura.



Para una mejor comprensi on de | a metodol og
di vide por capitul os, centrados en tres
i nmunosupresores, revi s&€adpét gMupdotiposar co t e
del Virus de la Enfermedad de Marek (MDV) circulan en |l as gr anj as? ¢ S
encuentra presente el Virus de la Anemia Infecciosa Aviar (CIAV) en las aves

de Antioquia? ¢(Cual es | a dinamica de ambos

Para dar respuesta a estas preguntas, se t o nudia muestra representativa de

aves de levante del norte y oriente del departamento de Antioquia, en

diferentes edades (C a p 7 t)pdraohac8r seguimiento durantet od o e | period
en gue son particul arment e médJea vezusecept i bl
tomaron | os O6rganos Yy tej i dceesellaboratoria,l i zar ,

cont é ¢ n hocralizadas en este estudio.

Una de | as técnicas usadas que requeria de
lai mp | e me nde aultivo® primarios para el intento de aislamiento viral,
(Capit)ul e 3cont 6 con | a asesoria de experto
Diego Piedrahita y la doctora Jenny Jovana Chaparro) quienes brindaron las

bases para wun eficiente manej o Yyesenantenim
condiciones /n vitro. Adesmasr ean i edtrenamiento en el al
cultivos de embri 6n de poll o para aisl amie
de la doctora Holly Sellers (Clinical and Molecular Virology) y la doctora

Mar i ¢ ar ma (infe@iaus lcafyngotracheitis Virus and Avian Influenza) del

Poultry Diagnostic and Research Center de la Universidad de Georgia, USA.

Un a vez reali zada | a se pobtwviarant lbsa materigles c uand o
necesarios, se | oga OBt abl ecer como épit mamino cdie t e mbr
poll o con | os cuales se realizdé el laintento

Facultad, (Cap /i t ul)os 4 y 7



La técnica de PCR p airua dedaakshfarmeslas rde Mareg o  d e |
(MDV) fue estandarizada y corrida para el total de las muestras, (Cap /7 t y/ o 4

La PCRentiemporealser e a |l i zlastitetande Rirdbright, en el Reino Unido,

el cual es el laboratorio de referencia de la OIE para la Enfermedad de Marek.

Al I i s e confirmaron | os resul t aucgrs gue S
| aboratorio y se realizdéd secuenciaci én de
patotipo. El estudio del MDV fue financiado por COLCIENCIAS (C6di go
111552128321. Contrato 0155 2012).

Enel c a p /7 tse nwestran los resultados de la PCR para el CIAV, el cual se
reali z6 gracias a |l a financiacion de |1 os
resultados de esta parte del trabajo fueron socializados con la comunidad
acadeémica el dia 8 de octubre del 2014 en
gue <contdépacomcipaci 6n de expositores de t

profesores y productores del sector avicol a

Unavezs e V ela présénciddde ambos virus en las muestras,s e r eual i z 06
estudio histopatol 6gico para verifnbscar cam
|l infoides compatibles con | a infeccidn por
la Universidad de Antioquia, y la doctora Susan Williams de la Universidad de

Georgia dieron su diagnostico como patoél ogc
enlasplacas,haci endo énfasis en hallazgos compat.i
Virus. Los resul tados se consolidaron com

Plumazos (AMEVEA) versiCaw/i%3w,/ oM&rzo de 2015

En paralelo con el estudi o, entermgdadedeent 6 un
Marek, con el que se pudo apl i car todas |l as teécnicas e:
trabajo de grado, | ogrando asi analizar un
contraste a | as atenuadas de | as aves sanas

enelcaplo? u



A continuaci é6n se encuentran entonces | os
|l os objetivos planteados al i nicio del es

cientifico con resultados originales.

-
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3. Resumen

Tanto el virus de la enfermedad de Marek (MDV) y virus de la anemia

i nfecci osa aviar (ClI AV) son pat 6genos i nr
sindrome de mortalidad temprana y bajas en
coinfeccion. Aungque | a industria alicol a

dobl e en | a al ti ma década, n o hay i nfor
infecciosos que <circul an eque cedrran asdss . Es [
clinicos de MVD debido a | os programas de \
serotipolylll;si n embar gbi,ddsasporéri nfecci édn subcl in

debido a Ia inmunosupresi 6n por MVD-y CIlI AV
PCR en muestras de DNA extraidas de |l a sar
para detectar la presencia de Gallid herpesvirus 2, Gallid herpesvirus 3,
Meleagrid herpesvirus 1y CIAV en 4 granjas de postura comercial. El patotipo

de MDV fue determinado por PCR, seguido po

de | a pMWegyt edmal i si s fil ogenético. E I i ntent
real i z0Oi veons cpurlitmar i os con confir maaei 6n p oIl
sistema inmune se eval uar on por hi stopatol ogi a p a

asociadas con ambos virus. Encontramos que los dosviruse st &n presentes
todas las granjas evaluadas, o que podr i aciadosat fallas ea &0

vacunaci 6n. Los resultados de este trabaj
identificaci on mol ecular de MVD y CIlI AV y |

de Colombia.

Palabras clave: Enfermedad de Marek, Anemia infecciosa aviar, Antioquia,

Colombia.



4., Summary

Both Marek's disease virus (MDV) and chicken infectious anemia virus (CIAV)
are immunosupressive pathogens that during co-infection cause worsen the
production efficiency and mortality in chicken flocks. Although the Colombian
poultry industry has increase almost to the double in the last decade, there is
not information about circulating strains or the infectious status of both of these
viruses in the country. It is unlikely that clinical forms of MVD are occurring due
to widespread vaccination programs with MVD serotype | and lll; however,
subclinical infection losses are probably common due to immunosupression by
both MVD and CIAV. This study used PCR and rtPCR detection methods in
DNA samples extracted from blood and feather pulp pools to detect the
presence of MDV Gallid herpesvirus 2, Gallid herpesvirus 3, Meleagrid
herpesvirus 1 and CIAV in 4 commercial layer farms. The pathotype of MDV
was determined by PCR, followed by amino acid alignment of Meq protein and
phylogenetic analysis. The virus isolation attempt was made in primary cultures
with confirmation by PCR. The organs were evaluated by histopathology to
verify lesions associated with the virus. We found both viruses in young layers
in Colombia and could be altering the immune response to vaccination. The
results of this work demonstrate for the first time the molecular identification of

MVD and CIAV and the presence of co-infection in birds from Colombia.

Key words: Marek Disease Virus, Chicken Anemia Virus, co-infection, Colombia



5l ntroducci 6n gener al

Se ha calculado que durante |l a 0ltima déce
avicola nacional e {1t2)) b ocual esresultado directo deBld , 7 %
intensi ficacion de | as explotaciones y au

encasetados por granja. Estas condiciones pueden gene r ar una perturba

de | a competenci a i nmunol 6gi ca de | as av
econdédmi co cagsgneot unv ef ect o del et ér eo en | os
productivos y el bi enestar de |l as aves. E

Uni dos de Amérpaorat,adsoe phéaandirdeas de mas de 2

dol ares al afo como consecuenc{@3pladualrect a d
genera baja produc ci O n en |l as aves, aumento en
infecciones secundari as, mal a conversion ¢

respuesta adecuada a las vacunaciones (4). En Colombia se calcularon
péridas millonarias por m%¥ cdama kcanst@ehciap ar a e |

directa de agentes inmunosupresores (5).

las alteraciones del sistema inmune son de
causas no infecciosas, tales como factores ambientales, nutricionales, toxicos y

condiciones de manejo (6), a s i ccauses infecciosas que involucran virus

como el causante de la Enfermedad de Marek (MDV), Anemia Infecciosa Aviar

(CIAV) Reticul o Endot e Vvirosde &l LguoossBEYiar, viRle ov i u s ,
de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio (VEIBF), ademas de otr
agentes como las coccidias (7). Dentro de estosp at 6 g,seresaltan el MDV

y el CIAV, ya que presentan distribucidn mundi
porcentaje de las parvadas comerciales son seropositivas a dichos agentes (8

11). Estos virus generan inmunodepresioén sev

semanas de vida, resul tando en un cuadro

®|CA. Sistema de Informacion y Vigilancia Epidemiolégica. COLOMBIA, SANIDAD ANIMAL 2008.
INFORME TECNICO BogBt&., 2009



mani fiesta con una r eebwucorporal) arofimaderlacbarsha en el
timoy mé dau O e atg mortalidad en ausencia de linfomas o neuritis (12

14). Aunqueal gunos casos deMRVyICIAY fieron repontadas o n

en Ja(p5y USA (16), Holanda, Italia (17), Alemania (18), Israel (19) y

Australia (13), se han llevado a cabo pocos estudios experimentales sobre

c oi nf earambdsrvirus (16,20 22).

En Col ombia se desconoce | aMBViytdel £€&V,é6n epi d

aunque se presume gue pueden estar presentes en las granjas, ya que cada

vez esS mas comun ael erne ploar tper oddeu cfcda I6In tant
postura como de engorde, asociadas a <caso
consecuencia de esta falta de informaci én
basados en el conoci miento de | os agent e
infeccibn, | os patotipos o cepas presentes y su
y evidencias de afeccion en |l as curvas de g

de vacunaci 6n frente a estos Virus est a

comerciales o0 aneand@tmeand e, npud i eniech el sop
experi ment al en el contexto regional, gene
enzoodtico, teni endo des afciuennal gueo unnef.i

condiciona a estos agentes infecciosos a desarrollar modificaciones genét i cas
gue | es confieren caracteristicas de virul

cual quier sistema de producci édn pecuari o.

Segun | a r es3cbl5ulc idéen I2AWAL4, se establ ece que
elMDVes de car acter olel icpatrarli odueamndwvesld pr
edad en |l a planta de incubaci o6n. Act ual mer
mas de 45 bi ol O6°antea €A coredifdrentesrcepdsoy serotipos

del MDV, los cuales son usados de forma indiscriminada y sin considerar los

* Instituto Colombiano Agropecuario
° Registro de biologicos veterinarios 2013. ICA. Subgerencia de proteccion animal.



patotipos circulantes. Lo anterior es consecuencia directa de la falta de

i nformaci 6n disponible sobre I a situaci o6n
debe tener en cuenta que dado el potenci al
patotipo del MDV suel e modi fi car £8 255 asdvay ptobable i 0 s
gue haya vacunas comerciales gque no esteéen |
campo y que estén contribuyendo a | a evoluc
En el caso del CIAV, hasta el momento no hay una directriz establecida para su
prevenci 6n, y iniplamemtee mivaicamade én queda a cr |
meéedico veterinario de <cada granj a, pudi en

registrados, que contienen tres cepas distintas (26).

En este estudio ismaerpllantperde skeentcaram ci rcul ac
MDV vy del CIAV durante la etapa de levante de aves de postura en dos
regiones del Departamento de Antioquia, con miras a establecer presencia de
infeccion y presentacioéon de | aioeodenf ecci 6
campo,locualper mi tira estructurar estrategias de

i nformaci 6n propia de | a regi o6n.



. Objetivos

. Objetivo general

Estudiar la presencia del Virus de la Enfermedad de Marek (MDV) y el Virus de
la Anemia Infecciosa Aviar (CIAV) en aves de levante de granjas del norte y

oriente del Departamento de Antioquia.

.Objetivos especificos

Det er mi nar | aositividau garailos ties semtipos del MDV por PCR

y rtPCR durante la etapa de levante en granjas de postura del norte y oriente

de Antioquia.

Det er mi nar | hpostividadiGAVcree ddeant e su detecci
durante la etapa de levante en granjas de postura del norte y oriente de
Antioquia.

Determinar los patotipos del MDV presentes en las muestras positivas a GaHV-

2.

Realizar intento de aislamiento en cul ti

aves positivas a PCR.

on

vV O



Capitulo 1: Marco tedrico

1.1 Anemia Infecciosa Aviar (CIAV) : Revi si 6n

1.1.1 I ntroducci 6n

El CIAV es uno de los agentes que genera importante s pér di das econom
en | a i ndusdmo coasecaendiacde susefecto inmunodepresor (27).

Este virus afecta aves jbébvenes gener ando

6rganos |l infoides, hemorragias subcut daneas
célul as hemocitobl dast2B©)cakaeanfar médatlaedsse
en aves mayores de 3 semanas, peroaunasi se reportan pérdidas
i mportantes, |l as cuales son resultado dir
crecimiento, alta mortalidad por infecciones secundarias y el costo del

tratamiento de estas (29 31). En condiciones de campo, este virus genera

probl emas mads graves cuando esta asociado

(32), Adenovirus, Reovirus (33,34) y Virus de la Enfermedad de Marek. El CIAV

es el pat dgeno mas comunment eleMDVE3B)Nt rado en

El virus de |l a Anemia Infecciosa Aviar fue
(36), y es conocido por presentar un solo serotipo, per o con caracteri:
patogénicas di ferent e s(37,88)tLasegallihas {Gales s | ami e |
gallus domesticus) s on el Gnico hospedero natur al r
estudios revelan la prevalenciadelvi rus en aves domé9ticas vy
El CIAV es el miembro de la familia Circoviridae mas est udi ado; una
razones de é s tfue a su aislamientoen | i neas de caddspdras tr ar
MDV: MDCC  MSBI1, permitiendo aslia caracterizaci 6én del

desarrollo de pruebas para detectar anticuerpos neutralizantes en el suero de

las aves (40 43).



L a enf er medad clinica s e conoce como sind

enfermedad del ala azul , anemi a (d4)nlfaecci os a
mortalidad ha sido reportada de hasta 60%
soloentre5y15%, mi entras que | a morbil@4.bdad se r ej

serologia demuestra que hay alta preval enc
di ferencias antigénicas encontradas en | as
anticuerpos monoclonales (44), sin embargo, los aislamientos han demostrado

poca variabilidad a nivel del genoma.

Cuando se da unCGAViemdves menorésme 2csenmanas de edad

y en ausenciadeanti cuer pos maternos, se genera dze
i nfoides primarios y secundari os, provocan
anemi a apl asi ca, Il i si s de l infocitos T [

anticuerpos (7,23). La f or ma loreinntiec &2 saatawuaa debi do a

de reproductoras, sin embargo | a forma su
anticuerpos previenen | a presentasi n gdes pero no | a
transmisi 6n o i nf eqoecrésoltanecemo sansecuandiadeilaa s

i nmunos u@b).eEs Cdlombia no es obligatorio el uso de vacuna contra
CIAV, ( Re s @d11ue 1962ndel ICAS, derogada por la R.3651 de 2014),
pero se encuentran vacunas disponibles en el mercado, tales como: NOBILIS
AE7+POX8+CIAV9, Circomune ® (detRos) y Avi pr o (dephay movac®
Cux-1) , |l as cuales estéan indicadas para uso €
deci si 6n de ,(voaeda enamano® de rcawa productor, siendo la
mayoria de veces omitida en el tlzdndon vacun

cepas indiscriminadamente.

® Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)

" Encefalomielitis aviar cep@aalnek

8 Virus de la virueléGibbs)

%Virus vivo de anemia infecciosa aviar cepa 26P4



1.1.2 Caracteristicas del Virus.

EICIAVes pequemmppértenece Govius éierbroode la
familia Circoviridae.Los vi rus de e st arizagmonserdesnudos, car act
de si mei ciba ahédrunagenpma de tipo DNA circular de cadena
simple de sentido negativo (/ / v s t r) &6,47)(48,49). Hasta el momento no

se han encontrado mas serotipos entre | as ¢

(38).

Il lust tackEdtnruct ur a delGyavirus. iSe obsed/a la mogréfnoelr o€liAg, d e |
mostrando lac 4 psialssahiécdri ca que envuelve el DRMexte:c i rcul ar

Swiss Institute of Bioinformatics, 2012.

El virus es muy estable bajo condiciones ambientales normales, resiste
temperaturas altas y pH extremos. No se in
es susceptible a los tratamientos con yodo o hipoclorito (43). La carencia de
envoltura ayuda a explicar la notable habilidad del virus para sobrevivir a
condiciones extremas, tantof i si cas c¢como qudomriboyaasque Ade méas,

su distribuc@®.n sea ubicua

EICIAVt i ene un genoma de t ama ij43,50p presentai mado d
tres marcos abiertos de | ectura (o por sus

VP3, los cuales se encuentran parcialmente solapados (51 53). Estos ORF



transcriben un sol 51,6489, el cpabdodificai pard lesd3n i ¢ o
proteinas virales requeridas para | a infe
células susceptibles son: hemoci tobl astos

linfocitos Tenelt i mo o cél ul as T esti7mul adas por un

Elgen ORF-1 ( Marco abierto de | ectur a, ORF por
Reading Frame), codifica para una pr ot ei na  dwl), 3a2cuak €a
responsabl e del e n s a mi§sb)agl gen @RE-2 todificauhap si de Vi
proteina no estr u\PRula eubl tiethee actiRidad fosiatasa
(53,57). El gen ORF-3 codi fi ca una pr o¥P8iqueagendra 13 Kk D

apoptosniesasendel icél ul as tumor(@254.s aviares vy

La proteina viral 1 (VP1) se encuentra car
terminal l a cual incluye entre 50 y 60 amirtr
de plegamiento del DNA lo que permite que sea incorporadoe n | a d¢4d)p si de

L a capside est a compuest a glpdasr de 3o2Zma subuni c

i cosaheéedr i(B8)aSetdrégper tado una regi o6n hipervar.i

codi fica 13 aminoéacidos (desde el 139 al 1°¢
139 y 144 desempefian un papel clave en el
virus(59). Ademéds se sabe que el aminoacido en

mayor determi nant e ¢ €60)ésise enouendraglutaminavem r ul enc i
esta posicion, el aislado es altamente pato

es menos patog € n i(38)o

La VP2 interactua con VP1 promookeactadedo | a ¢
|l a capside, | 0 gue opanticeipdsameutrabizantesy (803, eso n de |
por esto que |l as dos proteinas son buenos c

el desarroll o de vacunas o pruebas diagnost



La tr anscrdep ORFSnproduee| apoptina (VP3), la cual es una
pequefia proteina de 121 aminoacidos gque ¢
prolina, una regi on hidrofdbica y6l)dos regi
Funcionalmentei nduce apoptosi s en c élpwlrasuntau nvoiraal
independiente de p53, e insensible a las Bcl-2 y CrmA, inhibidores de
apoptosi s), per o splo que puede éugaril cue tengaaus@a
terapeéutico pporsa efecto indu@on deela apoptosis selectiva

(52,61).

LaVP3eslaprincipalcausant e de | a inmunodepresi on por
en | os hemocitoblastos, generando una di s mi
trombocitosy granul ocitos; | a pérdida dsesonéstos d
|l os responsables del coamdta chi@A/dladéms oone
enfermedad del ala azul) (7). La VP2 también puede jugar
i nmunosupresion a traveées Comdpiejo Mayor deegul aci

Histocompatibilidad tipo | (CMH-1) (7).

1.1.3 TranGAai si 6n del

El CIAV se transmite tanto de forma horizontal como vertical y a d e m {uede
estar presente de forma latente en aves (62). La transmision verti
presencia o ausencia de anticuerpos, y puede incluir la transferencia de virus
|l atent e, olo dg uDNA& &imal (63)5 Esta via da cComo r
enfer medad clinica severa caracteri zada p
aumento de la mortalidad (alrededor del 10%) y desarrollo de hemorragia
subcut &nea e @264)r ahascot ao | ado, la infecci
por contacto directo o indirect ¢hb66)yngr esan
siendo eliminado por materia fecal y por el epitelio de la pluma (67). Otra forma
de tr anesmit $ ia @evacunas contaminadas con el CIAV; esta Ul ti ma

parece ser | a causa de s@6)di stribuci én a ni



Il nicial mente se densoBamsueer sliadaVvi aera | a for

I mportante de infecci 6n, per o | para ¢lr ans mi s
establ eci miento de | a infecclL@&dn i emfmecmradrowna
horizontal se atribuye alaruta oral-f ec al , ademas de (6B&. mucosa

Los programas de prevenci én hoy en dia se

di seminaci 6n horizontal, ya que®63n cual qui e

En | as reproductoras infectmiehzadelosl7aa t r ansm
|l os 14 diinafse cpesa®tne |yi mpuade durad de 3 a 9 semanas

dependiendo de los niveles de anticuerpos neutralizantes (43,69). Las aves

adquieren resistencia a la enfermedad a medida que avanza la edad, pero

siguen siendo suscepLta bdiesmianulca 6 nn fdec csieonns.
cuadr o sedlaidreisqppas é s demanhsals edad (22). Algunos autores

sugieren que esta resistencia adquirida con la edad se debe a que soélo los

precursores de linfocitos T de la segunda oleada en el desarrollo son
susceptibl es (2a2), peeo se& hafercontradd que los linfocitos y

macr 6f agos del bazo, ti mo vy medul a O0sea |
infecci on despu@®);, deddmnés 28 mdo asxplica por

eritroide no es suscep@@l).bl e en aves de mas

Generalmente | a enf er medad clinica &es r der a, deb
reproductoras, per o | a f (/2).mas asticderpdsi ni c a €
maternales van descendiendo en la progenie hasta la tercera semana de vida y
tienden a desaparecer, si estas aves no son nuevamente infectadas o

vacunadas a nivel de granja (45).

1.1.4 Patogénesi s

EI CIAVcausa efecto citopatico f monanucleaes t i moci

debido a la apoptosis (61). La deplecion de | a corteza ti



de la inmunodeficiencia transitoria que facilita las infecciones secundarias y
fallas en | a vacunaci 0MDV, Gumm®, Vius denld ect adas
Reticuloendotelosis, Adenovirus o Reovirus normalmente desarrollan signos

clinicos m&% severos

Las caracteristicas mor f ol 6gi cas y bi oqui
infectados con CIAV se destruyen por medio de la apoptosis (73). El DNA
aislado del timo de aves infectadas con CIAVmue st ra un patron espe
apoptosis en gel de electroforesis’>. Ademas, por minicarsehmcopi a e
encontrado que toda la corteza del timo presentaba cromatina condensada 10

dias después de | a infeccidn.

Exi sten varias formas replicaClAv aable en cél
cadena circular abierta, DNA lineal, DNA superenrrollado y una sola cadena
circul astoCesa gugiere que | aCIAV esaporcele r epl i
mecani smo del cel cual fuk descritem gbiaprimeza vez para el

virusfX-174 (Bacteri 6fagos DBA4).de cadena simpl e

Después de | a infecci d@eaedadnel GIAVee detdcta erLlosd i a
hemocitoblastos ( c é 1 ul as precur soras 48),3eroi t4r odciiatso s
después de (9. iAflecxcsd®ndhifescespdda (pba)depl eci
de cél ul as stitas,mque iresulteb €nd anemia y trombocitopenia,

generando por consiguiente hemorragias (43). En los espacios
extrasinusoidal es, | os hemocitobl astos SO
granul oci tos, por | oitanmntn@a tdd mhbniédmucs & neweind
de granulocitos en la sangre (76). Todo esto se ve reflejado en el hemograma

(42). Sin embargo, despué s de 1 6st i & € dop diveles de estas

células pueden encontrarse nuevamente en r

0 s e(4B).

“DNA Laddering patter



En | os oO0rganos |l infoides, | os prdeltnor sor es
son el principal blanco del virus (77) y son los primeros en ser destruidos,

mi entras que | as cél ul as Bnaontoidanficocondee s no s «
anterior, el ant i g earsido dgmostrado enhgrandes cantidades a nivel de

|l a corteza del ti mo, p e(T8n A peesac de querse haa medul
demostrado que la patogenia del CIAVest & fuertemente relacic
inmunidad humoral y que la presencia de anticuerpos maternos inhibe
completamente | a infecCiAMde 6éegadmosr ecaparv
i noculadas por un periodo extendido de inf

anticuerpos neutralizantes fueran encontrados (79).

Algunos estudios /in vivo e in vil'ohan demostrado wuna di smin
numer o de célul as CPBEneh miazel dal maiymo po

de cél ul as i nClAVcstoand a sa sc oOD 3etl,GrikedtrasTqOeRlas,

célul as Natur al Killer ( NK) al @alkos c er Sorf
l infocitos T del bazo parecen ser i nfecta
previamente infectadas como precursores del
6gano, a u n g use puedamirfectér hos linfocitos maduros en el bazo

(42,78).

Aves inoculadas con CIAV a | dia de edad, muestran una

respuesta a la concavalina A en los linfocitos derivados del bazo,

particul armente entre | 0s(2080).y Ad: mdés$ as sde
acompafia de una deadedla2 emh aboséhulvas del b az
sugiere un daino severo en | a capacidad de |

estimulo vy a@nsmiunuccaipéanci dad-1 mittadtoii @a. slea vi
afectada y hay cambio severo ensil@s dacr 6

receptores FC y fagocitosis, y falla en su actividad microbicida (70).



El mecani smo por el cual |l os macr ofagos so

linfocitos, yaquelospr i meros no permiten | a prolifera
|l a reducci é6n en | a funcidédn de | os macr of ac
virus al macr 6fago y esta mediado por fact

claro el proceso (42). Se ha encontrado que aves de 3 semanas de edad

expuestas al virus desarrollan una inmunos
unadi smi narci ba f uncmadbenr 6deagloss aprgsenmrar de n
signos <c¢clinicos. Esta falla en el si st ema

con agentes secundarios (42).

Al parecer | as células B no son suscepti bl e
gue aparecen en | a Bursa de Fabricio puede!
l a citoquinas, pero no directamente por | a
posible quer | as células B se vean afectadas de
células T ayudadoras, y | as <citodlubemas que
IL-8 , y esto afecta dramati came@d2.dalbaja r espue
susceptibilidad de los linfocitosBal CIAVes cr uci al para | a recup
aves. La aparicion @lAV em rltsuecouceincijeoc®n l& ont r a

desaparelciwinrwds de | a sangre, 6érganos Yy | a

Virus puede persistir en algunas <célul as

factores que influyg#). en | a eliminacion vir
A pesar de gue | a vacunaci 6n iog,dla c e al t
enfermedad clinica se ha observado en aves

madres vacunadas como de no vacunadas, sugiriendo que hay persistencia del
virus en las reproductoras , y puede haber transmision ver

consiguienteal gunos brotes de enferm@thad cl ini ca

El desarrollo de anticuerpos en las reproductoras es considerado una forma

i mportante de prevencion de |l a transmisi On



venian de madr es con anticuerpos neutr al

sobrevivian al reto con el v i(82y sunqgue no pr e
tambi én se ha sugerido que para prevenir | a
por tanto |l a transmision vern8))i cdAdemasneses

demostroé que €&€IAVpedbmapdesi stir en Organos

ser pasados a su descendencia, aun en presencia de anticuerpos (62).

1.1.5Signosc | i ni cos
La infeccionClAWeeawmasni Eorsta con un cuadro
signos patol égicos, | os cu&B)elaenfenmeddde n ser

en campo se observa cuando hay transmisio
reproductoras libres de anticuerpos para CIAV (84). Se ha reportado que el
CIAVpuede generar infecci 6n en aves menor e
pérdidas econodémi d48s Las meve de anayoreeslad son
susceptibles alainfecci 6n per o no (85;] a sda mf e rnnieedcacd 6 n
acompafiada de efecto i nmunosupresaor

, 1L o qgu

vacunaci 6n y aumento en | a susceptibilidad

Los pri mer os s intan eopartrsle lessd0-1p4 edsieas de vi da, C
pico de mortalidad entre | os 14 vy 21 dias
horizontal, se presenta un segun@®plapi co ent
aves infectadas presentan anemia (hematocrito entre 20 y 27%)11 desde el

nacimiento hasta la semana y media de edad (44, 87), pero se recuperan
completamente a las 5 0 6 semanas de vida (88). La médula d&6dsea de

| argos se puede encontrar amarillenta o r
hepatomegalia y hemorragias en la mucosa proventricular (89), muscular y

subcut@h&a este 0ltimo caso puede aparecer

1 Seglin Bounous y Steadman 2000, el hematocrito va de 35 a 55%. Valores inferiores a 35% indican
anemia, y superiores a 55% indican policitemia o deshidratacion



complicarse con infecciones bacterianas secundarias y una dermatitis

gangrenosa (Ala azul con Staphylococcus aureus) (34); se puede encontrar
tambi én at 6o § alknwides setundarios (69,86). A ni v el histol
se observa depleci édn severa de |l a I inea he
depl eci d6n <corti ca(bl). Ceande la @nfeemedadeno est fatam o

ocurre repoblacidédn celular a | asbB8&. o 4 sema

Los sintomas pueden tener di versosa grados
diferencia de susceptibiidadaso ci ada a | a edad y diferenci e
del sistema inmune; la mortalidad no suele superar el 30%. Los polluelos que
sobreviven tienden a recuperarse de | a dep:
pos-i n f e (86). Bnrinfecciones experimentales en aves SPF12, las lesiones

mas consistentes de |l a enfermedad,pdruer on e
debajo del 27 %, | a médeall at iprad .i d@t ryo sl as ianttroc
hemorragias y atrofia de la bursa de Fabricio no se presentaron
consistentemente y las lesiones de piel no se presentaron nunca, indicando

gue dependen de otros agentes patogenos pr

(90).
Se ha encontrado un vVvinculCRAV euntdeteriord as i nf
general del estado de salud de los pollosad ul t o s . En 1997, se I e

correlacion estadisticamente significativa
momento de sacrificio y las tasas de decomiso en planta de beneficio (86).
Ademas, | a i @QIAVercremetta la inaddencia de condronecrosis y

osteomielitis en aves infectadas con Staphylococcus aureus; facilita infecciones

secundarias con Escherichia col, Aspergillus sp., y Clostridium sp; ademas
aumenta patogenicidad de otros virus como adenovirus, retrovirus, virus de

New Castle, MDV y Gumboro (91).

12 Specific pathogen free= libres gatégenos especificos.



1.1.6 Diagnodstico

E I di agnd&CsAViseo bdassa en | os signos <clinicos
mi croscoOopi cos d e92),] a prnieeclraosp sisa& r olh ddgi c as c
neutral i z@3),ELSA (40) eriramunofluorescencia (93) y pruebas de

detecci 6n dlaP@EReDhoBlotdsd)mloi b r i dnaSiu yéaislamiento

en cultivos celulares (46). La det eCAV poomé tdedos no mol ecul
incluye el aislamiento en cultivo celular, huevos de embrié n de eoll o

i nocul aci 6n en aves susceptibles.

El aislamiento en cultivo celularr equi er e de | ineas celul ares
prueba de conf i r mac ioemscegao(76). El €AW N ed chpaz de

replicarse invitroen cél ul as dedefiiommbdase mbféhén de p
Normalmente, el virus no crec e en cultivos celul ares pr
celulares comunes. S8l o | as células | infoblastoides t
replicaci 6n aunqu(8).enL ab aljian H@RINOHD IAICNEA S

usadas a nivel mundial para el crecimiento y aislamiento del CIAV. Aunque se

ha descrito que el virus puede fallaren su repl i caci ¢58). B n est as
aislamiento en huevos embrionados o0 aves susceptibles, requiere de

i nocul aci 6n knnelesadentiftiecaci 6n de | esi ol
ocasiones los resultados no son consistentes (58,65). Parasuinocul aci é6n en

cultivo celularseusade2-3x10 parti cui assdel; el efecto ¢
observa después de 1 -1a4 6&iasb eculttoitvads) . (
caracteristica citopatol égica tipica, pero

t amafo, cariomegal i a, abundant e | ucsiitéonpl a s
eosinof(@l Ecoxstudi os con patrones de tin
monoclonales se han encontrado diferencias menores en patogenicidad y en su

habilidad variab| e para infectar ciertos tipos de |

i ndicando variacion geno@Bll.pica entre | os ai



El Virus puede encontrar se debido algae lanay or i a
replicacit@®&n sceke da en | as célul as madre proc
eritrocitos, trombocitos y granulocitos, los cuales se distribuyen en todo el
organismo (43); sinembargop ar a s u d et laboratorid se reeomieneld
gue |l as muestras remitidas sean ti mo, bazo,

contiene altas concentraciones de virus (87).

Para | a evdapoeseociadde armdtei cuer pos se han descr
como el de ELISA y la Sero Neutralizacion Viral (SNV) (40). Los anticuerpos
contraCIAVe st an present es e muedanasdridovlainfacadand as o
(47). Teniendo en cuenta que el desarrollo de anticuerpos neutralizantes es

esenci al par a evi t(7, en vhrias estidiod se ltazestablécido v i r al
eltitul o mini mocpanta apd atVeadie&ltd ddinbn de ELI S
de0-0. 2, indica correlacion con titulos de S
loquecorresponde a titulos altos. tUnaulroel aecni 6
diluci édn 1D2256 oaska bajos titulos de antic
tanto prot€@manadémelbajcadn mayor nregalivosBy se con:

hay una corrNeV amddnbajosn fue 1: 128 indicando

protecci 6n.

La detecci 6n por técnicas mol ecul ar es, i ncl
a |l os métodos convencional es, ya Qque posee
actualmente e s una técniceaspeendiltlae by en i nstaur

laboratorios (95), permitiendo obtener resultados en un menor tiempo que un

intento de ai sl amiento. La PCR para | a det ¢
ya que detecta el DNA viral en todos | os t
de las plumas, si enduon aé sftuoesnt e excel ente para | a d

virus puede ser detectado en plumas tiempo

aguda, | o cual podria ser (3. i ndicador de i



El CIAV en forma libre en las puntas de las plumas, o en homogenizado de
tejidosgaadomoy héorganos | i nf oisedpeesle détectaraves i n-
porPCR. Se ha demostrado que | as plumas son e
CIAV ya que tiene ventajas en cuanto a facilidad de muestreo, comparado con

el analisis de 6r g auabsensibilidad g espegificidad 63),p 0 s e e
convaloresde89%y8 3 % respectivament e. Las plumas t
diagnosticar infecciones con virus como MDV, REV?3, IBDV14 (96,97). Ta mb i é n

pueden usarse tejidos fijados con formol (92). Los iniciadores usados para la

PCR tienen como bl ancquoe coddica rV@z ivVie3ny VBIe |l apada
VP2, y fueron descritos la primera vez por Taylor (98). Des pués de | a
secuencia completa del genoma del CIAV, varios autores han desarrollado sus

propios iniciadores con buenos resultados en la sensibilidad y especificidad de

la prueba (38,99,100). Ademéadsé, certe con enzimas de r e:
segmento de DNA amplificadoporPCRper mi t e | a di ferenciacidr
viral al mostrar el polimorfismo eai 6obps tar

(Verl 1 ustr)ée) 6n 2

¥ REV Reticulo@dothelosis Virus\irus de la Reticuloendotelo}is
|BDV: Infectious Bursal Disease V{iisus de la enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fapricio
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I Il ust 2:&ittlos dercorteyf r agment os generados por enadomas de r
izquierdo: Sitios de corte y fragmentos generados por la enzima Hael/ll sobre un fragmento de
675 pb que contiene el gen VP1 del CIAV. Cadapatré n de restriccion es identi
letra (a-j ) , el numero superior indica el sitio de cort
fragmento generado. Lado derecho: Sitios de corte y fragmentos generados por las enzimas

Hinfly Hpall sobre un fragmento de 675 pb del gen VP1 (99).

1.1.7 Epidemiologi a.

El CIAV se encuentra diseminado en todo el mundo, principalmente en los

pai ses de producci (66101 \Ei vires |ha sido aigladoneni v a
Japon, Estados , Alhnemasi, a,BrRismamar ca, | ngl a
Argentina, Chile, entre otros (36,65,102,103), En paises como Col omt
Ecuador, Australia, Nueva Zelanda, Malasia, se ha reconocido la
seroconversion como eVildieus @1).Recekrdeménte, pr es en

un est udi opordanedinads PGRda presencia del genoma de CIAV en



vacunas comerciales y |l a confirmdé por secu

una de | as posi bl es fuentes de infeccidn
vacunas contaminadas (104).

En Lat i no gwaéas estudios Bralos que revelan la presencia del CIAV

en | as aves. En México | os primeros registr
en reproductoras y pollos de engorde, per o

1999, ya que todas las granjas estudiadas resultaban seropositivas (99). En
Venezuel a, a poaa; seiha rembeado sardpositividad al CIAV,
valores bajos de hematocrito en pollos de engorde y presencia de lesiones

mi croscoOpicas compatibles (806)n EmsektaaBadadasc

s e reali zo el pr i @GiAVra partirsde golosede termgordd e |
provenientes de una granja comercialde | a regi 6n centr al de V
mostraron signos compatibles con CIAV (106). En el 2009 se realiz

en un grupo de 320 pollos de engorde de edades comprendidas entre 1 y 4
semanas, gue presentaron sidemostalpormdiocses n
PCR la presencia del DNA del CIAV en 19 de 40 granjas evaluadas (107). Otro
estudio por PCR evidenci KV enr9als g0ngcanjas d e | AL

evaluadas en pollos de engorde en Venezuela (87).

Enelestadode Zulia,Venezuel a, s e hriesatloipzadt oblendagl irigsa nso s
linfoides en 149 pollos de engorde, de los cuales el 68,5% fueron positivos a

anemia por medio de ELISA (105). Del mismo modo se detectaron anticuerpos

en el 90,8% de | as muestras de poll o de en

el 97% en aves (e 28 a 42 dias

Los estudios en Colombia son pocos y se bas
(Ac) mediante la pruebade EL1 SA y estudios de casos con
| esi ones; uno de estos estudios fue reali zé

los cuales no presentaban anticuerpos contra CIAV, pero a | os 42 di



convertian, |l o que i ndi campa@iB). loxgutoresi ci 6 n a
concluyen que en aves de engorde deasi i nf ecc]
se tienen anticuerpos maternos al primer di

presentan Ac tienennulhodapar drecsteniP® A0 @t € Ccn

1.18Co-i nfecci 6n

Las infecciones méas QA psonrdermatiissgangrangsda 0 € o n
(Staphylococcus aureus), colibacilosis y aspergilosis pulmonar (110). Ademas

se asocia con un aumento en la susceptibilidad a condronecrosis bacteriana

con osteomielitis (Staphylococcus aureus) (111). EICIAVt ambi én pr omueve
mul t i pl i Creospodidium @L#2), y genera sinergia con virus como New

Castle (NDV), MDV (Virus de la Enfermedad de Marek) y VEIBF (Virus de la

Enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio). Después de una inf ec
con anemia y otro agente, se ha demostrado
tiene el otro agente, generando | esiones maé

CIAVgue cuando@@ad.sta sol o

La respuesta inmune a muchas de las vacunas, incluidas MDV, NDV vy
laringotraqueitis, ha demostrado ser interferida cuando é s t sesaplican en
aves infectadas con CIAV. (42). Igualmente se ha observado que si se vacunan
aves infectadas con CIAV contra NDV o MDV se puede generar reacciones

severas a pesar de usar cepas muy atenuadas (42).

En aves infectadas con CIAV, a los 14 d i a-isn fpeocseiencoentran

abundantes camb, osomo sned s icosf ocal e irre
l a pl uma, células epiteliales hinchadas, n
de inclusion, ademas de vacuol as(3Elrededor
cdalamo de | a pluma de | as aves posee el emi

pollos. La cavidad del foli cul o posee plasma y células sa



queratinocidos, lo cual es un medio ideal para mantenimiento del virus. Se cree

queelCIAVest a presente en el foliculo de | a p
células como a@d.Endchsoded MRV, | 8¢ epitelio del
de la pluma hasdo demostrado como el Gnico sitioc
produce virus infectante de forma estable comopar t ildwilra de cél ul as
cual se disemina a traveés del pol vo; | as a

MDVa través de | a 1®8)mbr ana mucosa

La relativa est abi ClAVWesdimilgr adhide dtrosiadgentes) 6 n  d e |
como MDV (113). Dado que tanto el MDV como el CIAVpr esent an di strib
mundi al , |l a mayoria de parvadas comerci al e:
variables. Desafortunadamente pocos estudios experimentales han sido

|l l evados a cabo sobre coi rnefaédemosttarongue ambo s
laefi cacia de v aNDVndaeccil6inn adbantcruaando habia p
CIAV (21,114). Jeurissen y Boer demostraron mortalidad elevada cuando se
presentaba | a coinfecci én, pero gqgque depend
ambos virus at &¢)aSe sugiéré que a ivelTcelular se dan

interacciones entre los dos virus, y son estas las que producen el aumento de

patogenicidad. Cuando se da una dosis muy elevada de MDV, el CIAV induce
apoptosis de |l as células T a otasionalapors , e in
el virus de la enfermedad de Marek (62). Tambi én se ha demost
dependiendo de la cepa de MDV | a modul aci 6n ClAWpuedpart e de

controlar |l os signogll5). aparici 6n de tumores



1.2 Virus de la Enfermedad de Marek

1.2.1 I ntroducci 6n

La enfermedad de Marek (EM) es una afeccio n de car acter | infopr
las aves de corral causada por el agente Gallid Herpesvirus 2 (GaHV-2),

conoci do t akibVillémnserotipodd23,24,116,117). El GaHV-2 es un

agente altamente contagioso (118); |l a forma crénica cl asica
general en aves de 3 a 5 meses de edad y se caracteriza por generar lesiones
nerviosas qQque causan paralisis espastica.
clinico, se desarrolla en aves mas | ovene
tumores en | os i ntestllN1B0. Se haengantdadoqye goé nad a
el MDV t ambi én puede inducir otros sindr omes
tansitori a, mortalidad temprana, infecciéd

enf ermedad neur ol(28)gHl primer gasormpublicadd deratEd fue

en 1907 por el doctor Jozef Mar ek, en Hu!
enfer medad. En solo 7 afos (1914) se repod
después de eso en casi t28t2d)s | os paises del
Este Herpesvirus p o s e e propiedades l infotrdspi cas S

gamma-Herpesvirus, per o por su estructura molecul ar

se clasifica como alpha-Herpesvirus, ademéas, el virus establ
l infocitos, tiene un oncogén en suU genoma
(23,25,122). Hasta hace pocos afos, l a EM er a

graci as a | a(113;123).u n #@airan est o s e utilizab

pertenecientes &HaHB32 (ool ttepdp oatehuadas), GaHV-3
(natural ment e akepesors nel Paves \MeHVAL) (124); sin

!> Marek disease virus 1= MDV 1



embar go, hoy en dia crece | a preocupacidn
tres serotipos desaraotkbanhstrtrié@dpasameheeukar e
alteradas después deviropindicanfloeqse paedaniexstiro s
mutaciones espontaneas a nivel de campo, y
capacidad de virulencia (124). Se ha concluido que es poco probable que el

serotipo 3 presente mut aci 6n espont anea,

demostrado que desarrolla caractewodosticas |
pasajes en cultivos celul ar es, como | 0 sc¢
di sminuci é6n de | a expresién de | a @roteina
vitro (23), por esta razon, aun despda/B-2ade que

MeHV-1, pueden producirse infecciones con cepas muy virulentas de GaH\V-2

(25,123,125).

Por otro | ado, |l a i mportancia econdémica de
en detalle por algunos autores (123,124), | os cual es concluyen qu
econdémicas se deben aormam Vy anmuen osxuplriecsd éann t( e

y decomisos en la planta de beneficio.

l22Car acter iMDWVIi cas del

El MDV es un virus DNA que pertenece a la familia Herpesviridae, sub familia
Alphaherpesvirinaey e |  dgVamlierusql26,127). A esta familia pertenecen
|l os virus envueltos y d20C®snmudéd,cdniaf mestf réo i
genoma DNA linear de doble cadena, de aproximadamente 175 Kpb. (128
131). Posee una céapside formada de 162 <capsonm
tegumento amorf o , el cual contiene glicoproteina

(132).



Envelope proteins

Outer Tegument
Inner Tegument

| | ust 3: &erpesvindae.Est ructura del viriaon

Fuente: Swiss Institute of Bioinformatics, 2012. En | a i magen se representa | a
virus, y |l a ubicacioéon de |l as diferentes proteinas d:
ElI virus se adhiere a | os receptores y mol
Heparan sulfato) pr obabl ement e mediante | a proteine

infeccion de células vecinas se da por Cor
i ntracel ul ares. Para que se de esta difusi
|l as célul as, es por onavdY se pupdeedar leralinfociog e c ci 6 n

(durante |l a presenyacébuol a28tepgpeéenhekcaal es

Se han encontr ado nlaécepas vwtgBpgC,ogD,qk, gh, gl, e
gK, gL, gM y gN, (133 135). Adicional a estas, secodif i ca wuna ngdei copr ot
membrana (gp82) (136). De los genes que codifican para estaspr ot edena s,

ha reconocido que el B, E, My N son esenciales paralar e p | i ¢1a7¢188h n

Los tres serotipos pueden ser diferenciados usando una prueba con
anticuerpos mono o policlonal es, por patror
DNA (139). Se puede encontrar mas de un serotirg

se ha demostrado en estudios previos (140). La virulencia u oncogenicidad se



relaciona solamente con el GaHV-2 (118,141). Dentro de este grupo se
reconoce una gran variacioén en el potenci i
continuo desde aquell os casi avirulentos h a
virulencia (129). Debido a esta variabilidad, las cepas del GaHV-2 se han

clasificado en 4 patotipos: leve (m), virulento (v), muy virulento (vv) y muy

virulento plus (vv+) (131,142). Un punt o d&aHVt2iecso sduelpatr 6n d
evoluci on em Ida Viarsulceenpcas . Por varios aif
enfermedad cl asica inducim@aHpDoAfindleede vi rus
1940, se Observd primer o (GarlV-2fraacionada mas vi |
con los virus del patotipo vGaHV-2, gue se c opatetipordominantee n e |
durante 1960 (142). Las cepas virales del patotipo wGaHV-2, se observaron

primero a finales del decenio de 1970, principalmente en parvadas vacunadas

contra MeHV-1Icon pérdi das excesivas por EM, y ac
ti po domi nant g23) Estosudatosrsageieroque eft FaHV-2 se ha

vuelto mas virulento en |l a Uultima década,
ese ritmo si no se establecen medidas de control eficientes (24). La evoluci 61
gradual de los patotipos hacia una mayor virulencia y los cambios en las

propi edades NbDVodluérgainctaes udne retropasaje in vi

|l a teoria de mBaH&Eb24).i dad de | os

Es i mportante tener en cuenta que hay | esi
patotipos que permiten diferenciarlos en condiciones de campo, por ejemplo el
vwGaHV-2 genera alta incidencia en lesiones viscerales, mientras que el
vw+GaHV-2 s e caracteri za por sus | esi ones ne

t r ans nf24443 d.46).
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Fuente: Venugopal, 2004 (24) En e | gr af i c oscadeea dagv @&lcudaividlenciae
delMDV.Se puede observar | a relacidén entre | a introdud
virulencia.
Dada la fuerte asociaci 6 n entr e | os 16g dansesseptililelad o C MH
resistencia a EM, se ha |l ogrado realizar

resistentes a algunos patotipos del GaHV-2 (147).

1.2.3 Transmisi oén

EIMDVest a fuertemente asociado a células y e

estas, excepto para el caso del MeHV-1 (128). A pesar de que el MDV puede

infectar todos | os tejidos, el Gnico sitio
virus infectantes es en |l as células ubicada
escamoso estratificado del fol lacpiumas de | a
juegan un r ol de transmisidén del Vvirus vy

enfermedad (121,148 151). Est as particul as infectante
ambiente de | os gal pones y constituye | a

10 Complejo mayor de histocompatiioiad



s

susceptibles anhtad acé $n d@eé;l apod vesta razon
principal fuentedecont agi o es | a descamaci én epiteld]
l as pl umas, |l as cual es se di([@R3062) Elwvirug aci | mer
relacionado con las plumas y la caspa es infectante, y el polvo contaminado de

|l os gallineros continua siendo infectante
entre 20, palofamo,laCi nfecci on probabl emente pe
indefinida. Los escarabajos coquito (Alphitobius diaperinus) transportan de

modo pasivo el virus; sin embargo, garrapatas libres en el material usado en los

suelos, mosquitos y ooquistes de coccidias no pudieron relacionarse con la

t r ans nfd3453,454).

La excrecioén del virus comienza 2 dias pi
signos <clinicos aparecen dgxpA54¢és Ede dB8f ioc i4l
determinar el periodo de incubacidén de | a
campo. A pesar de que a veces hay brotes el
semanas, |l os casosimasngdesepsésede | as a |
es imposible determinar el momento y | as ¢
notado que | os signos <clinicos en |l as par\
menudo no se aprecian sino hasta las 16 a 20 semanas, y pocas veces

tardi amente como hacia | as 24 a 30 semana
brotes hacia la semana 60 de vida (154). Es importante resaltar que en todos

| os gal pones en Iesesnciage BNA sreplumavde Wef8/-1 ge

encontrara positivo, S i es de una ©parvadeze
horizontal a partir de esta es limitada (23,154). Secreequenohay transmi si 6
verticalde MDVy | a contaminaci 6n externa del huev
debido a la pobre supervivencia del virus a la temperatura y humedad

empleada para la incuba c i (83n154).



1.2.4 Patogénesi s

Para =entender compl etamente el mecani smo
propuesto un sistema por fases, el cual d e
tenga el virus en |l as células y |l os signi

describen cada una de las cuatro fases:

Fase 1: Citolitica temprana
Las aves se infectan naturalmente apar ti r del virus | ibre de
encuentra en el foliculo de I a pluma. EI v

|l as vias rnenddnmndd oesaprobabl emente captadoc

fagociticas de 24 a 36 horasosi macrsdfea gvoisr

hasta | os 0 r g a h sesreplica inidiatmerdee en ,los linfocitos B

causando wuna infeccidédn productiva restrict
Poco depupde éetectarse lai nfecci én <citolitica en e
Fabricioy t i mo, alcanzando su intensidad maxi ma
afectan solo |Iinfocitos B y linfocitos T ac
son refractarias a | a infeccidén. Los efec
temprana provocamfldmanat eacai @amguda con i nfi
célul as i ncluyendo macr 6f agos, granul oci to

haber atrofia de bolsa y timo. Cepas wGaHV-2, como la Md5, pueden provocar
una atrofia de o6rganos | infméendes aoracsddgarnaen,

y ocasionar un sindrome de muerte temprana

Ci t o(7,047,15d,454).

El cuadao dod apar ali sis transitoria se obser
cepas muy virulentas puede ocurrir desde la semana 30 a las 102. En el

campo, estos signos se presentan principal:!



pi (17,23).Se ha reportado mejoria en el estado ¢

o 14 dias pia paerbobadagrobs pBddllp ser pern

Fase 2: latencia

La fase latente es el estado en el cual se presenta DNA viral, pero no
trascriptos o proteinas virales. Nor mal men
célul as+,9i CDdmbar go ctéyl ulliarsf oTci @& B t ambi ¢

infectarse de forma latente dependiendo de la cepa (23). Se sabe que el virus

produce inmunoevasi 6nl’ilseeamneslt rrasmtdioc tell o CevirHd o
y logra | a int e cnalaeavécercadaéfinas de logoeomasomas
en |l a regi 6hatfedoenédéchatencia comienza ¢ce

coincidiendo con el desarrollo de respuesta inmunitaria. Se ha observado que

l a i nmunidad medi ada por anmbibdelfases yaaqse | mpor t

aporta mediadores solubles como | NF, y
latencia (113).La i nfecci é6n | atente es persistente
ave. Se desconoce el grado en que |l as <cél
| atent ement e, aunque aparentemente se ha ol
y en células satélbl)tes en | os gangl i os

7

La apoptosis de células T suele ocurrir en
virulenta (vv) puede generarespuna&ssegundas «

tres semanas, que coincide cofb4).a i nmunosup

Fase 3: infecrestidtma producti va

Durante esta fase ocurre leastrae flaisceadiaGgn pd el

son sintetizadas, Yy en ocasiones particul as
células susceptibles, |l a infeccion producti
i nclusi on I ntr anuc (2¢4,35). &g ocyre diempré ga qoee | ul ar

ol Complejo mayor de histocompatibilidad.



depende de laresistenci a genéti ca del aMDd/. Syse tlaasevi r ul en
caracteriza por focos |l ocali zados en 6r ga
presenta muerte celular focal (7,23). Esreh | amaci 0
este momento en el gue se puede dBasr l a in
i mportante tener en cuenta que NO €S Nnece:

para que se desarrollen tumores (23,124).

Fase 4: Oncogénesi s

Constituye l a ultima respuesta a | a enfer

formaci én de tumorasa Ba traaesfqgauremagi 6n S

susceptibilidad a |l a infeccioén, contr ol i n
genoma de virus integrado y expresion viral
se ha reportado | a regresi on ceedencihi nf oma,

genética del @28) Laymuelteapordinfands puede ocurrir en

cual quier momento a partir de | as 3 semana
normalmente CD4+ queexpr esan TCR _ ,  1-ld ., L2 yoMpH si ci 6
l os linfomas es compl ej a; se reporta que e
células neopl dsicas o inflamatorias e i nmi
células T como B, aunque pr emlsnmervias | a pr i

indican enfermedad autoinmune, aunque no siempre se puede demostrar la
presencia del MDV (23). La pMaegtsi ha aprinoigaleehvoelta en la
transformaci 6n de célul as, junto con | a
transformadas expresan pp38, pero puede ser debido a que iniciaron su estado

infectivo-restrictivo (23,123).

Se puede decir entonces, gue | os pollitos
excretan virus comenzando aproximadamente dos semanas posteriores a la
infec ci 0 n (pi) con di seminaci on ma x i ma entr

i nfecciones citoliticas de | os 3 a 6 di e



degenerativas en oOrganos | infoides de 6 a
infiltraciones mononucl!| eragraenso sendems@ueiso sdey
semanas; sin embargo, |l os signos <clinicos
presentan solo hasta las 3 0 4 semanas. Los mismos factores que influyen en

|l a incidencia de |l a enfeiomedae t ambbamci ahec
comprenden la cepa del virus, la dosis, el estado de los anticuerpos maternos y

|l a via de infeccidn, asi como | a edad, [

(24,121,123).

Por otro | ado, en el epitelio del foliculo
dia 14 pi. Este sitio es el Gni co conoci
compl et ament e. L a replicaci 6n Ilesccamor e tant
resi stentes, y con cualquier cepa. AlIli 1
de | os tres serotipos puede ser encontrado
este DNA representa virus infectante |ibre
que los | i nf oci tos per i MD¥ rpositivoss se encuensram relg ka e

pul pa de la pluma a | os 4 di as pi, gue

transcripegi(®B)de LIaNPpri mera proteina viral

|l a pp38 después dguidamrgBegdDda7). vaci 6n, se

En cuanto a |l a repuesta del sistema i nmun
semanas pi se comienza a ver el desarrollo de anticuerpos precipitantes y

neutralizantes (VN), primero como IgM transitoria, y luego reemplazada por

lgY. Aun asi, debido a que el virus es asoci ad
de poca i mportancia en esta enfermedad, y
cuando se expresan proteinas virales en | a

(23,24,129).



1.2.5 Signos <clinicos

Los signos c¢clinicos de |l a EM incluyen i nmu
de células T en [(12. via cmayaer iya pdelcasos
presentan en aves de mads de 8 semanas, pero
pico de producci o6n. Los casos mas ‘tardios

i nmunodepresi 6n GIAL@3i122fl24c ci 6n con

Los signos clinicos de | a EM no son patogn
ladi sfunci 6n de nervios periféricos, gener a
gue se convierte en paralisis espastica. L
|l a descoordinac@®n Llya tafmbatlemi ¢6n del ner v
caracteriza por |l a caida del mi embr o. Si S
|l os muscul os del cuel |l o, | a cabeza puede e
haber cietogr ado de torticolis. La afectaci dén va
dilataci 6n del buche, 0 j adeo. Como | as
reconocen con facilidad, |l a incoordinaci o6n

los primeros signos observables. Una acti t ud en particul ar car ac
del ave que tiene una pata estirada hacia

resultado de paresia uni2BmwRer¥4)al o par alisis

Las aves con linfomas pueden o no presentar signos pero normalmente no se

evidencia ninguna anormalidad. Pueden pr e
inespecifica como anorexi a, depresi 6n, y enit
morir. Otros signos no especificos son dia
aves con un curso cronico. La muerte ocurr
alcanzarlacomidayagua,yl a agresi 6n de | ag¢l23.emas compa

Otra forma de presentaci 6n se da en aves |

virulentas, y se | e conoce como ceaisedr ome d



evidencia con alta mortalidad de 8 a 16 di :
en estado de coma antes de morir, lo cual ocurre a las 48 horas de

comenzados | o0os signos. Las aves que muestr
recuperan, aunque algunas pue d e n mostrar al go de mej or

permanente (23).

Las lesiones del sistema nervioso son un hallazgo frecuente en aquellas aves

afectad a s . No se observan alteraciones macr os
ordinario se pueden |l ocalizar en uno 0 mas
raices medul ar es y en sus gangl i os. Se

macroscopicos de difleexmnd ecelnieawa,osmedorst ér

braquial, ciatico yaela hérygiaoc @Ry di agmvisdt a I

Los nervi os periféricos afectados muestra

cruzadas, cambio de color gris amarillo y a veces aspecto edematoso. El

crecimiento |l ocalizado difuso ocasiona que
tamafio de 2 a 3 veces mayor a | o normal vy e
gue muchas veces |l as |l esiones son unilater

los nervios opuestos en el caso de cambios ligeros (23,122).

Los tumores | infoides se pueden presentar
Pueden hall arse |l esiones |infomatosas en | as
pul mén, corazdn, mesenteri o, ri Aon, higado
pancreas, proventricul o, intestino, iris, I
pueden encontrarse enaus enci a de | esiones ndl232).i osas m

Se puede encontrar tumores sin tener afecciones en los nervios (23). Es
evidente el crecimiento del o0rgano y hay
algunas aves se encuentran crecimientos nodulares semejantes a tumores
dentro del par én geuxitnean ddi eéln déorsgea naon firapgst i r de

ylisosalcorte.La afectaci én del pul(®@8n origina sol



Las | esiones en piel estan asociadas a | a

Puedevar i ar el grado de afecci 6n, desde unos
de |l a piel con | esiones nodul ares. Se obser
a costras con incrustaciones <cafés. Se ha

regi 6n ventraloy OQamiBiaéndee¢ kaeVvilisto edema
gue puede ser indicativo de cr e23).Bneent o t ut
ovario inmadur o s e observan areas gri sadaceas y t

madur os mantienen su funci on a pesar de

cuando hay marcada involuci o6n(l28) e evi denci a

La bolsa de Fabricio suele atrofiarse cuando se afecta, y en pocas ocasiones

da origen a tumores que parecen engrosamientos difusos a causa de la

di stribucioén interfolicular de |l as célul as
t umor nodul ar caracteri st ipuale difegenciarae | euc o s
hi stol 6gi camen(23% con facilidad

1.2.6 Diagnédstico

El di agndédstico en granja se ddébges dbasar e
necropsi a. Nor mal mente es f acil cuando se ¢
par alisis, cojeras unilaterales, emaciaci 6n
(23); sin embargo, debi do al compl ejo cuadr
resulta dificil I legar a | a.conclusidédn de g

T Técniseao !l 60 gmolacdases.y

Los méeétodos de identifi ca&asiede sudbF@dedost i cuer p
poll os son de wutilidad en | os estudios de
parvadas | i bres de patodégenos especificos.

ELISA y NV18. Sin embargo, ninguna de estas pruebas puede determinar

'8 Neutralizacion viral



anticuerpos para un serotipo viral especifico e
serotipos virales. Se han comunicado difer
pero tambi én parecen existir antigenos c¢omL

anticuer pos d e bdesdistantdsgpeedevariar (122).t

La disponibilidad de la secuencia de los tres serotipos del MDV ha permitido
desarrollarlat é ¢ n i ®@R, k@ no siempre es lo suficientemente sensible
para detectar infecciones latentes debi do a | a baja frecuenc
positivas y el baj o nudame(182).d eAugie mosnia Viiar atlé
de PCR (cualitativa, semi cuantitativa y cuantitativa) es usada actualmente para

detectar el MDV identificando los tres serotipos (155 160).

En el GenBank se encuentran disponibles los genomas completos de
di ferentes cepas pertenecientes aMdops 3 ser
AF243438, GA; AF147806, Md11; AY510475, CVI988; DQ530348. Para MDV
2. SB-1; HQ840738, HPRS24; AB049735 y MDV 3:FC126; AF291866.). Con
base a estos se disefinan iniciadores que id

patotiposdelMDV, y ademads reconoc@h6160il62ps oncogéni

Se ha usado | a PCR convenci oMegénplpnaasya i dent i
tumores (162,163).T a mb i én s e reporta PCR anidada p
mi smo gen en ®él wludspadedebazl uma y <célul as
sangre p@ed). Erteli cafno 2012 se dlégpeaparadal | 6 PCR
detecci 6 n si mMDVtleucesia avidrey virus de la reticuloendotelosis,

la cual permite diferenciar el origen de los tumores en pavos (165).

Recientemente se ha desarrollado la rtPCR19, y actualment e es el mét odo
el ecci d6n debido a que da un resul tado cu

reproductibl e y tiene mi ni mo riesgo de C

“PCR en tiempo real o PCR cuantitativa



mani pul aci 0n (1801b66,167)n pal seénsitwlidad de la PCR en tiempo
real se ha encontrado que es entre 3,5 y 10 veces mayor que la PCR
convencional. Pero puede haber falsos negativ 0 s debi do a peque

mutaciones en el gen Megq, cuando este es el blanco de la PCR (116).

Al gunos autores han estandarizado esta té
serotipos, ya sea por separado o todos al tiempo (128), a partir de diferentes
tejidos. Estos ensayos juegan un rol importante en el monitoreo y manejo de la

vacunaci on y redGaWe2(1l&) 1| mpacto del

Se ha demostrado una asociaci én cuantitati v
producidos en | a EM. Lmomayopfiasemrt arvetsi tcw

de viremia y son positivos a PCR. Por lo tanto, si se demuestra alta cantidad de

virus o DNA viral en | as células tumorales
tipodet umor , este puesdtei csoe re supne c68p Adimonall e E M
a s®, con | a i ntroducci 6 nThedRinderts aTechmlogy s FTA

Associates) se ha simplificado el proceso para la toma de la muestra en campo,
y ha demostrado efectividad en diferentes muestras (sangre, tumores y pulpa
de pluma) par a | aMDy aon excetbrtes eesultado§ an rtB@R
(168).

EI valor diagnodsti co Mbwe ndeetle cftoalri cguel noo ndae dleal
aves infectadas naturalmente ha sido reportado (97,160). Recientemente se ha

|l l evado cuanti fi caMDVéen el &F€Ply hg mostoadoatenat e |
hasta 200 copias por célula después de 14
Rispens (120). Las | esiones del foliculo plumoso
a | os 7(158) agy puede detectarse por PCR a | os
muestra su pico, Yy luego desciend(@le)gr adual
La cantidad de virus en el foliculo varia

demostrado varios estudios (120,169), por lo tanto es recomendable hacer un



pool con varias plumas. Sin embargo, se d

resultado de esta prueba, ya presencia del GaHV-2en el foliculo de |
de aves vacunadas es indicativo de infecci
huésped nor nhd sremrtcel Ino tumores, pero aun as

el virus (128).

Una de |l as U0ltimas técnicas estM@Wesdari zadas
ampl i fi cacicad mediddas @dr é/oopsi (Loop Mediated isothermal

amplification, LAMP) (170). Este es un novedoso método d
acidos nucleicos que sintetiza gempmdes can
per o aun asi, con (f7d)an Ek s pleAMF | diedn@ad t r O
aproxi madamente 100 veces mas sensible qu

detectar MDV (170).

M Aislamiento viral

Un método mas tradicional, y &2010, esaed i recort

aislamiento del virus. EIMDVs e puede aislar tan temprano

posterioresasui nocul aci 6n, o cinco dias | uego de
durante el transcurso de toda | a vida de |
son el inéculo preferido, ya que en | a may
esta relacionada &4vidamente con células, a

de piel, caspa o puntas de plumas de pollos infectados pueden contener virus.

E I inédcul or pgcedstietstiiado por l infocitos sa
heparinizada, esplenocitos o células tumor
aislarse el vir us de suspensi omdsctdedascél did apuéis
al macenamiento durante 24 hoelteasspode dd ° C, f

muestras (122,172).



El desarroll o de placas tipicas en cul ti vos
14 dias, y | a ausencia de e =®$eidencaaenbi os er
aislamiento de MDV. Las placas inducidas por los virus serotipo 1, 2 y 3

pueden distinguirse, con practica, medi ant e
Opti mo para | a observaci on de | as placas
serotipo del virus. Para determinar la susceptibilidad de los cultivos de prueba,

se pueden wutilizar indécul ofl22lmfl8Brt ados con

Los fibroblastos odellasendé&li wlnasdedepartiohon de
( FEP) cultivados resultan adecuados para |
MDV. ElI MDV atenuado y los virus de los serotipos 2 y 3 proliferan bien en

cultivos de f i br obl astos de embr i 6n ctades suelenl | o . Lo
desarrollar lesiones focales separadas, constituidas por agrupamientos de

células redondas refractiles en degeneraci
suelen ser menores a 1 mm de diametro y de
cél ul as afeedcethadasntpeuner dos a varios <cient
observan de ordinario cuerpos de inclusidn
|l i beraci 6n de <células redondas en el me d i
observan reas grandes dlen pladasdeserotpefl ul ar . S

a
l uego de 5 a 14 dias de aislamiento pri mar

adaptaci 6n23472). cul ti vo

Se puede realizar un acercamiento al seroti
cultivos celul ares: el serotipo 1 crece me
células de rifién de poll o, gener d&ipd2o0 peque

crece mejor en fibroblasto de embridén de
tamaino mediano y |l argos sincitios. E Ser
produce grandes placas (23).Con estos cultivos es posible
titulaci on viral de |l os 3 serotipos, aungue

y cepa que se @2t e analizando



1 Patotipifi caci 6n

Paralapat ot i pi i cacide las cepasideleserotipooly se/puede

realizar |l a inoculacidédn de pollos no vacun
con vacunas HVT o bivalentes. La ausenci a
gue | a c o njpuadmalterardaipdtagenicidad aparente del aislamiento.

Ademéde be considerarse | a plasubalibeguiciegoald de at e
gener al de 20 o m&s pases en cultivos <cel
gradual en célul as retnad ede demliproil dro de fp dtr

fibroblastos del22)mbri én de poll o

Hoy en dia, esta patotipificaain@ddehmede ser
secuencias del gen Meg,al i neando | a secuenci algsrobabl e
cuales muestran distintos polimorfismos vy |
con | a virulencia. A pesar de que | a pat

mutaciones parecen ser suficientes para aproximarse al patotipo. El gen Meg

sol o se exprselaeateseg rrransfoenadat, por lo que descarta los

serotipo 2 y 3. Shamblin et a/. determinaron sitosdemu t a ecis@re c iefidl c 0 s

gen Meg, que modi f i can el or den, la que tonlleva @ mi noac.i

cambios en la virulencia (174):

Los mGaHV-2 muestran puntos de mu t a cen & amino terminal (posi ci é6n 71

y 77); los vGaHV-2 muestran una r e g iridanen prolina; los de wGaHV-2

tienen mu t a cdan &lnpunto de repetici 6 rico en prolinas, el cual se ve
interrumpido por 4 aminoacidos enyékla posic
vw+GaHV-2muestraunas ub st i enelaimdé m o apatatidoaetinoblastoma

(Rb) en el domi ni o de uni 6baCh#’e plraoRheH na

(consenso LXCXE, donde X es cualquier aa) (175).



1.2.7 Epidemiologia

Esta enfermedad es de distribucioén mundi al

presentan por | o menos un serotipo. En é
enfermedad <clinica. En China poaciedgr mpobo,
i mpide | a replicaci 6nGalve2 gree@aeasntveasr i emt ek
(176).

La incidencia de la EM es muy variable. Unas cuantas aves que desarrollan

signos pueden recuperarse de la enfermedad cl i ni ca, pero en
mortalidad es casi igual a la morbilidad. Luego de que aparece la enfermedad,

la mortalidad se acumula gradualmente y persiste por lo general durante 4 a 10

semanas (23). La morbilidad y mortalidad pueden variar de acuerdo a la cepa,

dosi s, ruta de infecci o6n, genero del ave, é
y factores estresantes, pero se puede decir que va desde unas cuantas aves,

hasta el 30%, incluso se ha reportado 60% (23).

En Colombia se desconoce | a sdaosguesedén de |
encuentran son contradictorio®laEMBogsén un r e
reportoé en ningun predio Col ombiano, per o
por esta la enfermedad de 3.198.744 pesos, debido a 472 muertes asociadas

por EM.

1.28Vacunaci 6n.

La EM se habia controlado bien c#AW, el uso
serotipo 2 del MDV (GaHV-3) o cepas atenuadas de GaHV-2 (177). La vacuna

y el virus virulento pueden coexistir en el mismo hospedero (152,178 180). Hoy

%% Sistema de Informacion y Vigilancia Epidemiolégica. COLOMBIA, SANIDAD ANIMAIEQEIIE
TECNICO Bogota, D.C., 2009



en dia hay evidencia de que el Uuso extensi

las cepas de MDV que tienen mayor virulencia (144).

La vacuna HVT | i br e de célul as tiene poca efic
anticuerpos maternos, por | é/VTtaspoadapa ha si d
cél ul28s Esta vacuna puede ser aplicada SC
nacimiento,o/inovoa | os 18 dias de i ncubaca omas Hsutea
todo en poll o de engorde, y debe ser apl i«
embri 6n, para que se dé respuesta adecuad
contra MDV e n i ncubador a es de car acter obl ig

(Resoluci on I CA 3651 del 2014

Un reciente estudioen larespuest a ci tot ol itica inducida po
MDV muestra que lagl?2es un bl anco potente para wusar
tanto en |l ineas resistentes como susceptib

grupos de avese scebsteambdi éqques gE mostraba r

similares citoliticas, por | o tanto tambi én
(181).

La vacunaci 6n altera | a paGard/gpaedastelm de | a
di sminuci 6n o eflaisne ncaictiddlni tdiecal aa e mpr ana. A 'S
notabl emente el gr ado &MBV, nonst eesarrollannla | at ent «
infeccidn citolitica tardia ni l a i nmunosu
vacuna comienza con el | NF_ . La inmunizaci ¢
pi, resulta en regul aci-8nL-19p e &NO$?3 endos d e | i N
pul mones y bazo. Este mecani smoHIFeSBer ee (queéE
1. El i nterferon reduce | a replicaci on vira
transcripcién de i NOS, produci éndose Nitrog

2L proteina de membrana |
22 6xido nitrico sintetasinducible



vacuna, [ isu t mepld25G28d23Y0 n Despué s, |l as cél ul &
activadas, y el i mi nan | os Linfocitos B i
antigeno especifica comienza a |l os 7 dias
junto con la fagocitosis mediada por anticuerpos y los NK, controlan la

enfermedad y Il evan al virus a entrar en f.
de memoria pueden el iminar rapi damente | as

(122).



Capulo 2: Muestreo y preparacién de | as mue

2.1 I ntroducci 6n
Para determinar si exi sten individuos infec
una pobl aci 6n, se debe t omar una muestra

encontrar al menos un individuo positivo, de acuerdo a la prevalencia esperada
de la enfermedad estudiada. Dado que ambos virus (MDV y CIAV) presentan
di stri buci(@/A01)mse msumeadue todas las parvadas comerciales

portan ambos virus en cantidades variables.

En Colombia, los estudios sobre CIAVs on pocos y se basan en |
anticuerpos mediant e | a prueba de ELI SA y estudios ¢
de las lesiones halladas en la necropsia (108,109). Sin embargo, no hay datos
que permitan conocer con exactitud la prevalencia en Colombia; por lo tanto
basados en los estudios de Venezuela, se puede asumir una frecuencia de la

enfermedad por encima del 80% (182).

Por otro lado, la incidencia de la EM es muy variable. Hay una diferencia
considerable de prevalencias entre paises;
mortalidad en ponedoras (Francia y Alemania), otros tienen problemas en pollo

de engorde (ltalia). Los paises en desarro
que la enfermedad ocurra debido a la falta de ambientes controlados,

inapropiado almacenaje de las vacunas y presencia de varias edades en la

misma granja (183). Se cree que el costo de esta enfermedad a nivel mundial

esta eRtrba | $Dbnes de d ¢1B4 Erewn estudicen EEBUYN t €

se deteuanilnad tgasa de decomisos en planta de

4 afios fue de 0, 23 %, | o gue representa p



productor. Se asume que todas las granjas presentan por lo menos un serotipo,

pero BOAdbgenosrepatalsenfse smedad(188) i ni ca

En Col ombia se desconoce | anwlidecmppjybn de |
los datos que se encuentran son contradictorios. Ya que | a vacunaci
incubadora es obligatoria para todas las aves, se espera que el 100% de las

aves sean positivas al menos para 1 serotipo.

Con base en | o anterior, p atraade este estudid cul o d
se tomé un nivel de confianza del 95% vy ul
(87,107) para ambas enfermedades con el fin de detectar animales positivos en

una pobl 8d00&ves dd Evante.

2.2 Metodol ogi a

2.2.1 Zona de estudio

Se evaluaron 4 granjas avicolas de | evant
oriente del Departamento de Antioqui a, Co
municipios de Guarne, San Vicente, Belmira y San Pedro de los Milagros. De
acuerdo con el sistema de <clasificacién d
encuentran en una zona de vida denominada
bajo, con una altura sobre el nivel del mar por encima de los 2000 metros, y

precipitaciones entre los 900 mm hasta los 1800 mm anual (186).

2.2.2 Poblacién y tamafifio de muestra

Las aves del estudio pertenecen a | ineas
br own, Babcock, | s aemiBasanag 136 caracter&an pdr femee a
un peso mayor que | as aves de | inea | ivianst

de edad), variedad de <colores del pl umaj e



huevo con cascara marr on; est aal patatel ma car

mercado antioquefio, el cual consume prefer:i
Las granjas se escogieron con base a los siguientes criterios:

U Se encontraban ubicadas en la zona de estudio.

URecinmives de 1 dia de edad de un@A incubad

U Aplicaban vacuna contra Marek en incubadora a | dia 1HWHe vi da
Rispens).

U A ¢ ¢ erdaiparticipar voluntariamente.

USe comprometian a participar hasta compl

U Estaban registradas ante el ICA.

UTennicaerti ficaci édn coBioos &g wmg a (Axvd gl aRe s
ICA 1183 del 201023).

USu propdésito era venta de huevo para con:

Los sistemas de cria y |l evante de | as gran
pi so, siguiendo | as recomendaci nmtawefse de | a
diferente para cada granja, pero cumpliendo con lo establecido por la

resoluci on I CA 3642 del 2013. Cada granja f

tiempo y método de aplicaci 6n.

E I muestreo se realizd6 dur anttbreeol201p,er i odo
con las fechas de muestreo de acuerdo al calendario de recibo de polla de

cada granj a. Para el muestreo se contdé con
para | a experimentaci on ani mal de | a Uni ve

acta 65 de 2010.

23 Derogada por la Resolucion 3651 del 13 de Noviembre de 2014.



2.2.3 Calcul o del tamano de | a muestr a

Dado que se tienen 4 granjas en el estudio con un total de 232.000 aves, de las

cual es 80 .e0 Bwntee(20t0@rde cada una de las granjas), con un

ni vel de confianza del 95 %, golahormdomesy o | a f «
2010: n= (1- () YD (N-((D-1)/2)) (187), donde: n: Muestr a,;
confianza; D: preval en cde auess qorelo amtdrmr;se N: po bl

debe seleccionar una muestra con al menos 3 individuos para detectar en una
pobl aci on de 80. 000 i ndi vferchay assmieado um@aenos un

preval encia mini ma Debidopaequeasd avaluhleh 6 etiddés

di ferentes, se realiz6é6 un muestreo estrati
edad.
E I tamano de muestr a f ue veri ficado con I

quenes establecieron que brindaban para el

edad debido a politicas econdmicas.

U Los criterios de i nclusi 6n: aves sanas
acuerdo al punto de muestreo.
U Los criterios de e X ¢ | wisads de enfermedadso ¢ o n S i

reporte de ruidos respiratorios.

La muestra se tom6é6 en | os dias 1, 15, 30,
cada edad se seleccionaron 3 aves, lo que constituye un total de 18 animales
por granja 'y 72 aves en total. Adicionalmente, se tomaron muestras de 10 aves
de traspatio de fincas de los alrededores de las granjas del estudio con el

propésito ser usadas como control sin vacun

A continuaci 6n s e det al |l a | a i nformaci 6n

muestra.



Tamafio d Tamafo
Ubi caci ¢ Di a de m| Muestrapor edad
pobl aci Muestra
Zona Oriente
50.000 aves
1, 15, 30, 60, 90
Granja 1 3 aves 18 aves
Municipio San y 120 d
(20.000 en levante)
Vicente
Zona Oriente 20.000 aves
1, 15, 30, 60, 90
Granja 2 3 aves 18 aves
Municipio Guarne y 120 d
(20.000 en levante)
62.000 aves
Zona Norte
1, 15, 30, 60, 90
Granja 3 (20.000 en levante) 3 aves 18 aves
y 120 d
Municipio San Pedro
Zona Norte 100.000 aves
1, 15, 30, 60, 90
Granja 4 3 aves 18 aves
. . y 120 d
Municipio Belmira | (20.000 en levante)
Traspatio Zona norte 180 di g 5 aves 5 aves
Traspatio Zona Oriente 180 di g 5 aves 5 aves
Total aves
82
muestreadas
Tabla 1: I nformaci 6n de | as granjas muestreada:
2.2.4 Toma de muestra
En cada una de | as edades se escogieron al

se sacrificaron siguiendo los protocolos establecidos por la FAO (188) ( Comi t é

z

de Etica par a | a Experimentaci dn Ani mal
l nmedi atamente después de | @& maemuestded a
sangre por medi o de punci 6n intracardiaca
jeringa de 5 mL (21G), y se deposito en tu

sangre entera -3k °G@O@nsleasy oplaumas se tomar on

pecho, conserv andos8e0 & C como un solo pool por ed.



|l 1l evd a cabo de forma organizada, Si st ema

veterinario con experiencia en medicina aviar. Adicionalmente se extrajeron los

6rganos: ti mo, b az o, cuélas sescanseevardn ffragmentoss de | o
de 0,5 x 0,5 mm-&8h©° cOnmer acaioxnl ami ento, y f
Xx 0,5 mm en formalina bufferada al 10% par a

2.2.5 Extraccioén de DNA.

La extraccion de DNA se r eahgreasandaelkKiiodas | a

Ql Aamp® DNA Bl ood and ti ssue ( QI AGEN, cal

recomendaciones del fabricante. La elwuci dn
Para | as muestr as dpgooldel3ammaalesper edagdelcadaz ¢ un
granja, yaque lacantidadde DNA extraido suele ser | imitac

(189,190). Para | a extraccion de DNA del folict
las muestras de pluma atemper at ur a ambi ente; se cortaraon
aproxi madamente) y se realizdéd un corte | on
0,2 cm aproximadamente. Los fragmentos de pluma se pusieron en viales de 2

mL; se afagdidebutfenATLBZD, Lde pr oteinasa K. Se t
un mini macerador ; se agito con vortex por

hora a 56°C (agitando vigorosamente cada 1!
se continud6 con el p r loRalricantd del Kee QUIAGEN eci d o p
(cat. No. 69506) (Adaptado de (116,120,127,173)).

Para verificar calidad y cantidad de DNA se procedi 6 a reali zar
concentraci 6n mediante Nanodrop (Ther mo Sci
para el g edne | e sRedtnrdoavri r u s EAY#R moby/é (miciadaresi a r

H3 y H8) de la gallina (191).



2.2.6 Condiciones PCR estéandar para gen de

Para wverificar |l a calidad del DNA extraid
reali zar | a PCReesti &nd @ tHPg®E & dalla gallina

(Tabla 2) . La nr esaeccliloevo a cabo en platos de 9¢
final por pozo de 20 , L. La reaccidén cont
Green(PROMEGAN),Primer24Forward 0,4 ., M, Pri mer Rever
10 , 9 vy 4 , L de DNA (10 ng/ Abhdar SSpamwail iz
TagN, gue consiste en una de8%g@atpwmral2i zna cniudtno

seguido por 30 ciclosde 95° C por 1 MmMCnpopo, 360s®Qumpado s, 7

Iminuto, y una el ongaCpordl@ mifuiosral de 72 ©

Tabla 2: Iniciadores para gen de Referencia.

Blanco Nombre del iniciador Secuencia del iniciador Tamafno de bandd{

Gen Referencia | H3 Forward (5659 5678) 5- AACAACACCGATTTAGCCAGC-3

de la Gallina

360 pb
EAV-HP pol IN | H8 Reverse (6019 5996) | 5-TGGTGAATCCACAATATCTACGAC-3 P

(191).

2.2.7 Electroforesis

Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1%, preparado
con buffer TBE 1X y Bromuro de Etidio (1 mg/ml). En cada pozo se sembraron
20, Ldel producto de PCR. El gel se mantuvo a 70 Voltios durante 1 hora y las
bandas se visualizaron utilizando un transiluminador conectado al analizador de

i magenes UV.

24 Primer: iniciador



2.2.8 Preparaci é6n del BSA

Para preparar el BSA25 (Albumin bovine 99% ref. A3311)se utili z6 agua DEPC,
y se ajusto a una concentracion de 1,6 m

( membrana de 0,45 , m)

En I a reacci é6n de PCR con pluma se reempl a

deBSAal0.1%,las demas condiciones Sse conservaron

2.3. Resultados

2.3.1 Cantidad de DNA de las muestras

Se obtuvo un total de 82 muestras de DNA d
promediode1 70, 94 ng/, L, y una 3885Srrg/a(cmiomi neost an
de 14,8 y mamn g moPara @uma $e8obtuvieron 24 muestras de

DNA con un promediode 347, 2 ng/, L, con una 3t4er2vi aci 6n
ng/ (minimo de 8,1 y maximo de 1017). La r
entre 1,7y 2.1.

2.3.2 Calidad de DNA de las muestras.

Todas las muestras amplificaron una banda de 360 pb del gen de referencia de
gallina EAV-HP pol IN (H3 y H8) (| magen 1) , confirmando as|

DNA de la muestra y ausencia de inhibidores de la PCR (191)

% Bovine Serum Albumin
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Imagen 1: Electroforesis del producto de PCR H3 y H8 (Gen de referencia) de algunas de las
muestras. Control positivo DNA de FEP. Control negativo sin DNA. MW= Marcador de peso
molecular de 100 pb . Banda esperada 360 pb. Lag thetasd s 3 a 1

corresponden a unGekdéAgargsalde gr anj a.

2.4 Discusi 6n.

EL gen EAV-HPpo/INs e ubi ca e n5659-867P(inidadar H3)yn6019-
5996 (iniciador H8) y codifica el retrotransposon aviar EAV-HP (Avian
Endogenous Retrovirus), cuyo hospedero es el Gallus gallus domesticus (191).
Se ha utilizado comogender ef erencia para PCR ya que e
todas | as células de origen de gallina. E
presencia de inhibidores de PCR o Ai el DI
amplificar correctamente el gen de referencia, se puede inferir que el DNA
extraido de | as muestras tiene buena calid

pruebas moleculares de diagndédstico de | os p

En el caso de las muestras de pluma se encuentra un inconveniente a la hora
de realizar una PCR: el contenido alto de melanina. La melanina es un
pigmento derivado del aminoacido tirosina,
actividad de la DNA polimerasa (192). Cuando se trata de aves marrones o
negr as, el contenido de mel anina en el foldi
interferir con la PCR, generando falsos negativos y por lo tanto sub-

diagnosticando la presencia del virus (127). A pesar de que la melanina tiene



este efecto inhibidor de la PCR, puede ser corregido con el uso de algunos
protocolos: pre- i n ¢ u malel IDFIA con BSA2 (160) y uso de BSA en la
reacci 6n de PCR como r ee(i?d®) @an estedvaribs agua D
autores han encontrado buenos resultados incluso en la prueba rtPCR. Se
utiliza afnadiendo 10 ug de BSA en | a reacci

de 50 a 500 ng.

2.5 Conclusiones.

Con el tamaino de muestra y <calidad del DN
pruebas de detecci édn mol ecul ar dAremiairus de
Infecciosa Aviar, con un nivel de confianza del 95% de encontrar al menos un

animal positivo a ambos virus.

Ade mas, muésimas de sangre y pluma procesadas y analizadas
demostraron ser aptas para serusadasen | a PCR para | a detec

agentes virales del presente estudio.

% Bovine Seric Albumin



CapitiEsdoaddar i zac ipdnmriodde emhud itdvode Pol |l o.

3.1 I ntroducci 6n

Para el cumplimiento de los objetivos de aislamiento viral y PCR fue necesario
establecer un cultivo pcomael of dre ecenbobOeane
viables que permitieran eMDVcetcpadpuedesent o y r ¢
usado como control de PCR convencional, determinar la curva normal de la

PCR en tiempo real, y ademéds veriadencar si

las muestras evaluadas.

Los cultivos primarios son aquellos cultivos preparados directamente a partir de
un tejido u d6érgano. En estos cultivos | as

originales y su pr(@93) El euttieocelubantuve su orlggnmi t a d a

en el si gl o oXdloX,pacdocamoe Imétst udi o del comport
ani mal es Il i bres de | as variaciones si st é
experimento. En |l a actualidad pueden cul t

procedentes de una amplia gama de tejidos y organismos diferentes (194). Los

embriones de poll o se wutil iumalespgaeiuwmso obt ener
en cultivo viral y producci 6n de vacunas. l
es posible separar por O6érganos y realizar c
mi ocitos, células cardiacas, epiteliales, h

Al gunas geéeenutasizan cultivos celul ares pr

dentro de susoomletbdsi bpgc€caci on viral por pat
y ELI SA. Estas técnicas tienen su fundamen
tanto dependen completamentede | a cal i dad de | as cél ul as

obtener resultados confiables y reproducibles. Debido a esto, se hace

necesari o estandarizar el proceso de cul tiw



pollo para posteriormente realizar aplicaciones en las pruebas di agnodstic

para Vvirus aviares, especi fMD¢.amente para el

3.2 Metodol ogi a

La técnica que se describe a continuaci 01
protocolos usados en el laboratorio de la doctora Holly Sellers y la Doctora
Maricarmen Garcia del Poul try Di agnostic and

University of Georgia, Athens. GA.

En Colombia es necesario el permisodelc omi t é de ética para uso
aves para realizar cultivos celulares con fines experimentales. Para este
estudosecont 6 con | a aprobaci on del comité de

Universidad de Antioquia mediante el acta 92 de 2014.

3.2.1 Cultivo primario de fibroblastos de e

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de huevos embrionados de pollo SPF27

de 11 di as de edad provenientes del Labo
Colombia). Elhuevod e embri 6 sedebpelk VO paracoonstatarr a | uz
queel embstodowiera vivo. Se localizdé | a camar
marcador. Se de s ilmf eccatséc ar a del & vOéoemwlazomade al cohol

|l a cédmara doenpaidr ¢.ar Sceaisrcar a con una pinza d
garra. Con una pinza mosquito recta se r o mpla embrana coclear y se

extrajo el embri 6n, s irne ttiorcoa rc aebl e zsaa cyo pvaittaes
solo térax y avldbomemBS SleX lest éri | . Después
embri édn se introdujo en una jeringa de 10

embol o para macerarl o por compl eto. Este m:

(0

stiér y s €0 raLfide tipsida 0.25% pre-c al ent ada a 37 °C. S ¢

un i man est arlnncubacy @aae8 71 I°€Cva@urante 10 minuto

2 Specific Pathogen Free= libre de patégenos especificos.



constante. Este digerido se tamizd y se pa:
bovino. El f ia unrtubal Balcos.eSe pea 58 O i & WOGPA r.p.m.
durante 5 min.Sedescailt dobrenadante y se resuspenc
mL de medio de cailttninamsf iDreispuad&sums Frasco T
mL de Medio de cultivo (DMEM, powder, high glucose, GIBCON. Cat. Number:
12100-046) con SFB al 10% (Suero fetal bovino. Gibco. Ref 12483-020) y AA
2% (Ant i b-i Aritiicmi c6tico 100X. -098.i bse. ICatvd 15!
incubadoci @n 37 °C y coB|l 5%rdsc&€Ose mambeed6 con f

del cultivo y pase.

3.2.2 Cultivo primario de rifAadén, higado y b

Los &érganos internos del embri én de 18 di .
pl atos de Petri con PBS al 5% AA. Los Orga
se lavaron tres veces con PBS de manera individual. Luego se llevaron a caja

depetri con tripsina al 0. 2ml% oprr ed rcgaal neon)t.a dx
affadi 6 un i madn estéri hinquzacia@mad@ivrt ac€i dorgagnse
mi nut os en agitaci 6n c damsntiandt ey. skes t ke pdoisgietr:
vol umen de 10 mL de suero bovino. E filtr
cent r i & LOGAOr.p.m. durante 5 min. Se d e s ¢ af dolrenadante y se

resuspendi 6 el pell et c¢oSe 1tOr amls fdier imée da ou nd e
75 y se afiadieron 5 ml de medio de cul tiwv

incubd a 37 ° Cy90%aehumedaddetativd O

3.2.3 Descripcién morfol 6gi ca

Se evalud6é cada tipo de <cultivo por medi o
objetivos de 10 y 40 X. Se tuvo en cuenta la forma (redonda, alargada,
poligonal, estrellada), el grado de confluencia (esparcidas, sub confluentes,

confluentes, densas), el col or (cl ar o, p al



(limpia, vacuolada, o granular), tipo de crecimiento (multipolar, bipolar), y

caracteristicas del medi o (ausencia de detr

3.3 Resultados y discusi é6n.

3. 3.1 Establ eci mi ento del cultivo primari o

aFi brobl asto de embrion de poll o (FEB)

Con | a metodologiabtphwingream aen t ot al 6. 305.
de 4 embri ones de 11 di as de edad, con
continuaci 6n se observa | a curva de creci mi

densidad de siembra fue de 630.000 célul as

Curva Crecimiento FEB

100000000 -

90000000 - 72;88592000
80000000 -
70000000 -
60000000 -
50000000 -

40000000 - e=fmm celulas

Numero de células

30000000 -

20000000 -

12;12216000

10000000 ’ 0: 6305000 84;7394500
1 T
0

0

20 40 60 80 100

tiempo en horas

Gr ad 1 Qurva de crecimiento FEB. Eje horizontal Tiempo en horas. En el eje vertical se

muestra el nimero de células que se obtuvo en el col

Se observa |l a curva de <creci miemlart(l®5) car act e

con una fase exponencial entre las 10 y las 20 horas de siembra. A las 12



horas | a morfologia de | a c éohfluentes, cblore de t i

traslicido, forma alargada, bipolar, limpia, con algunos gr &nul os en el

(Tabla3A y B), se evidenci 6 ademas una r apida
condiciones /n vitro. Esto concuerda con |l a descripciéo

‘ _o o

,Aq,‘ ) ‘; :

‘ . \

- ’/'"

4 s
| |

A Fi brobl astos de B. Fi brobl/ astos d
vista 100X vista 400X

Tabla 3: Panel d e i méEg lasfaografidsese db&e®an los FEP a las 12 horas pos
cultivo. Caract er i st ulasalargadab, dipotares; agurfas aore aparienaia

estrellada y de color transparente.

Se observa que después del pasaje 5 el fibi

crecimiento mucho mas | ent o, ademas se aume

b.Cél ul alsomdede iembri on de pol |l o.

A partir de un rifAon de embri on de poll o d
de 657.500 célul as, |l as cuales presentaron
entre las 120 vy 180 horas. Una adaptaci én

condiciones /n vitro que se vieron en los fibroblastos.



A. célul as de 1 B. célul as de C: Célul as de Bui

de pollo 400x. embri on de pc pollo. Vista 10X.
Tabla 4: Panel dede n@Aglenleass de emBéli dhasder podbhadas /

i sl as, coloraci é6n parda, multipolar, abundant e
fibroblBstiCéadsl as cilindricas 0 cuadr adas detriws
refringentes en el medi o. Se observaron algun
heterogénea, con abundantes fibroblastos vy al

traslucido, granulares y multipolares.

Se obsearevdédep pués de l a el aboraci o6n del

abundantes eritrocitos en el medio, por lo que fue necesario realizar cambio de

éste 12 horas después de s e mbreae20@09Q La det

cé | u poamsL (Tabla 4 A).

La cél uldéans pdree sreinit ar on un creci miento mas
FEP, lo que puede ser consecuenciade que se obtuvo alo partir
6rgano (10 veces menos células que en el

gue exigen otros factores de crecimiento para su mantenimiento /1 vitro (196).

Para obtener mayor numero de células y viat

propuesto el uso de |l a técnica de digesti
demostrado mayor viabilidad alas 24 horas y preserva mas tipos
qgue el mét od@odt Oado oih@n gplara | a obtenci 6n
numer o de cél hleewsdeembrijunt ided dmolll20 di as de ed
en | os que el 0rgano es de mayor tamaifo,

digerido.



c. Célul as de Higado de embrion de pol |/l o.

A partir de fragmentosde 6 hi gados de embri 6n de poll o
célul as, |l as cuales presentaron <creci mient
horas de cultivo. Se observo gae délkspluags

pierden viabilidad, capacidad de adherencia y crecimi ent o después de

tripsinizaci 6n. La densi @28®. 860 scémbltrasipb
(Tabla 4 B).
Al i gual gue | as células de rifAaon, se obser

cultivo quedan abundantes eritrocitos en el medio, por lo que es necesario
reali zar cambio de este, 12 horas después

numero de célul as obtenidas también fue ba

con facilidad a las condiciones /invitroy s e repl i caron rapidament
En algunos casos se puede ut i | i zar el método fisico pa
células de 6rganos blandos, usando un tami z
el tejido, después se pasa por uno de meno
por uno de 20 , m. La vi abi ériordaalad declaon est e

enzi méod). c a

dCcCél ul as de Bursa de embrion de poll o.

Apartir de fragmentos de 1 bursa se obtuvie
presentaron crecimiento exponencial entre las 72 y 140 horas de cultivo. Las

célul as se sembraradéd.0@ecel/mn(Tabla4@). p



Comparacion Crecimiento cultivos
16000000 -
14000000 -
12000000 -
(%]
1]
S 10000000 -
-.3 \
§ 8000000 - Rifi6N
E = higado
5 6000000 -
z bursa
4000000 -
2000000 - /
0
0 12 24 48 72 96 120 144 168
horas

Graf2ic&€urva de Crecimiento para células de Higado,

Se observa el nNiumero de células en el tiempo de tre:
Se observa wuna adaptaci on similar para | o
cuales duplican su numero a |l as 48 horas, mi e

solo hasta las 144 horas sometidas al as mi smas condici ones de

con el mismo medio de cultivo.

Normalmente, los cultivos celulares primarios tienen una vida finita que, se g 4 n

el tipo de célul a, se puede prolongar entr
ese | imite, las células entran en una &etap:
que pierden su capacidad de proliferar, supuestamente por el acortamiento de

|l os tel Omeenfd®). y mue

3.4 Conclusiones
Se |l ogro establecer urend elst icved up rais madrei oe nibe

pol | o, medi ante teécnica de di gesti on enzi



viables por un periodo de mas de (on mes si
maxi mo 11. p&sapeskesultado es atribuible al
de expert os en el tema de biologia <celular.
celular, y mantenimiento de | a viabilidad ¢
para realizar pruebas como aislamiento viral, ya que dependen de la calidad y
cantidad de oktdngah.asL agsuec ésleul as de fi brobl as
poll o y rifAén de embri 6n dHkevarpandlahte elf uer on
aislamientodelMDV, ademé&s para el crecimiento y refy
3.5 Agradecimientos

Al laboratorio Bioara S.A por proporcionar los huevos SPF del estudio y al

PDRC de la Universidad de Georgia que proporciond entrenamiento en las

técnicas de cultivo.



Capit Clao a4t er i z ac deb\irusmeld Enferinkdad de Marek en

muestras de sangre y pluma de aves de levante de postura comercial en

Colombia.

4.1 Introducci 6n

La EM tiene importancia economica a nivel
enfermedades en la lista B de la OIE28 (24). Act ual mente | a enf er meoc
no es comun debido a que | a vacuwhcl iensi ceaf e c

sigue siendo un problema para la avicultura moderna (183); comercialmente se
encuentran di sponi bl es tres t i p oMDV: dserotipb ilol 6gi co
atenuado (GaHV-2), serotipo 2 (GaHV-3) y serotipo 3 (MeHV-1), estas dos
al timas son natural mente avirulentas para
contra algunas cepas de serotipo 1 (190). Cuando se aplica la vacuna, se
genera wuna infecciod6n permanente que per mi
protectora contra |l a formacion de tumores
infecci 6n, replicaci 6n o ¢€2b,15th)i Bs par esfon d e | %
gue es posi bl e encontrar gue | as aves d e

infectadas tanto con cepas vacunales como con cepas de campo de GaHV-2.

Es de gran wutilidad <clinica medir simulta
campo en las aves de lotes comerciales para determinar la eficacia de la

vacuna (190), i nterferencia de | a replicacioéon d
casos de fallas (®fy !l aewvactuaeanicdpaseryc i 6 n

virulentas del GaHV-2 (129).

E di agnéstico de | a enfermedad desiaMar ek s

histopat ol ogi a, edanetccuénpds, vilmhyald ocn fsi rdnea cD NA

28 Organizacion mundial de lalgd animal.Lista de enfermedades de la OIE en vigor en el 2006



por intento de aislamiento (23,198). Para diferenciar entre los serotipos se

utilizan di veresxkslaPCRemtieropa seal (tBGR), ka cual es

una prueba altamente sensible para cuant i f i caci 6n abs2®l uta de
GaHV-330 y MeHV-131 (120,127,199). La rtPCR permite detectar la cantidad de

genoma viral, diferenciando por serotipos y algunas cepas virulentas dentro

GaHV-2 (190). Otra técnesal ampCRadatandar , l a cu:
positivas, seroti pos permite cun | agencangesnto 3l ademéa
establecimeinto del patotipo (200). Esto Uultimo es debido a
contiene secuencias repetidas del gen ULa,
oncogé.rCesca de |l a regién TRL e | RL del gen
genoma de MDV) se encuentra una r egi O6n gue <codifica par:
transcriptos que se traducen en proteinas
manteni miento de | a | atencia y transformaci
transcriptos poseen regiones de 132 pb que se repiten, esta es una

particularidad del genoma de MDV, y muestran un incremento
después de pasajes seriados en cultivo cel L
|l a atenuaci on del virus, es decir, mi entr a
virus. Sin embargo, otros autoresnohan | |l egado a | a(24pi sma co
algunos estudios han usado edetlamcepasdel 6 n par
serotipo 1, medi ante el analisis de repeti
gen, el cual muestra quesobprasenareynacdosnas pat
repeticiones de la banda de 132 pb, mientras que las menos paatogeénic

muestran entre 6 y 7 repeticiones.

EL objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de los 3 serotipos del MDV
mediante PCR y rtPCR en muestras de pluma y sangre de aves de 6 edades

en el levante provenientes de granjas comerciales, para establecer los niveles

? MD\£1: Marek Disease Virus 1= serotype 1
% MD\£2: Marek Disease Virus 2= serotype 2
SHVT: Herpes Virus Turkey= serotype 3



del virus y el porcent aj e de aves infectadas en C
determinar el patotipo circulante.
4. 2 Metodol ogi a
Se evaluaron 4 granjas del norte y oriente de Antioquia ( r emi t i r se al capi
apartados 2.2.2 'y 2.2.3).
4. 2.1 Materi al bi ol 6gi co
a. Virus.
Como control positivo para la PCR de MDV se usé DNA de la cepa Rispens
CVI-988 (GaHV-2), virus herpes de pollo SB1 (GaHV-3) y cepa FC 126 (MeHV-
1¥%2 proveniente de vacunas comercial es. A és
DNA empleando un kit comercial y siguiendo las recomendaciones del
fabricante (DNeasy Blood & Tissue Kit. Qlagen cat # 69504).
b.Est &ndar es @@y DNIAl { FIE®Pn del virus.
Se wutilizaron |l os virus estandar proporcior
Inglaterra.
4.2.2 PCR convencional
a. Serotijpo 3 (MeHV-1)
Para el Virus de la Enfermedad de Marek serotipo 3 (MeHV-1), se usaron los
iniciadores 5 ‘AAGCGCTTGTATGTGTAGG-3 ’ (sentido) y 5-
TATGGACGTCATGCAGTTGG-3 “(reverso) que ampl i fic8owf 11l a regqgi
(199), con un tamafino de banda de 350 pb. La r

%2 Vacuna Marek Rispens H\{L&boratorios Merial, (Registro ICA33J.
* Fibroblasto de embrion de pollo



vol umen final de 25 L utilizando 400 mM d

5

mM de MgCl, 1X de Buffer PCR, 2,5 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen) y
1 ,L de DNA (40 ng/ I). Las condiciones de ampl i fi ¢

desnaturalizac?@&@ndunaotal 5dei Adt os, segui d;
94 ©°C por 1: 30 minutos, 60 °C por 1 minut
extensi 6n final de 72 ©°©C por 10 minutos.

b. Serotipo 2 (GaHV-3)

Para el serotipo 2 de la EM (GaHV-3) s e empl earon 4 os I ni
AACCGTGATCCGTCTAGAACC-3 7 (sentido) ¥ 5”7
GTTACGCTTGACTGGAAGGC-3 7 (reverso) qgue amplifican

669 pb, correspondientes al gen MDV gB B1-B2(201).La r eacci 6n se ||
cabo en un volumen final de 25 L wutilizani
iniciador, 4 mM de MgCI, 1X de Buffer PCR, 2,5 unidades de Taq polimerasa

(Invitrogen)y 1, Lde DNA (40n g /L) ,. Las condiciones de ampl
unadesnaturalizaci on inicial de 94 °C durant
de 94 ©°C por 1:30 minutos, 52 °C por 1 mi

extensi on final de 72 °C por 10 minutos.

c. Serotipo 1 (GaHV-2)

En el caso de serotipo 1 de EM (GaHV-2) se uti | i zaron | os- inicia
ATGTCTCAGGAGCCAGAGCCGGCGCT-3 - (senti do) -y 5°
GGGGCATAGACGATGTGCTGCTGAG-3 (reverso) que amplifica
delgen Meg(162) con un tamafio de banda esperado de
MDV 1y de 1240 pb paralacepaCVv1988.La reacci 6n seud |l evo a
vol umen final de 25 , L wutilizando 400 mM d

mM de MgCl, 1X de Buffer PCR, 2,5 unidades de Tag polimerasa (Invitrogen) y
1 .,L de DNA (40 ng/ L) . Las condici onefgerondlas ampl i f



siguientes;tuna desnaturianliicaaeadi 6de 94 ©°©C durante !
por 35 ciclos de 94 ©°C por 1: 30 minutos,

minutos, y una extension final de 72 ©°C por

Par a di ferenci ar | as cepas patogénicas d
aislamientos de GaHV-2, se utilizaron| as secuencia de nwucl eoti
HyBamHi-D | as cuales flanquean | a zona de r
genoma viral (97,156). Los iniciadores utilizados fueron el sentido (forward) 5
TACTTCCTATATAGATTGAGACGT (24 mer) y reverso (reverse) 5
GAGATCCTCGTAAGGTGTAATATA (24 mer). El iniciador sentido (forward)

estd ubicado en | a regién de 65 pbpb5° hast
el i niciador reversa (reverse) esta ubicad
Ambos amplifican un segmento de 434 pb en el caso de que haya solo dos
repeticiones de 132 pb. La reaccionlse |1 ev
utilizando 60 pM de cada dNTP, 20 pM de cada iniciador, 2 mM de MgCl, 1X de

Buffer PCR, 2,5 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen) y 500 ng de DNA. Las
condiciones de |l a amplificacidén fueron wuna
durante 5 minutos, segqui da por 40 <ciclos de 94 ©°C por

minuto, 72 °C por 1 minutos, Yy una extensi e

Tabla 5: Resumen de iniciadores para PCR de MDV.

Blanco Primers Fragmento Autor
GaHV-2 5 SATGTCTCAGGAGCCAGAGCCGGCGCT-3 "~ (s e Lee et al.,
1062 pb 2000
Gen meq 5 :GGGGCATAGACGATGTGCTGCTGAG-3~ (r e
GaHV-2
5 :CCGCACACTGATTCCTAGGC-3"~ (' sent i dq 1148 pb (RB1B)
Gen meqZ2

5 J‘AGAAACATGGGGCATAGACG-3~ (r ev er s { 1325 pb (Rispens)
(secuenc

5 ‘AACCGTGATCCGTCTAGAACC-3 ‘(sentido) Cho et al,
669 pb 1999

GaHV-3 gB B1-

B2
5 ZGTTACGCTTGACTGGAAGGC-3~ (revers




MeHV-1 5 .AAGCGCTTGTATGTGTAGG-3" (senti do Islam et al.,
350 pb 2006
sorf 1 5 -TATGGACGTCATGCAGTTGG-3°~ (rever s(

BamHi-H y|5 TACTTCCTATATAGATTGAGACG
BamHi-D 434 pb
Patotipificaci 6 n| 5 GAGATCCTCGTAAGGIGTAATAT

4.2.3 Electroforesis

Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1%, preparado
con buffer TAE 1X34 y Bromuro de Etidio (Img/mL). En cada pozo se
sembraron 7 , Ldel producto de PCR mezclado con 2 nL de buffer de carga
6X35 (Thermo Scientific). El gel se mantuvo a 70V36 durante 1 hora y las
bandas se visualizaron utilizando un transiluminador conectado al analizador de

i magenes U~Wapttre AcquiBitdn Software (Bio imaging systems).

4. 2.4 Extraccion y purificacidédn de producto

Para secuenciarl os product os d¢asebardasphcontradasarcel 6 n

gel de la electroforesis se cortaron de forma individual con cuchilade bi st ur i
estéril. Cada segmento fue puesto en un Vi g
56 ©°C hasta su fusi dn. Se wutilizdé el Ql Agu
para obtener el DNA de la banda, siguiendo las recomendaciones del

fabricante (202). El producto s e refrigerd a 4 °

secuenciaci 6n.

4. 2.5 Secuenciaci 6n

Los oligonucled6tidos de secuenciaci én fuer
segment o completo que oequsdndocehSoffware 20 | a pr o

PyroMark Assay Design (Qiagen) (ver tabla 5). Se seleccionaron las muestras

3 Buffer Trist0 mM, Acido acético, EDTAMM
**6X DNA Loading DyR0611
% voltios



que fueron positivas para serotipo 1 y que presentaron una banda fuerte en la
PCRparaMeg, ademds de una casdedmgh tldedbAemel de m
producto amplificado. Las bandas purificadas fueron enviadas con una
concentracingn, lde pdlr cada 100 pb a Source
(http:// www. sourcebioscience. com/) para se

Sanger.

4.2.6 Ensamblaje

Los resultados de | a secuenciaci on f u eoson ensa
obt eni éuma lorgitud total de 1020 pb usando el programa Segman

(DNAStar Lasergene software package, Madison, Wi, USA). E | co6digo de
acceso para las secuencias del gen Meq utilizadas se resume en la tabla 10.

Para explorar la h o mo | odg ile secuencias colombianas con otras
reportadas a nivel mundi al se corri 6 BLAS’
Tool) para nuNOBe 6t iodosnueh eldbdai dos y secuenci
deducida, junto con otras secuencias de la NCBI fueron alineados usando el

algoritmo Muscle de MEGA 6.0, y las distancias no corregidas (p) para

nucl edéti dos fuerawslculamasc i d o s

4.2.7 PCR en tiempo real (RT-PCR)

Esta técnica fue realizada en el I nstituto
el Doctor. Nair y la Doctor a Bai gent , gui enes realizaron
prueba en el ano-PEZROs.e Cmwmrlba eBRTabl ecer e

copias de virus que se encontraban en las muestras positivas a MDV, lo cual es
i ndi spensabl e para monitobDemdadmea dd las ci r cul
muestras de DNA se agr egarw(hicrdedid CattNoen t ar |

WB120210) y fueron enviadas al instituto Pirbright,37 UK, Laboratorio de Virus

%" Laboratorio de Referencia OIE para la enfermedad de Marek.



Oncogéni cos, para realizar ellaseaondicionesi s por
de la rtPCR y los controles usados (diluciones del virus) fueron los del
| aboratorio de referencia de MDV (Il nstitutoa

el aboraci 6n de controles pta/05.i r se al artic

a . Extracci 6n deet®@RPA. a partir de tar]

Se cortdé un rect an g uel centrade laiageta con uratijda ¢ m en
estéril y se puso en un vi al de uWfferBE mL est ¢
(Buffer d e e | u c iDNeasy Bleotl and tissue Kit Qlagen cat # 69504)
directamente sobre el papel . Se isecubd 1C
centrifugdé a 13000 rpm durante 3 minutos. ¢
a purificar con el Q/Aquick PCR Purification Kit (Cat # 28104):seafiadi 6 250 , L
de BufferB a | DNA y luego se aplicé6 voértex por
Sodium Acetate ( pH 5, 0 3 M. S| GMA) y se paso | a me
centrifugdé a 8000 r prBe alicionaront7eb 06 Q Baf@geud ndo s .

PE (WashingBuffery y se centrifugdé. Se descarto el

recolector, y se c e madimifaugqaquien vesidua deé nt e p a
Bufferde | avado. Se puso en un nuevo vi al de
Buffer P E se centrifugd por Gltima vez y se
refrige€ohastda su analisis. Par aDNAser i fi car
procedi 6 a realizar medi ci 6n de concentr ac
Scientific) y se Il evd a oH&pHSddlagallh& R par a e

b. Control emP€R:-geno de | a

Como control e mRCRgenodedeclt & ©Olorragsiemnade | a
(203).



c. Iniciadores

Se usaron | os iniciadores y sonda#egdi senad

(serotipo 1), gen DNA pol ( serotipo 2) y gen SORF (serotipo 3) (190):

Tabla 6: /niciadores 'y sondas utilizados en la rtPCR y PCR

Blanco Oligonucleotido Secuen<3i‘a 57 Tamafio ampl
GaHV-2 Meq Gen Meq Forward GGT CTG GTG GTT TCC AGG TGA 73 pb
Meq Reverse GCA TAG ACG ATG TGC TGC TGA

rtPCR (204)(205) Megq sonda AGA CCC TGA TGA TCC GCA TTG CGA

CT (5 FAM, 3  BHQ1)

GaHV-3 DNA pol/ | MDV-2 Forward AGC ATG CGG GAA GAA AAG AG 100 pb
gene MDV-2 Reverse GAA AGG TTT TCC GCT CCC ATA

MDV-2 sonda CGC CCG TAATGCACCCGTGACT
rtPCR
MeHV-1 SORF1 | HVT Forward GGC AGA CACCGC GTT GTAT 77 pb
gene HVT Reverse TGT CCACGC TCG AGA CTATCC

HVT sonda AAC CCG GGC TTG TGG ACG TCT TTC
rtPCR
Chicken OT Forward CACTGCCACTGGGCTCTGT 71 pb
ovotransferrin Gene | OT Reverse GCA ATG GCA ATA AAC CTC CAA

OT sonda AGT CTG GAG AAG TCT GTG CAG CCT
Control € CCA ( 5 Yakima Yell o}

para la tPCR (203)

H3y H8 H3 Forward AACAACACCGATTTAGCCAGC 360 pb

Reference Gen

Chicken H8 Reverse TGGTGAATCCACAATATCTACGAC
132 bp | MD-132 For TACTTCCTATATAGATTGAGACGT 434-bp y 566-bp
Repeats(156)

GAGATCCTCGTAAGGTGTAATATA Cepas (Rispens)
atenuadas bandas
mas grandes

MD-132 Rev:

Primers y Sondas de SIGMA. Sonda YY- TAMRA de Eurogentec.



d. Condiciones rtPCR

LartPCRse |l evd a cabo en platos -weBPCR6 pozos
plates Applied Biosystems # 4346906) con un volumen fina | por pozo de 25
|l a reacci 6n contenia: Ma s rtRCR IoMR@X nmaix, 1 X ( Ab
Fisher, # AB4318), MgCl> (1.0 mM), dATP, dCTP, dGTP and dUTP (cada uno a
0.2 mM), Taq DNA polimerasa (0.65 U) y Uracil N-glycosylase (0.25 U); Primer

Forward virus 0, 4 M, Pri mer Reverse viru3s 0, 4 \

0,4 ., M, Pri mer Reverse Gen OT 0,4 , M, sondz:.
(5-carboxyfluorescein (FAM)-fluorescent-tagged probe from Sigma-Genosys
Ltd. and (VIC)-fluorescent Applied Biosystems), BSA®10 , g y 4 , L de DN.
ng/ , L) . Se u tABII PRISM® 7590 (Applgd Bigsystems) para
amplificar y detectar | os productos de | a
condiciones: 50 °C por 2 min, 95 ©°C por 10
(15 segundos) (1206 Bn ePp@to (€196 porzos ge distribuyeron
|l as muestras y controles de |l a siguiente foc
|l os estandares del virus y |l a segunda par a

la columna 3 se pusieron las muestras a analizar.

e. Analisi s

Los datos se analizaron con Microsoft Excel siguiendo las indicaciones de

Baigent y colaboradores (120): se realiz6 el -a@draceil o del
estandar del v i‘rQomsestps valoees segrafitaroo laocurvas y

se hall o6 el valor de | a pendiente. EI fact
partir de | a curva estandar. Se normali zar

ct de 104 ¢ é | u@Qacs virus + ((ovo 10- ovo ct-40) x mlog)). El dato

normali zado se convirtio en numero de cop

% Gen ovotransferrina.
% Bovine serum albumin: secuestra contaminantedalPCR: BSA (Sigma # A7030) a 1,6 mg/mL.
“°Se conoce el ntmero exacto de copias de este gen en las células diploides de la gallina:



curva estandar (Wusplotavirus pla log). Wnarver se obtuvo
el promedi o por edad, se realizdé el |l ogar
numer aopidse e a l por 10(resultados exgrédsadbsas 104. Los
resultados se expresan por cada 10.000 cél u
células) debido a una modificaci on en el al

referencia (Pirbright Institute).

4.2.8 Aislamiento de MDV.

aPreparaci on del I nocul o.

Para el aislamientovirals e empl ed6 el bazo, el -&4&LIl. estab
El 0 r @ a it afinagnénte con una cuchilla,y s e a i 2wl de DMEM
con antibiotico al 2%. séna opmarRt0y #dCa peasrtae

extracci 6n deeDMAceeld yestto pasd por un col

40 ., m usando una jeringa ytubpoal edndodel 5@ omt
Se centrifugd |l a suspensi én de células a 4
pell et de célul as. Estas se resuspendieron
suavemente auntubo Falcondel 5 mL en el que se Feaddni an 3
Paque Premium, GE health care) formando una capa. Se <ce
por 30 minutos a temperatura a mbi ent e, usando acel eraci on

Los linfocitos se tomaron de la interface con una pipeta y se pusieron en medio.

Se centrifugaron a 450 g por 5 minutos y se resuspendieron en 1mL de DMEM.

Se realizdé6 conteo de |l o<cildinnffaeci ghesl.6 Lxa 1do
pozo, 3 x 10 de cel/pozoy 1 x 10 de cel/pozo. Estos linfocitos se inocularon

en cultivos primarios de Fibroblasto de EI

tenian una confluencia del 8 0 %.



b/ nocul aci on en cul tivo primari o

Los platos de 12 pozos con 80% de confluencia d e ¢ é tleufibrebksto de

embri édn de poll o se | &hogphateuff&ed galine 1. con PB.
Se inocularon las dosis ya descritas, dejando 1 pozo como control negativo (0,5

ml de DMEM). Después deos20deni adig amaiddorer osme 2 mL c
medio de mantenimiento (DMEM suplementado con SFB 5% y AA 2%) en cada

pozo. Las células inoculadas se dejaron en

se observaron en microscopio de luz invertida (Olympus CKX31) para detectar

posi bl es efectos citopéaticos (ECPs) . Un a
respecto al control, para confirmar | a pre:¢
cosecha de |l as células y posterior extracci

para serotipo 1y 3.

4.3 Resultados

Teniendo en cuenta que el objetivo del estu
virusenlasaves,los resul tados que se porresmedant an a C(

al anal i s destodastasgpanjastp@r gr upo et areo

4.3.1 EI MDV circula en sangre durante todo el levante.

Por PCR estahdae, eWMetH®ncia estable durante
en | os cuales |l a positividad es del 100% ( c
A Il os 60 dias desciende a 85 % PgraGaklV-2Zni na en
se tiene un comportamiento similar aunque con una frecuencia menor que para
MeHV-1 . Tambi én se encuentra que | a dinamic
algunos picos con tendencia a la baja a medida que aumenta la edad. Para
GaHV-3 s e det e rositividad poudelaajo del 50% en todas las edades

(ver grafica 3).
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Gr a f3i Resultados por PCR para MDV MeHV-1 (serotipo 3), GaHV-2 (Serotipo 1) y GaHV-3

(serotipo 2) en sangre en las diferentes edades.

La positividad para los tres serotipos fue diferente en todas las edades, siendo

mayor para MeHV-1 .

En

aves

sin

para MeHV-1, 90% para GaHV-2 'y 29% para GaHV-3.

Tabla7:Pr omedi o

de

c u BDvten damgrea d ie&mp r kesla d o

de

copias del genoma

Edad GaHV-2 MeHV-1
1 13,03564 75,37964
15 83,48471 53,64669
30 89,64499 34,8987
60 153,9335 26,38574
90 89,27613 30,24934
120 269,8948 19,60412
TP 966,6515 16,8079
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de corte para reacci 6n del gen viral= 0
6n de r ef er ;dimite 186 zopi@s, Serotiped=Puntodercarte a: 3, 25

6n del gen viral= 0, 2readdicdre ntced ar=e f3e r8n

0,2; eficiencia: 3,2; limite 4.

Ovo gene standard curve
25
y = 1,4125In(x) - 3,3376
20 A R? = 0,9905
n
C
& 15 1
o
]
g 10 A
g
[}
R
<t
*
0 . . . . . .
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000
Copy no. ovo gene (non-infected CEF)
Virus gene standard curve
25
y =1,6198In(x) - 4,092
20 | R2 = 0,9987
©
[ =4
(7]
o
g 15
£
5 10
g
]
g 5]
0 . . . . . .
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000
Copy no. viru sgene (RB-1B-infected CEF)
Virus gene standard curve
25
o y =1,5517In(x) - 1,9902
5 o | R?=0,9428
°
o
% 15
o™~
>
[m)]
= 10 1
[
3
g
g 7]
(=]
<
0 . . . . . . .
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000100000000
Copy no. MDV2 DNA pol gene (SB1-infected CEF)




Virus gene standard curve
25

y =1,5371In(x)- 2,9651
20 | R?=0,9781

40-Ct yalue (virus gene)

1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

Copy no. viru sgene (HVT sORF1)

Tabla 8. Panel de GC@lrMfvaasstcomdadr de -2(MDV1 egBeGd, de GaHV

GaHV-3 (MDV2 SB1), MeHV-1 (HVTsORF 1)y Ovo gene. La | iidapat s o6l i da, obt
analisis de ringigarlaeanediada40} Ct nadored de la rtPCR de las diluciones del
gencontro, y |l as | ineas de puntos indican |l a 95 % | i mit
El 95% de las muestras de sangre evaluadas (Tabla 7) resultaron positivas
para el gen Meq por rtPCR en diversas cantidades. Se observa presencia del
virus a partir del dia 1 de edad, con un p
|l os 60Ladi@wrva estéandar para cada serotipo

muestranen | a Tabl a 8. L-onge rtPCRmparat GaldV-2d@aHVY-a r e a |

3 y MeHV-1 fueron 18,6, 9,4 y 4 copias del genoma respectivamente. Para el

gen de referencia se ti ebosdatosrse dorvirtierdne d e

en numero de copiaadael@ehd®Onac ploul as y se

14

€

muestra con menor numer o de <copias detect:

mayor numMbB95806fcapiaspor cada 10.. 000 cél ul as

En la tabla 9 se observa que el GaHV-2 se encuentra en bajas cantidades el

di a wuenroob apumenta sus valores para el di a
60 dias y un maxi mo valor a | oslpfesfta di as.
altos valores en sangre al dia 1 wse van

encuentra con valores por debajo de cero en todas las edades.

1°
f
di
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Gr a f 4: Resultados de rtPCR para GaHV-2 (Meg Gen) y MeHV-1 en muestras de sangre,

expresado en numero de copias del genoma viral por
En sangre el 72,6% resultaron positivas para GaHV-3 , con un mini mo de
copias y un maximo de 121. 8. Este serotipo
tanto | a presencia de genoma vVviral se debe
moment o no se considera p4logénico para | as
43.2EIMDVesel i mi nado en pluma en mayor cantida
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Gr a f5: Resaultados por PCR para MDV MeHV-1 (serotipo 3), GaHV-2 (Serotipo 1) y GaHV-3

(serotipo 2) en pooles pluma en las diferentes edades.

En los poolespor edad de plumas e evi dencia positividad des
|l os tres serotipos, con presenci a 100%
90 di as, sugiriendo que hay una segunda f a
aves posterior a los 60 di as, gue puede latkecia detldrbsi d o I
vacunal,oaunanueva infeccidén con Vvirus campo
Tabla9:Cuant i fi dMBYenpao/deelluma (expresado en nd
copias del genoma viral por cada 10.
NUumer o de c opavirdenglemag €
Edad GaHv-2 gaHV-3 MeHV-1
1 |0,312313429 |0,332307124 |60,71609303
15 |645,1540853 |1,24224E-07 |5982,611818
30 |30297,88834 |166,9318104 |82033,30975
60 |3,230308373 |5,08733E-10 |176,5740995
90 |65,05419278 |0 0,363384538
120 |{0,049720974 |9,2804E-09 |10,014501
TP4 |0 0,332307124 |0
Para los pooles de pluma, se evidencia para los tres serotipos un pico de
excrecion a | oseBO0Odei aeyroti pod@eroede de ma

particul as

excretadas

“* Aves de Traspatio ( mayor a 3 meses de edad)

al ambi

ent e.
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Gr a f @: Remultados de rtPCR para GaHV-2 (Meqg Gen) y MeHV-1 en muestras de pluma,

expresado en numero de copias del genoma viral por

El 100% de los poo/de pluma( gr af i ca 7) evaluadas resulta
gen MegporrPCR.Lamuestra con menor numero de copi

3,1 copias, y | a 43598638 copiash umer o f ue

Las aves de traspatio resultaron positivas
en pluma, demostrando que estaban eliminando virus en el momento del
muestreo. Estas aves estan alojadas en pat.i
granjas comerciales, representando un factor de riesgo desde el punto de vista

de la bioseguridad.

Para GaHV-3 , en pl uma (grafica 8) s e encontr i
positvas,c on un mini mo de 0,03 y un méaxi mo de 2

de 90 y 120 dias fueron negativas.
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Gr a f 7. Resultados de rtPCR para GaHV-3 (DNA pol gen) en muestras de poo/ de pluma,

expresado en numero deradbppas daldagdfo®m@80 célul as d

Enlos poo/depl uma se encontGaHV¥-3géndima del( 0, 33) vy
(166,9), mientras que en sangre los niveles en todas las edades e s t pon
debajo de cero copias. Sin embargo, estos hallazgos son indicativos de
infeccion de campo debido a que en estas g
GaHV-3. El 100% de las muestras de pluma fueron positivas para MeHV-1, con

un mini mo deyn 9m&wipmasde 963. 230 <copias.

incremento significativo en los niveles de MeHV-1, a | dia 30, sugirieil
reinfeccion di aGaHW2ntes, similar al
433.Elnumero de bandas en | a PCR del segmento

granjas circulan varias cepas.

La electroforesis muestra bandas a nivel de 1000 y 1134 pb, demostrando que
el genoma tiene cerca de 8 bandas en total (8 repeticiones) de este fragmento,
por lo que se puede decir que son cepas muy atenuadas (Imagen 2 y 3). En
caso de ser una cepa muy vVvirulenta deberia

de un t a48apbo d

MWC+1 2 3456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18



o 1134 pb

Imagen2: Productos de amplificaci on deRbpans@BCR 132 pb.
repeticiones). Gel Agarosa 1%. Eje horizontal: MW: Marcado de peso molecular. C+: Control

positivo. 1-18: Algunas Muestras.

MW 1l 2 3 45 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Imagen 3: Gel Agarosa 1%. Pr o dala P@GRs132dpb. Cantrgb positiva c aci 6

cepa Rispens (8 repeticiones). Muestras de sangre (individual) y pluma (pool por edades). Eje

horizontal: MW: Marcado de peso molecular. 1-19: Muestras. 1 (1 di a) , 2 (1 dia ),
(120 dias), @m)(1l 7di(a)s, d6 a(s) ,di8 (30 dias), 9 (60 dia
12 ( 120 difas) 14 1@1% 1d3@asdias), 26 (baAsHjasB, (1120
19 ( Negativo). Se observan muestrascondi f er ent es numer os deeenchkandas i nd

€n Sus secuencias.

En la primera y segunda edad se observa 1 banda, la cual es reemplazada por
8 bandas a par tHsadifadeacialeoles p8rénesdlgi@re que hay
mas de wuna <cepa de -2)sceculantloi gm das dranjdsGumdl V

atenuada y otra con caracteristicas de viru



4.3.4 Mutaciones en el gen Megqg sugieren que se tratan de cepas atenuadas de

GaHV-2

Se secuenciaron bandas obtenidas de aves de
presentaban alta c¢onc alnytse abservaba und bandg e n o ma v
mucho mas gruesa en | aegl ¢ ot qafeo pegimg tdeal s
purificaci on. Las secuencias de aminoacido
cepas de alta y baja virulencia aigladas e
al gunas cepas vacunales (Tabla 10). Se ent
cambi os en aminoacidos punt al eql74a Abci adas

realizar u n a b 0 & pyelingiad en BLASTn (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast)

s e e n cogoenldsicepas poseen un 99% de identidad con cepas americanas

de campo y vacunales (Tabla 9) (26).

Tabla 10: Cepas con porcentaje de identidad para las muestras secuenciadas.

Cbédidgo Cepa, afio deoaysNameero de (d0dentdad) ¢
granja y nombre

de secuencia.

D2P (UDEACO | RB1B, 2010, HM488349 (99%)

02/14)

D2P (UDEACO | RB1B, 2010, HM488349 (99%)

02/14)

DUST CuU-2, 2007, EU499381 (100%)

(UDEACO

03/14) 3004, 2007, EU032468 (99%)

M3P (UDEACO | RB1B, 2010, HM488349 (99%)

08/14)

Al verificar | a posici on de | os aminoac.i

reconocidos como puntos clave en la virulencia de los virus, se encuentra que


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast

no posee estos cambios, Yy que por esl contr

gue cepas atenuadas (Ver tabla 10).

Al realizar el &arbol fi | ogenooéttadasemestese encon
estudio tienden a agruparse con las cepas vacunales y cepas estadounidenses

virulentas .(llustracidédn 5)

Tabla 11: Al i neaci 6n de secuencia de aminoacido

Meq.



Cepa Tipo Cédigo 71 77 80 93 115 119 153 176 180 217/276 233 258 277/336  283/342 320/379

cu-2 mMDV AY362708 S E D Q V C P P T P P L L A I
567 vMDV AY362709 A E Y Q V R P P T A P L L A I
627 vMDV AY362713 A E Y Q V R P P T A P L L A I
bc-1 vMDV AY362707 S A D Q A C P P T P P L L A I
JM vMDV AY243331 S A D R A C P P T P P L L A I
686 w+MDV  AY362727 A K D Q V R Q A A A P L P A |
RL vw+MDV  AY362720 A K D Q V R Q A A A P L L A I
TK vw+MDV  AY362721 A K D Q V R Q A A A P L L A I
RB1B vwMDV AY?243332 A K D Q V C P P T P P L L A |
D2P UDEACOO24 ¢ £ pD O V C P P T P P L L A /
DUst UDEACOO314 ¢ £ pD Q@ V C P P T P P L L A /
M3P UDEACOOBI4 ¢ £ pD Q V C P P T P P L L A /
Se muestran las posiciones de cambiode ami nodci dos que estan &Pgmomdiedcdcas Meaqn \ainri ldseeps dkiesudid e | 1 al

muestran un patron similar a |l as cepas vacunales mMDV.



LFY/UND/2006/JILING CHINA/HQ658615
TQ20/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638151
e 5979/UND/2010/SICHUAN CHINA/HQ638140
LCC/UND/2008/JILING CHINA/HQ658610
LCGZ/UND/2007/HEILONGJIANG CHINA/HQ658612
LLY/UND/2006/JILING CHINA/HQ658621
_65: LSY1/UND/2006/LIAONING CHINA/HQ658626
61 | DYO01/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638141
_I DY O4/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638142
XJ01/UND/2010/SICHUAN CHINA/HQ638154
86 1 XJO3/UND/2010/SICHUAN CHINA/HQ638155
MS67/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638146 GRUPO | : Asi
LHC2/UND/2008/LIAONING CHINA/HQ658616
NC02/UND/2010/SICHUAN CHINA/HQ638148
MS54/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638145
LS/UND/2008/SICHUAN CHINA/HQ638149
N/WMDV/1995/GUANGXI(CHINA)/AF493557
s | 7Y /UND/2006/HEILONGJIANG CHINA/HQ658609
8 _I— LHC3/UND/2008/LIAONING CHINA/HQ658617
64 1 LHC4/UND/2008/LIAONING CHINA/HQ658618
G2/WMDV/1995/GUANGXI(CHINA)/AF493556
LDH/UND/2007/JILING CHINA/HQ658614
TI LYC/UND/2006/HEILONGJIANG CHINA/HQ658627
83 02LAR/WMDV/2002/AUSTRALIA/EF523772
04CRE/WMDV/2004/AUSTRALIA/EF523773
FT158/WwMDV/2002/AUSTRALIA/EF523771
_64| MPF57/v\MDV/1994/AUSTRALIA/EF523774
tn-n3/UND/2010/INDIA/HM749326
Tokachi-m1/UND/2003-2005/HOKKAIDO JAPON/AB638841
RBIB/WMDV/1982/USA/AY571783 GRUPO liI: Virulentas
tn-n1/UND/2010/INDIA/HM749324
57 tn-n2/UND/2010/INDIA/HM749325
49 CU-2/mMDV/1970s/USA/AY 362708
UDEACOO03/14
Tokachi-w1/UND/2003/HOKKAIDO JAPON//AB638846
CVI1988/mMDV/1972/HOLANDA/AY 164639
20 UDEACO02.1/14
UDEACOO02/14

64

|

64

88 GRUPO II: Australianas

34

75

GRUPO IV: Atenuadas

67

TQ12/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638150

18! CONTROL COL
92 | UDEACO04/13
UDEACO06/13

91
UDEACO07/13
59 TK/w+MDV/1997/USA/AY 362721 GRUPO llI: Virulentas
XIw+MDV/1997/USA/AY 362724
648A/w+MDV/1997/USAIAY 362725
_sal N/w+MDV/1997/USA/AY 362718

99

0.001

I I ust 5. acAirdongle nEjata cepas MDV. Mét odo d eloiMing.ilgo@hépIdi c as
Andl i sis por n uMep &OBACQEaepasdCeldmbigasmanalizadas.
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