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1. Prefacio

Parte de mi practica profesional de pregrado en Medicina Veterinaria fue en
una granja avicola de postura, en donde descubri mi pasion por la medicina
aviar y me brindé bases que mas adelante utilizaria como profesional para la
asesoria de granjas avicolas comerciales. Durante el tiempo que me dediqué a
la clinica, evidencié falta de informacion sobre enfermedades
inmunosupresoras en aves, ya que éstas no hacen parte del control oficial, y
por lo tanto pasan en su mayoria desapercibidas, o no se reportan, generando
asi un vacio en la disponibilidad de datos. Es claro que sin un buen desarrollo
del sistema inmune, el desempefno del ave nunca llegara al potencial de su
linea genética y ademas, permitira la proliferacion de patdgenos oportunistas y
fallas en la respuesta a la vacunacion, generando asi pérdidas economicas

significativas en la produccion avicola de Colombia.

Este trabajo de grado se presenta como parte de los requisitos para optar al
grado académico de Magister en Ciencias Veterinarias, Linea de
Enfermedades Infecciosas, de la Universidad de Antioquia y no ha sido
presentada con anterioridad para obtener algun otro titulo en esta institucion u
otra. Contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en
el laboratorio de Parasitologia y Microbiologia Veterinaria, de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia, durante el periodo de tiempo
comprendido entre Agosto de 2013 a Junio de 2015, contribuyendo asi con 2
afnos de investigacion en la linea de biomedicina aviar del Grupo Centauro al

cual pertenezco.

’Fondo de investigacion de la Asociacién Colombiana de Médicos Veterinarios y Zootecnistas
Especialistas en Avicultura.



Para una mejor comprension de la metodologia y resultados, el manuscrito se
divide por capitulos, centrados en tres preguntas acerca de dos virus
inmunosupresores, revisados en el marco teérico, Capitulo 1. ; Qué patotipos
del Virus de la Enfermedad de Marek (MDV) circulan en las granjas? ¢Se
encuentra presente el Virus de la Anemia Infecciosa Aviar (CIAV) en las aves

de Antioquia? ¢, Cual es la dinamica de ambos virus durante el levante?

Para dar respuesta a estas preguntas, se tomo6 una muestra representativa de
aves de levante del norte y oriente del departamento de Antioquia, en
diferentes edades (Capitulo 2) para hacer seguimiento durante todo el periodo
en que son particularmente mas susceptibles a estos virus. Una vez se
tomaron los 6rganos y tejidos a analizar, fueron procesados en el laboratorio,

con técnicas normalizadas en este estudio.

Una de las técnicas usadas que requeria de gran dedicacion y preparacion, fue
la implementacion de cultivos primarios para el intento de aislamiento viral,
(Capitulo 3). Se contd con la asesoria de expertos en cultivos celulares (Doctor
Diego Piedrahita y la doctora Jenny Jovana Chaparro) quienes brindaron las
bases para un eficiente manejo y mantenimiento de las células viables en
condiciones /n vifro. Ademas se realizé un entrenamiento en elaboracion de
cultivos de embridn de pollo para aislamiento y titulacion viral en el laboratorio
de la doctora Holly Sellers (Clinical and Molecular Virology) y la doctora
Maricarmen Garcia (Infectious Laryngotracheitis Virus and Avian Influenza) del
Poultry Diagnostic and Research Center de la Universidad de Georgia, USA.
Una vez realizada la pasantia, y cuando se obtuvieron los materiales
necesarios, se logré establecer con éxito un cultivo primario de embrion de
pollo con los cuales se realizd el intento de aislamiento en el laboratorio de la

Facultad, (Capitulos 4 y 7).



La técnica de PCR para cada serotipo del virus de la Enfermedad de Marek
(MDV) fue estandarizada y corrida para el total de las muestras, (Capitulo 4).
La PCR en tiempo real se realizé en el Instituto de Pirbright, en el Reino Unido,
el cual es el laboratorio de referencia de la OIE para la Enfermedad de Marek.
Alli se confirmaron los resultados que se habian obtenido en nuestro
laboratorio y se realizé secuenciacion de algunas muestras para verificar su
patotipo. El estudio del MDV fue financiado por COLCIENCIAS (Cddigo
111552128321. Contrato 0155 — 2012).

En el capitulo 5 se muestran los resultados de la PCR para el CIAV, el cual se
realizé gracias a la financiacion de los materiales por parte de AMEVEA. Los
resultados de esta parte del trabajo fueron socializados con la comunidad
académica el dia 8 de octubre del 2014 en el dia avicola AMEVEA, Medellin,
que contd con la participacion de expositores de todo el pais, egresados,

profesores y productores del sector avicola.

Una vez se verifico la presencia de ambos virus en las muestras, se realizd un
estudio histopatolégico para verificar cambios y degeneracion en los 6rganos
linfoides compatibles con la infeccion por los virus. El doctor Diego Aranzazu de
la Universidad de Antioquia, y la doctora Susan Williams de la Universidad de
Georgia dieron su diagnéstico como patdlogos de acuerdo a lo que observaron
en las placas, haciendo énfasis en hallazgos compatibles a infeccion con estos
virus. Los resultados se consolidaron como una publicacion en la revista

Plumazos (AMEVEA) version 51, Marzo de 2015, Capitulo 6.

En paralelo con el estudio, se presenté un caso clinico de la enfermedad de
Marek, con el que se pudo aplicar todas las técnicas estandarizadas en el
trabajo de grado, logrando asi analizar una cepa muy virulenta del virus, en
contraste a las atenuadas de las aves sanas. Todos los datos estan disponibles

en el capitulo 7.



A continuacion se encuentran entonces los 7 capitulos que dan cumplimiento a
los objetivos planteados al inicio del estudio, cada uno en formato articulo

cientifico con resultados originales.
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3. Resumen

Tanto el virus de la enfermedad de Marek (MDV) y virus de la anemia
infecciosa aviar (CIAV) son patégenos inmunosupresores que causan el
sindrome de mortalidad temprana y bajas en la produccién cuando se da una
coinfeccién. Aunque la industria avicola colombiana ha aumentado casi al
doble en la ultima década, no hay informacion sobre algunos agentes
infecciosos que circulan en el pais. Es poco probable que ocurran casos
clinicos de MVD debido a los programas de vacunacion generalizada con MVD
serotipo | y lll; sin embargo, las pérdidas por infeccién subclinica son comunes
debido a la inmunosupresion por MVD y CIAV. Este estudio utiliz6 PCR y RT-
PCR en muestras de DNA extraidas de la sangre y de la pulpa de la pluma
para detectar la presencia de Gallid herpesvirus 2, Gallid herpesvirus 3,
Meleagrid herpesvirus 7y CIAV en 4 granjas de postura comercial. El patotipo
de MDV fue determinado por PCR, seguido por la alineacién de aminoacidos
de la proteina Meq y analisis filogenético. El intento de aislamiento del virus se
realizd en cultivos primarios con confirmacién por PCR. Los o6rganos del
sistema inmune se evaluaron por histopatologia para verificar lesiones
asociadas con ambos virus. Encontramos que los dos virus estan presentes en
todas las granjas evaluadas, lo que podria estar asociado a fallas en la
vacunacion. Los resultados de este trabajo demuestran por primera vez la
identificacion molecular de MVD y CIAV vy la presencia de coinfeccion en aves

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



5. Introduccién general

Se ha calculado que durante la ultima década, el crecimiento en la industria
avicola nacional estuvo cerca del 80,7% (1,2), lo cual es resultado directo de la
intensificacion de las explotaciones y aumento en el numero de animales
encasetados por granja. Estas condiciones pueden generar una perturbacion
de la competencia inmunolégica de las aves, y resultar en un impacto
econdmico negativo causando un efecto deletéreo en los parametros
productivos y el bienestar de las aves. En algunos paises como Estados
Unidos de América, se han reportado pérdidas de mas de 2.300 millones de
ddlares al afio como consecuencia directa de la inmunodepresion (3), la cual
genera baja produccion en las aves, aumento en la susceptibilidad a
infecciones secundarias, mala conversion alimenticia, mortalidad y falta de
respuesta adecuada a las vacunaciones (4). En Colombia se calcularon
pérdidas millonarias por mortalidad para el afno 20083, como consecuencia

directa de agentes inmunosupresores (5).

Las alteraciones del sistema inmune son de caracter multifactorial, e incluyen
causas no infecciosas, tales como factores ambientales, nutricionales, toxicos y
condiciones de manejo (6), asi como causas infecciosas que involucran virus
como el causante de la Enfermedad de Marek (MDV), Anemia Infecciosa Aviar
(CIAV), Reticulo Endotelosis (VRE), Reovius, virus de la Leucosis Aviar, virus
de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio (VEIBF), ademas de otros
agentes como las coccidias (7). Dentro de estos patégenos, se resaltan el MDV
y el CIAV, ya que presentan distribucion mundial, y se reporta que un alto
porcentaje de las parvadas comerciales son seropositivas a dichos agentes (8-
11). Estos virus generan inmunodepresion severa en aves menores de cuatro

semanas de vida, resultando en un cuadro clinico complejo, el cual se

% |CA. Sistema de Informacion y Vigilancia Epidemiolégica. COLOMBIA, SANIDAD ANIMAL 2008.
INFORME TECNICO Bogot3, D.C., 2009



manifiesta con una reduccion marcada en el peso corporal, atrofia de la bursa,
timo y médula 6sea, con alta mortalidad en ausencia de linfomas o neuritis (12—
14). Aunque algunos casos de coinfeccion con MDV y CIAV fueron reportados
en Japdén (15), USA (16), Holanda, ltalia (17), Alemania (18), Israel (19) y
Australia (13), se han llevado a cabo pocos estudios experimentales sobre

coinfeccién por ambos virus (16,20-22).

En Colombia se desconoce la situacion epidemiologica del MDV y del CIAV,
aunque se presume que pueden estar presentes en las granjas, ya que cada
vez es mas comun el reporte de fallas en la produccion, tanto de lineas de
postura como de engorde, asociadas a casos de inmunosupresion. Como
consecuencia de esta falta de informacién, no hay programas de control
basados en el conocimiento de los agentes circulantes, la dinamica de
infeccion, los patotipos o cepas presentes y su relacion con los cuadros clinicos
y evidencias de afeccidn en las curvas de produccion. Entonces, los programas
de vacunacién frente a estos virus estan fundamentados en criterios
comerciales o anecdodticos, que evidentemente no tienen el soporte cientifico y
experimental en el contexto regional, generando una alteracion del equilibrio
enzootico, teniendo en cuenta que un desafio inmunoldgico ineficiente
condiciona a estos agentes infecciosos a desarrollar modificaciones genéticas
que les confieren caracteristicas de virulencia y patogenicidad indeseables en

cualquier sistema de produccién pecuario.

Segun la resolucion ICA4 3651 del 2014, se establece que la vacunacién contra
el MDV es de caracter obligatorio en aves de corral durante el primer dia de
edad en la planta de incubacion. Actualmente se encuentran en el mercado
mas de 45 bioldgicos registrados® ante el ICA con diferentes cepas y serotipos

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

* Instituto Colombiano Agropecuario
> Registro de bioldgicos veterinarios 2013. ICA. Subgerencia de proteccién animal.



patotipos circulantes. Lo anterior es consecuencia directa de la falta de
informacion disponible sobre la situacion y distribucién del virus en el pais. Se
debe tener en cuenta que dado el potencial de mutacion del virus y de que el
patotipo del MDV suele modificarse cada 10 anos (23-25), es muy probable
que haya vacunas comerciales que no estén protegiendo frente a las cepas de
campo y que estén contribuyendo a la evolucién hacia patotipos mas virulentos.
En el caso del CIAV, hasta el momento no hay una directriz establecida para su
prevencion, y la decision de implementar la vacunacion queda a criterio del
médico veterinario de cada granja, pudiendo escoger entre tres bioldgicos

registrados, que contienen tres cepas distintas (26).

En este estudio se planted determinar la presencia, circulacion y variantes del
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 presentacion de la coinfeccion de las aves en condiciones de
campo, lo cual permitira estructurar estrategias de control eficaces, basados en

informacion propia de la region.



. 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

Determinar la dinamica de positividad para los tres serotipos del MDV por PCR
y rtPCR durante la etapa de levante en granjas de postura del norte y oriente
de Antioquia.

Determinar la dinamica del positividad CIAV mediante su deteccion por PCR
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 cultivo celular primario a partir de 6rganos de

aves positivas a PCR.



Capitulo 1: Marco teérico

1.1 Anemia Infecciosa Aviar (CIAV): Revision

1.1.1 Introduccién

El CIAV es uno de los agentes que genera importantes pérdidas econdmicas
en la industria avicola como consecuencia de su efecto inmunodepresor (27).
Este virus afecta aves jovenes generando anemia aplasica, deplecion de
organos linfoides, hemorragias subcutaneas y musculares y destruccién de
células hemocitoblasticas en la médula ésea (28). La enfermedad es subclinica
en aves mayores de 3 semanas, pero aun asi se reportan pérdidas econémicas
importantes, las cuales son resultado directo de la inmunodepresion, bajo
crecimiento, alta mortalidad por infecciones secundarias y el costo del
tratamiento de estas (29-31). En condiciones de campo, este virus genera
problemas mas graves cuando esta asociado a otros agentes como Gumboro
(32), Adenovirus, Reovirus (33,34) y Virus de la Enfermedad de Marek. El CIAV

es el patdbgeno mas comunmente encontrado en casos clinicos de MDV (35).

El virus de la Anemia Infecciosa Aviar fue reportado por primera vez en Japén
(36), y es conocido por presentar un solo serotipo, pero con caracteristicas
patogénicas diferentes entre los aislamientos (37,38). Las gallinas (Gallus
gallus domesticus) son el unico hospedero natural reconocido, aunque varios
estudios revelan la prevalencia del virus en aves domésticas y silvestres (39).
El CIAV es el miembro de la familia Circoviridae mas estudiado; una de las
razones de ésto fue a su aislamiento en lineas de células transformadas por
MDV: MDCC - MSB1, permitiendo asi la caracterizacion del agente, y el
desarrollo de pruebas para detectar anticuerpos neutralizantes en el suero de

las aves (40-43).



La enfermedad clinica se conoce como sindrome de dermatitis y anemia,
enfermedad del ala azul, anemia infecciosa o sindrome hemorragico (44). La
mortalidad ha sido reportada de hasta 60% pero lo mas comun es que ocurra
solo entre 5y 15%, mientras que la morbilidad se report6 del 20 al 60% (44). La
serologia demuestra que hay alta prevalencia del virus a nivel mundial con
diferencias antigénicas encontradas en las pruebas de neutralizacion viral con
anticuerpos monoclonales (44), sin embargo, los aislamientos han demostrado

poca variabilidad a nivel del genoma.

Cuando se da una infeccion con CIAV en aves menores de 2 semanas de edad
y en ausencia de anticuerpos maternos, se genera dafno severo en 6rganos
linfoides primarios y secundarios, provocando asi atrofia linfoide generalizada,
anemia aplasica, lisis de linfocitos T inmaduros y baja produccion de
anticuerpos (7,23). La forma clinica actualmente es rara debido a la vacunacién
de reproductoras, sin embargo la forma subclinica es comun ya que los
anticuerpos previenen la presentacion de los signos pero no la infeccion,
transmision o infecciones secundarias que resultan como consecuencia de la
inmunosupresion (45). En Colombia no es obligatorio el uso de vacuna contra
CIAV, (Resolucion 811 de 1992 del ICAS, derogada por la R.3651 de 2014),
pero se encuentran vacunas disponibles en el mercado, tales como: NOBILIS
AE7+POX8+CIAV9, Circomune® (Cepa de/ Ros) y Avipro Thymovac® (Cepa
Cux-1), las cuales estan indicadas para uso en reproductoras. Sin embargo, la
decision de vacunar o no, queda en manos de cada productor, siendo la
mayoria de veces omitida en el plan vacunal, o mas grave aun, utilizando

cepas indiscriminadamente.

® Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
7 T .
Encefalomielitis aviar cepa Calnek
® Virus de la viruela (Gibbs)
*Virus vivo de anemia infecciosa aviar cepa 26P4



1.1.2 Caracteristicas del virus.

El CIAV es pequeino (25 nm), pertenece al género Gyrovirus miembro de la
familia Circoviridae. Los virus de este género se caracterizan por ser desnudos,
de simetria icosahédrica, con un genoma de tipo DNA circular de cadena
simple de sentido negativo (/lustracion 1) (46,47) (48,49). Hasta el momento no
se han encontrado mas serotipos entre las cepas aisladas alrededor del mundo

(38).

S
& .

llustracidon 1: Estructura del virion del género Gyrovirus. Se observa la morfologia del CIAV,

mostrando la capside icosahédrica que envuelve el DNA circular de cadena simple. Fuente:

Swiss Institute of Bioinformatics, 2012.

El virus es muy estable bajo condiciones ambientales normales, resiste
temperaturas altas y pH extremos. No se inactiva con éter ni cloroformo, pero
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, tanto fisicas como quimicas. Ademas, contribuye a que

su distribucion sea ubicua (30).

El CIAV tiene un genoma de tamano aproximado de 2,3 kb (47,50). Presenta
tres marcos abiertos de lectura (o por sus siglas en inglés ORF): VP1, VP2 y

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



transcriben un solo mRNA policistronico (51,54,55), el cual codifica para las 3
proteinas virales requeridas para la infeccidon de células en division. Estas
células susceptibles son: hemocitoblastos de la médula 6sea, precursores de

linfocitos T en el timo o células T estimuladas por un antigeno (7).

El gen ORF-1 (Marco abierto de lectura, ORF por sus siglas en inglés Open
Reading Frame), codifica para una proteina de 52 kDa(VP1), la cual es
responsable del ensamblaje de la capside viral (56). El gen ORF-2 codifica una
proteina no estructural de 28 kDa (VP2) la cual tiene actividad fosfatasa
(53,57). ElI gen ORF-3 codifica una proteina de 13 kDa (VP3) que genera

apoptosis en lineas de células tumorales aviares y humanas (52,54).

La proteina viral 1 (VP1) se encuentra cargada positivamente en la region N-
terminal la cual incluye entre 50 y 60 aminoacidos; esta region actua como sitio
de plegamiento del DNA lo que permite que sea incorporado en la capside (47).
La capside esta compuesta por 32 subunidades, arregladas de forma
icosahédrica clasica (58). Se ha reportado una region hipervariable en VP1 que
codifica 13 aminoacidos (desde el 139 al 151). Los aminoacidos ubicados entre
139 y 144 desempefian un papel clave en el crecimiento y propagacion del
virus (59). Ademas se sabe que el aminoacido en la posicion 394 puede ser el
mayor determinante genético de la virulencia (60); si se encuentra glutamina en
esta posicion, el aislado es altamente patogénico; pero si se encuentra histidina

es menos patogenico (38).

La VP2 interactua con VP1 promoviendo la conformacion proteica correcta de
la capside, lo que permite la evasion de los anticuerpos neutralizantes (50); es
por esto que las dos proteinas son buenos candidatos como inmunégenos para

el desarrollo de vacunas o pruebas diagnésticas.



La transcripciéon del gen ORF-3 produce apoptina (VP3), la cual es una
pequefa proteina de 121 aminoacidos que contiene dos regiones ricas en
prolina, una region hidrofébica y dos regiones cargadas positivamente (61);
Funcionalmente induce apoptosis en células tumorales humanas (por una via
independiente de p53, e insensible a las Bcl-2 y CrmA, inhibidores de
apoptosis), pero no en células sanas, lo que puede sugerir que tenga uso
terapéutico para el cancer por su efecto inductor de la apoptosis selectiva

(52,61).

La VP3 es la principal causante de la inmunodepresion por su efecto apoptotico
en los hemocitoblastos, generando una disminucion en el numero de eritrocitos,
trombocitos y granulocitos; la pérdida de éstos dos ultimos tipos celulares son
los responsables del cuadro clinico asociado con la infeccion con CIAV (la
enfermedad del ala azul) (7). La VP2 también puede jugar un papel en la
inmunosupresion a través de la regulacion del Complejo Mayor de

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

1.1.3 Transmision del CIAV

El CIAV se transmite tanto de forma horizontal como vertical y ademas, puede
estar presente de forma latente en aves (62). La transmision vertical ocurre en
presencia o ausencia de anticuerpos, y puede incluir la transferencia de virus
latente, o quizas sbélo de DNA viral (63). Esta via da como resultado
enfermedad clinica severa caracterizada por atrofia linfoide generalizada,
aumento de la mortalidad (alrededor del 10%) y desarrollo de hemorragia
subcutanea e intramuscular (42,64). Por otro lado, la infeccion horizontal se da
por contacto directo o indirecto, ingresando por via oral y respiratoria (65,66) y
siendo eliminado por materia fecal y por el epitelio de la pluma (67). Otra forma
de transmision es a través de vacunas contaminadas con el CIAV; esta ultima

parece ser la causa de su distribucion a nivel mundial (66).



Inicialmente se pensd que la via de transmision vertical era la forma mas
importante de infeccidon, pero la transmisidn horizontal es crucial para el
establecimiento de la infeccion en parvadas comerciales. La infeccidon
horizontal se atribuye a la ruta oral- fecal, ademas de la mucosa traqueal (68).
Los programas de prevencion hoy en dia se deben basar en minimizar la

diseminacion horizontal, ya que en cualquier edad se da la infeccion (63).

En las reproductoras infectadas, la transmision del virus comienza de los 7 a
los 14 dias post-infeccion y su eliminacion puede durar 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 susceptibles a la infeccion. La disminucion de sensibilidad al
cuadro clinico se da después de las 2 semanas de edad (22). Algunos autores
sugieren que esta resistencia adquirida con la edad se debe a que sdlo los
precursores de linfocitos T de la segunda oleada en el desarrollo son
susceptibles a la infeccion (22), pero se ha encontrado que los linfocitos y
macrofagos del bazo, timo y medula ésea permanecen susceptibles a la
infeccion después de los 28 dias (70); ademas, esto no explica por qué la linea

eritroide no es susceptible en aves de mas edad (71).

Generalmente la enfermedad clinica es rara, debido a la vacunacion de
reproductoras, pero la forma subclinica es comun (72). Los anticuerpos
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 Patogénesis

El CIAV causa efecto citopatico fatal en timocitos y células mononucleares

debido a la apoptosis (61). La deplecion de la corteza timica es la responsable



de la inmunodeficiencia transitoria que facilita las infecciones secundarias y
fallas en la vacunacion. Aves coinfectadas con MDV, Gumboro, Virus de la
Reticuloendotelosis, Adenovirus o Reovirus normalmente desarrollan signos

clinicos mas severos (73).

Las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas indican que los timocitos
infectados con CIAV se destruyen por medio de la apoptosis (73). EIl DNA
aislado del timo de aves infectadas con CIAV muestra un patron especifico de
apoptosis en gel de electroforesis'0. Ademas, por microscopia electrénica se ha
encontrado que toda la corteza del timo presentaba cromatina condensada 10

dias después de la infeccion.

Existen varias formas replicativas en células infectadas por el CIAV: doble
cadena circular abierta, DNA lineal, DNA superenrrollado y una sola cadena
circular. Con ésto se sugiere que la via de replicacién del CIAV es por el
mecanismo del circulo rodante, el cual fue descrito por primera vez para el

virus fX-174 (Bacteriofagos DNA de cadena simple) (52,74).

Después de la infeccion en aves de 1 dia de edad, el CIAV se detecta en los
hemocitoblastos (células precursoras de eritrocitos y mielocitos) (42), 3 o 4 dias
después de la infeccion (75). A los 8 dias pos infeccidon (pi) se da la deplecién
de células hemocitoblasticas, que resulta en anemia y trombocitopenia,
generando por consiguiente hemorragias (43). En los espacios
extrasinusoidales, los hemocitoblastos son precursores de la linea de
granulocitos, por lo tanto también se evidencia una disminucién en el numero
de granulocitos en la sangre (76). Todo esto se ve reflejado en el hemograma
(42). Sin embargo, después de 16 dias post infeccion los niveles de estas
células pueden encontrarse nuevamente en niveles normales en la médula

Osea (43).

“DNA Laddering patter



En los 6rganos linfoides, los precursores de linfocitos T en la corteza del timo
son el principal blanco del virus (77) y son los primeros en ser destruidos,
mientras que las células no linfoides no son afectadas. En concordancia con lo
anterior, el antigeno viral ha sido demostrado en grandes cantidades a nivel de
la corteza del timo, pero poco en la medula 6sea (78). A pesar de que se ha
demostrado que la patogenia del CIAV esta fuertemente relacionada con la
inmunidad humoral y que la presencia de anticuerpos maternos inhibe
completamente la infeccion, se ha recuperado CIAV de 6rganos de aves
inoculadas por un periodo extendido de infeccién, incluso después de que los

anticuerpos neutralizantes fueran encontrados (79).

Algunos estudios /n vivo e in vifro han demostrado una disminucion en el
numero de células CD8+ a nivel del timo (22). En el bazo, la mayor poblacién
de células infectadas con el CIAV son las CD3+CD8+TCRaf, mientras que las
células Natural Killer (NK) al parecer son resistentes a la infeccién (7). Los
linfocitos T del bazo parecen ser infectados a partir de células que fueron
previamente infectadas como precursores del timo, y que después migraron al
organo, aunque también se pueden infectar los linfocitos maduros en el bazo

(42,78).

Aves inoculadas con CIAV al dia de edad, muestran una disminucion en la
respuesta a la concavalina A en los linfocitos derivados del bazo,
particularmente entre los 8 y 15 dias de infeccion (20,80). Ademas, se
acompaina de una caida en los niveles del IL-2 en las células del bazo. Esto
sugiere un dafo severo en la capacidad de los linfocitos T para responder a un
estimulo y disminucion en su capacidad mitética. La IL-1 también se ve
afectada y hay cambio severo en los macréfagos, como mala expresion de

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



El mecanismo por el cual los macrofagos son afectados, es diferente al de los
linfocitos, ya que los primeros no permiten la proliferacion viral. Es posible que
la reduccion en la funcidn de los macroéfagos se presente por una unién del
virus al macrofago y esta mediado por factores secundarios, aunque no esta
claro el proceso (42). Se ha encontrado que aves de 3 semanas de edad
expuestas al virus desarrollan una inmunosupresion marcada de células T y
una disminucion en la funcion de los macréfagos, a pesar de no presentar
signos clinicos. Esta falla en el sistema inmune hace mas efectiva la infeccidn

con agentes secundarios (42).

Al parecer las células B no son susceptibles a la infeccidon. Los efectos directos
que aparecen en la Bursa de Fabricio pueden estar mediados por la accion de
la citoquinas, pero no directamente por la accidén del virus. Sin embargo, es
posible que las células B se vean afectadas debido a la disfuncion de las
células T ayudadoras, y las citoquinas que estas producen, como la IL-4, IL-6 e
IL-8, y esto afecta dramaticamente la respuesta de anticuerpos (42). La baja
susceptibilidad de los linfocitos B al CIAV es crucial para la recuperacion de las
aves. La aparicion de anticuerpos contra CIAV en el suero coincide con la
desaparicion del virus de la sangre, 6rganos y la mayoria de tejidos aunque el
virus puede persistir en algunas células sugiriendo que tal vez hay otros

factores que influyen en la eliminacion viral (76).

A pesar de que la vacunacion induce altos titulos de anticuerpos, la
enfermedad clinica se ha observado en aves de 2 a 4 semanas tanto a partir de
madres vacunadas como de no vacunadas, sugiriendo que hay persistencia del
virus en las reproductoras, y puede haber transmision vertical intermitente y por

consiguiente algunos brotes de enfermedad clinica en la progenie (81).

El desarrollo de anticuerpos en las reproductoras es considerado una forma

importante de prevencion de la transmisién vertical. Otaki reportd que aves que



venian de madres con anticuerpos neutralizantes por encima de 1:40
sobrevivian al reto con el virus y no presentaban enfermedad (82), aunque
también se ha sugerido que para prevenir la eliminacion por la materia fecal y
por tanto la transmision vertical se necesita titulos de 1:256 (83). Ademas, se
demostrd que el genoma del CIAV podia persistir en érganos reproductivos y

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

1.1.5 Signos clinicos

La infeccidn de aves con CIAV se manifiesta con un cuadro clinico complejo, y
signos patolégicos, los cuales pueden ser evidentes o no (63). La enfermedad
en campo se observa cuando hay transmision vertical, en la progenie de
reproductoras libres de anticuerpos para CIAV (84). Se ha reportado que el
CIAV puede generar infeccion en aves menores a 3 semanas y produce
pérdidas econdmicas importantes (43). Las aves de mayor edad son
susceptibles a la infeccion pero no a la enfermedad (85); esta infeccidon viene
acompafada de efecto inmunosupresor, o que genera baja respuesta a la

vacunacion y aumento en la susceptibilidad a infecciones secundarias.

Los primeros sintomas se presentan a partir de los 10-14 dias de vida, con un
pico de mortalidad entre los 14 y 21 dias de edad y debido a la transmision
horizontal, se presenta un segundo pico entre los 30 y 33 dias de vida (86). Las
aves infectadas presentan anemia (hematocrito entre 20 y 27%)'" 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 6sea de huesos
largos se puede encontrar amarillenta o rosa claro. También se evidencia
hepatomegalia y hemorragias en la mucosa proventricular (89), muscular y

subcutanea (69). En este ultimo caso puede aparecer hemorragia en el ala y

u Segun Bounous y Steadman 2000, el hematocrito va de 35 a 55%. Valores inferiores a 35% indican
anemia, y superiores a 55% indican policitemia o deshidratacién



complicarse con infecciones bacterianas secundarias y una dermatitis
gangrenosa (Ala azul con Staphylococcus aureus) (34); se puede encontrar
también atrofia de los 6rganos linfoides secundarios (69,86). A nivel histologico
se observa deplecion severa de la linea hemocitoblastica en la medula ésea y
deplecion cortical severa en el timo (61). Cuando la enfermedad no es fatal,

ocurre repoblacién celular a las 3 0 4 semanas después de la infeccion (58).

Los sintomas pueden tener diversos grados de severidad de acuerdo a la
diferencia de susceptibilidad asociada a la edad y diferencias en la maduracién
del sistema inmune; la mortalidad no suele superar el 30%. Los polluelos que
sobreviven tienden a recuperarse de la depresion y anemia a los 20 a 28 dias
pos-infeccion (86). En infecciones experimentales en aves SPF'2, las lesiones
mas consistentes de la enfermedad fueron el bajo valor del hematocrito, por
debajo del 27%, la médula palida y la atrofia del timo. Otros sintomas como
hemorragias y atrofia de la bursa de Fabricio no se presentaron
consistentemente y las lesiones de piel no se presentaron nunca, indicando
que dependen de otros agentes patdgenos presentes en los brotes de campo

(90).

Se ha encontrado un vinculo entre las infecciones por CIAV y un deterioro
general del estado de salud de los pollos adultos. En 1997, se reportdé una
correlacion estadisticamente significativa entre la presencia de anticuerpos al
momento de sacrificio y las tasas de decomiso en planta de beneficio (86).
Ademas, la infeccion con CIAV incrementa la incidencia de condronecrosis y
osteomielitis en aves infectadas con Staphylococcus aureus; facilita infecciones
secundarias con Escherichia coli, 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 de patégenos especificos.



1.1.6 Diagnostico

El diagndstico de CIAV se basa en los signos clinicos, hallazgos macro y
microscopicos de la necropsia (92), pruebas serolégicas como la de
neutralizacion viral (33), ELISA (40) e inmunofluorescencia (93) y pruebas de
deteccion directa como la PCR, DotBlot (51), hibridacion in Sifu y aislamiento
en cultivos celulares (46). La deteccion del CIAV por métodos no moleculares
incluye el aislamiento en cultivo celular, huevos de embrion de pollo e

inoculacién en aves susceptibles.

El aislamiento en cultivo celular requiere de lineas celulares especificas, y una
prueba de confirmacion por inmunofluorenscecia (76). El CIAV no es capaz de
replicarse in vitro en células de fibroblasto, ni de rindn de embridn de pollo (76).
Normalmente, el virus no crece en cultivos celulares primarios, ni lineas
celulares comunes. Solo las células linfoblastoides transformadas permiten la
replicacion aunque en baja cantidad (38). La linea MDCC MSB1 son las mas
usadas a nivel mundial para el crecimiento y aislamiento del CIAV. Aunque se
ha descrito que el virus puede fallar en su replicacion en estas lineas (59). El
aislamiento en huevos embrionados o aves susceptibles, requiere de
inoculacioén en el saco vitelino e identificacion de lesiones macroscopicas y en
ocasiones los resultados no son consistentes (58,65). Para su inoculaciéon en
cultivo celular se usa de 2-3 x 10° particulas de virus/mL; el efecto citopatico se
observa después de 1 a 6 sub cultivos (7-14 dias en total). No hay
caracteristica citopatoldgica tipica, pero se pueden ver células con aumento de
tamano, cariomegalia, abundante citoplasma y cuerpos de inclusidon
eosinofilicos (94). En estudios con patrones de tincion de anticuerpos
monoclonales se han encontrado diferencias menores en patogenicidad y en su
habilidad variable para infectar ciertos tipos de lineas celulares que puede estar

indicando variacion genotipica entre los aislamientos (81).



El virus puede encontrarse en la mayoria de 6rganos, debido a que la
replicacion de éste se da en las células madre progenitoras de los linajes de
eritrocitos, trombocitos y granulocitos, los cuales se distribuyen en todo el
organismo (43); sin embargo para su deteccion en el laboratorio se recomienda
que las muestras remitidas sean timo, bazo, médula ésea e higado; este ultimo

contiene altas concentraciones de virus (87).

Para la evaluacion de la presencia de anticuerpos se han descrito métodos
como el de ELISA y la Sero Neutralizacion Viral (SNV) (40). Los anticuerpos
contra CIAV estan presentes en aves vacunadas o que han sufrido la infeccién
(47). Teniendo en cuenta que el desarrollo de anticuerpos neutralizantes es
esencial para evitar la replicacién viral (7), en varios estudios se ha establecido
el titulo minimo para proteccidn contra la infeccion. Una relacion de ELISA/SNV
de 0-0.2, indica correlacion con titulos de SNV igual o mayor a dilucién 1:1024,
lo que corresponde a titulos altos. Una relacion de 0,2 a 0,8 indica titulos en
dilucion 1:256 a 1:1024, o sea bajos titulos de anticuerpos neutralizantes y por
tanto proteccion baja. Con una relacion mayor a 0,8 se consideran negativos, y
hay una correlacién con SNV mas baja que 1:128 indicando nula capacidad de

proteccion.

La deteccion por técnicas moleculares, incluyendo PCR, provee una alternativa
a los métodos convencionales, ya que posee alta sensibilidad y especificidad,
actualmente es una técnica sensible y especifica bien instaurada en los
laboratorios (95), permitiendo obtener resultados en un menor tiempo que un
intento de aislamiento. La PCR para la deteccion de CAV es una prueba eficaz
ya que detecta el DNA viral en todos los tejidos de pollo, incluidos los cafiones
de las plumas, siendo éstos una fuente excelente para la deteccion de CAV. El
virus puede ser detectado en plumas tiempo después de haber pasado la fase

aguda, lo cual podria ser un indicador de infeccién latente (63).



El CIAV en forma libre en las puntas de las plumas, o en homogenizado de
tejidos como higado y organos linfoides de aves infectadas se puede detectar
por PCR. Se ha demostrado que las plumas son efectivas para la deteccién del
CIAV ya que tiene ventajas en cuanto a facilidad de muestreo, comparado con
el analisis de érganos internos, y posee igual sensibilidad y especificidad (63),
con valores de 89% y 83% respectivamente. Las plumas también se usan para
diagnosticar infecciones con virus como MDV, REV'3, IBDV'4 (96,97). También
pueden usarse tejidos fijados con formol (92). Los iniciadores usados para la
PCR tienen como blanco la region solapada que codifica VP2- VP3 y VP1-
VP2, y fueron descritos la primera vez por Taylor (98). Después de la
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). Ademas, el corte con enzimas de restriccion de un
segmento de DNA amplificado por PCR permite la diferenciacion y clasificacidon
viral al mostrar el polimorfismo en los tamanos de los fragmentos de restriccion

(Ver llustracion 2) (99).

B REV: Reticuloendothelosis Virus (Virus de la Reticuloendotelosis)
" 1BDV: Infectious Bursal Disease Virus (Virus de la enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio)
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llustracion 2: Sitios de corte y fragmentos generados por enzimas de restriccion en VP1. Lado
izquierdo: Sitios de corte y fragmentos generados por la enzima Haelll sobre un fragmento de
675 pb que contiene el gen VP1 del CIAV. Cada patron de restriccién es identificado con una
letra (a-j), el numero superior indica el sitio de corte, y el niumero inferior, el tamafno del
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 Epidemiologia.

El CIAV se encuentra diseminado en todo el mundo, principalmente en los
paises de produccién avicola intensiva (66,101). El virus ha sido aislado en
Japon, Estados Unidos, Brasil, Alemania, Dinamarca, Inglaterra, México,
Argentina, Chile, entre otros (36,65,102,103), En paises como Colombia, Peru,
Ecuador, Australia, Nueva Zelanda, Malasia, se ha reconocido la
seroconversion como evidencia de la presencia del virus (91). Recientemente,

un estudio demostrd por medio de PCR la presencia del genoma de CIAV en



vacunas comerciales y la confirmd por secuenciacion, lo que demuestra que
una de las posibles fuentes de infeccion para las parvadas han sido las

vacunas contaminadas (104).

En Latinoamérica hay varios estudios en los que revelan la presencia del CIAV
en las aves. En México los primeros registros de la enfermedad fueron en 1993
en reproductoras y pollos de engorde, pero se reconocié como enzodtica en
1999, ya que todas las granjas estudiadas resultaban seropositivas (99). En
Venezuela, a partir del afo 1996, se ha reportado seropositividad al CIAV,
valores bajos de hematocrito en pollos de engorde y presencia de lesiones
microscopicas compatibles con las causadas por el virus (105). En el afio 2001
se realizé el primer aislamiento del CIAV a partir de pollos de engorde
provenientes de una granja comercial de la region central de Venezuela, que
mostraron signos compatibles con CIAV (106). En el 2009 se realizé un estudio
en un grupo de 320 pollos de engorde de edades comprendidas entre 1 y 4
semanas, que presentaron signos clinicos no especificos; demostrandose por
PCR la presencia del DNA del CIAV en 19 de 40 granjas evaluadas (107). Otro
estudio por PCR evidencié presencia del ADN del CIAV en 9 de 10 granjas

evaluadas en pollos de engorde en Venezuela (87).

En el estado de Zulia, Venezuela, se realizé analisis histopatolégico de érganos
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 las muestras de pollo de engorde en aves de 7 y 42 dias, y en

el 97% en aves de 28 a 42 dias (87).

Los estudios en Colombia son pocos y se basan en la deteccion de anticuerpos
(Ac) mediante la prueba de ELISA y estudios de casos con descripcion de las
lesiones; uno de estos estudios fue realizado en pollos de engorde de 21 dias,

los cuales no presentaban anticuerpos contra CIAV, pero a los 42 dias sero



convertian, lo que indica una exposicion al virus de campo (108). Los autores
concluyen que en aves de engorde la infeccidon depende en gran medida de si
se tienen anticuerpos maternos al primer dia, ya que se observa que los que no

presentan Ac tienen un bajo desempefo en los parametros zootécnicos (109).

1.1.8 Co-infeccidén

Las infecciones mas reportadas junto con CIAV son dermatitis gangrenosa
(Staphylococcus aureus), colibacilosis y aspergilosis pulmonar (110). Ademas
se asocia con un aumento en la susceptibilidad a condronecrosis bacteriana
con osteomielitis (Staphylococcus aureus) (111). ElI CIAV también promueve la
multiplicacion del Crytosporidium (112), 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 infeccion dual
con anemia y otro agente, se ha demostrado el sinergismo y potenciacion que
tiene el otro agente, generando lesiones mas severas cuando se encuentra con

CIAV que cuando esta solo (42).

La respuesta inmune a muchas de las vacunas, incluidas MDV, NDV vy
laringotraqueitis, ha demostrado ser interferida cuando éstas se aplican 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 dias pos-infeccion, se encuentran
abundantes cambios histolégicos, como necrosis focal e irregular del foliculo de
la pluma, células epiteliales hinchadas, necrosis, nucleos picnéticos y cuerpos
de inclusion, ademas de vacuolas alrededor de los nucleos picnoticos (63). El
calamo de la pluma de las aves posee elementos de tejido y sangre de los

pollos. La cavidad del foliculo posee plasma y células sanguineas, ademas de



queratinocidos, lo cual es un medio ideal para mantenimiento del virus. Se cree
que el CIAV esta presente en el foliculo de la pluma, tanto de forma libre de
células como asociado a ellas (63). En el caso del MDV, el epitelio del foliculo
de la pluma ha sido demostrado como el unico sitio anatdmico donde se
produce virus infectante de forma estable como particula libre de células, el
cual se disemina a través del polvo; las aves inhalan el polvo y adquieren el

MDYV a través de la membrana mucosa (63).

La relativa estabilidad y distribucion del CIAV es similar a la de otros agentes,
como MDV (113). Dado que tanto el MDV como el CIAV presentan distribucion
mundial, la mayoria de parvadas comerciales porta ambos virus en cantidades
variables. Desafortunadamente pocos estudios experimentales han sido
llevados a cabo sobre coinfeccion de ambos virus. Otaki ef a/, demostraron que
la eficacia de vacunacién contra MDV declinaba cuando habia presencia de
CIAV (21,114). Jeurissen y Boer demostraron mortalidad elevada cuando se
presentaba la coinfeccion, pero que dependia de la dosis inoculada, ya que
ambos virus atacan células T (77). Se sugiere que a nivel celular 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 las células T activadas, e inhibe la patogenicidad ocasionada por
el virus de la enfermedad de Marek (62). También se ha demostrado que
dependiendo de la cepa de MDV la modulacién por parte del CIAV puede

controlar los signos y aparicion de tumores (115).



1.2 Virus de la Enfermedad de Marek

1.2.1 Introduccion

La enfermedad de Marek (EM) es una afeccion de caracter linfoproliferativo de
las aves de corral causada por el agente Gallid Herpesvirus 2 (GaHV-2),
conocido también como MDV115 o serotipo 1 (23,24,116,117). El GaHV-2 es un
agente altamente contagioso (118); la forma cronica clasica se observa por lo
general en aves de 3 a 5 meses de edad y se caracteriza por generar lesiones
nerviosas que causan paralisis espastica. Una forma sobreaguda del cuadro
clinico, se desarrolla en aves mas jovenes (de 8 semanas de edad), con
tumores en los intestinos, higado y génadas (119,120). Se ha encontrado que
el MDV también puede inducir otros sindromes clinicos como la paralisis
transitoria, mortalidad temprana, infeccion citolitica, arterioesclerosis y
enfermedad neuroldgica persistente (23). El primer caso publicado de la EM fue
en 1907 por el doctor Jozef Marek, en Hungria, de ahi el nombre de la
enfermedad. En solo 7 anos (1914) se reporté la enfermedad en USA y

después de eso en casi todos los paises del mundo (23,121).

Este Herpesvirus posee propiedades linfotropicas similares a las de los
gamma-Herpesvirus, pero por su estructura molecular y organizacion gendmica
se clasifica como alpha-Herpesvirus, ademas, el virus establece latencia en
linfocitos, tiene un oncogén en su genoma y es capaz de inducir linfomas
(23,25,122). Hasta hace pocos afos, la EM era controlada eficientemente
gracias a la vacunacion (113,123). Para esto se utilizaban bioldgicos
pertenecientes a 3 categorias: GaHV-2 (con cepas atenuadas), GaHV/-3

(naturalmente apatogénicas), y Herpes Virus del Pavo (MeHV-7) (124); sin

> Marek disease virus 1= MDV 1



embargo, hoy en dia crece la preocupacion ya que se ha demostrado que los
tres serotipos desarrollan rapidamente caracteristicas moleculares y biolégicas
alteradas después de pasajes seriados /n vitro, indicando que pueden existir
mutaciones espontaneas a nivel de campo, y por lo tanto modificacion en su
capacidad de virulencia (124). Se ha concluido que es poco probable que el
serotipo 3 presente mutacidn espontanea, mientras que el serotipo 1 ha
demostrado que desarrolla caracteristicas bioldgicas alteradas luego de pocos
pasajes en cultivos celulares, como lo son la pérdida de oncogenicidad,
disminucién de la expresion de la proteina C y una pérdida de replicacion in
vitro (23), por esta razén, aun después de que se aplica vacuna GaHV/-2 o
MeHV-1, pueden producirse infecciones con cepas muy virulentas de GaHV/-2

(25,123,125).

Por otro lado, la importancia econdmica de esta enfermedad ha sido estudiada
en detalle por algunos autores (123,124), los cuales concluyen que las pérdidas
econdmicas se deben a la inmunosupresion (como ya se explicd anteriormente)

y decomisos en la planta de beneficio.

1.2.2 Caracteristicas del MDV

El MDV es un virus DNA que pertenece a la familia Herpesviridae, sub familia
Alphaherpesvirinae y el género Mardivirus (126,127). A esta familia pertenecen
los virus envueltos y de estructura esférica de 120-200 nm de diametro, con un
genoma DNA linear de doble cadena, de aproximadamente 175 Kpb. (128-
131). Posee una capside formada de 162 capsémeros y es rodeado por un
tegumento amorfo, el cual contiene glicoproteinas complejas (ilustracion 3)

(132).
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llustracion 3: Herpesviridae. Estructura del virion.

Fuente: Swiss Institute of Bioinformatics, 2012. En la imagen se representa la morfologia del

virus, y la ubicacion de las diferentes proteinas de su capside (interna) y envoltura (externa).

El virus se adhiere a los receptores y moléculas extracelulares (uno de ellos el
Heparan sulfato) probablemente mediante la proteina gB, mientras que la
infeccion de células vecinas se da por contacto directo a través de puentes
intracelulares. Para que se de esta difusion, el virus necesita un contacto entre
las células, es por esto que la infeccion con MDV se puede dar en linfocitos

(durante la presentacién antigénica), y células epiteliales (23).

Se han encontrado 10 glicoproteinas en las cepas vv+ gB, gC, gD, gE, gH, gl,
gK, gL, gM y gN, (133-135). Adicional a estas, se codifica una glicoproteina de
membrana (gp82) (136). De los genes que codifican para estas proteinas, se

ha reconocido que el B, E, My N son esenciales para la replicacion (137,138).

Los tres serotipos pueden ser diferenciados usando una prueba con
anticuerpos mono o policlonales, por patrones de polipéptidos y por analisis de
DNA (139). Se puede encontrar mas de un serotipo en la misma ave, como ya

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 variacion en el potencial patégeno y representa un reto
continuo, desde aquellos casi avirulentos hasta los que tienen maxima
virulencia (129). Debido a esta variabilidad, las cepas del GaH V-2 se han
clasificado en 4 patotipos: leve (m), virulento (v), muy virulento (vv) y muy
virulento plus (vv+) (131,142). Un punto critico del GaHV-2 es su patréon de
evoluciéon en la virulencia de las cepas. Por varios anos, la EM fue una
enfermedad clasica inducida por los virus del patotipo mGaHV-2. A finales de
1940, se observo primero una forma mas virulenta del GaHV-Z, relacionada
con los virus del patotipo vGaHV-2, que se convirtidé en el patotipo dominante
durante 1960 (142). Las cepas virales del patotipo vwGaH V-2, se observaron
primero a finales del decenio de 1970, principalmente en parvadas vacunadas
contra MeHV-7 con pérdidas excesivas por EM, y actualmente parece ser el
tipo dominante (llustracion 4) (23). Estos datos sugieren que el GaH V-2 se ha
vuelto mas virulento en la ultima década, y es de esperarse de que continue a
ese ritmo si no se establecen medidas de control eficientes (24). La evolucién
gradual de los patotipos hacia una mayor virulencia y los cambios en las
propiedades biolégicas de MDV durante un retropasaje in vivo, apoyan ademas

la teoria de mutabilidad de los GaH V-2 (24).

Es importante tener en cuenta que hay lesiones especificas asociadas a los
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 se caracteriza por sus lesiones neuroldgicas y su rapida

transmision (24,143-146).



Rispens
8 ~ wwsMDV
c Bivalant L
< .
= MDV
s T B
m II/ -
£ bl
= VMDV___/
i |r'
MDV | -
m - _,_/-""
| 1 | | | | | | | |
1940 1960 1980 2000 2020 2040

llustracion 4: Esquema de evolucion del MDV.

Fuente: Venugopal, 2004 (24) En el grafico se aprecia la escalera de evolucién de virulencia
del MDV. Se puede observar la relacion entre la introduccién de la vacuna y el aumento en la

virulencia.

Dada la fuerte asociacion entre los genes del CMH'6 y la susceptibilidad o
resistencia a EM, se ha logrado realizar seleccibn de aves con variantes

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

1.2.3 Transmision

El MDV esta fuertemente asociado a células y es dificil de obtener virus libre de
estas, excepto para el caso del MeHV-7 (128). A pesar de que el MDV puede
infectar todos los tejidos, el unico sitio donde puede ensamblar particulas de
virus infectantes es en las células ubicadas en la capa queratinizada del epitelio
escamoso estratificado del foliculo de la pluma, es por esto que las plumas
juegan un rol de transmision del virus y por tanto en la epidemiologia de la
enfermedad (121,148-151). Estas particulas infectantes se liberan en el

ambiente de los galpones y constituye la fuente de infeccidbn para aves

te Complejo mayor de histocompatibilidad



susceptibles a través de la inhalacién del polvo (127); por esta razén, la
principal fuente de contagio es la descamacion epitelial y células presentes en
las plumas, las cuales se difunden facilmente por el ambiente (23,152). El virus
relacionado con las plumas y la caspa es infectante, y el polvo contaminado de
los gallineros continua siendo infectante durante varios meses si se mantiene
entre 20 a 25 °C, por lo tanto, la infeccion probablemente persiste de manera
indefinida. Los escarabajos coquito (Alphifobius 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

transmision (23,153,154).

La excrecion del virus comienza 2 dias pi, y continua indefinidamente; los
signos clinicos aparecen después de 3 o 4 semanas pi. (23,154). Es dificil
determinar el periodo de incubacion de la enfermedad en condiciones de
campo. A pesar de que a veces hay brotes en aves tan jovenes como de 3 a 4
semanas, los casos mas graves se inician después de las a las 9 semanas, y
es imposible determinar el momento y las condiciones de exposicion. Se ha
notado que los signos clinicos en las parvadas de ponedoras comerciales a
menudo no se aprecian sino hasta las 16 a 20 semanas, y pocas veces
tardiamente como hacia las 24 a 30 semanas. También se han reportado
brotes hacia la semana 60 de vida (154). Es importante resaltar que en todos
los galpones en los que se evalue presencia de DNA en pluma de MeHV-7 se
encontrara positivo, si es de una parvada vacunada, pero la transmision
horizontal a partir de esta es limitada (23,154). Se cree que no hay transmisién
vertical de MDV y la contaminacion externa del huevo también es improbable,
debido a la pobre supervivencia del virus a la temperatura y humedad

empleada para la incubacion (23,154).



1.2.4 Patogénesis

Para entender completamente el mecanismo de accién del virus, se ha
propuesto un sistema por fases, el cual depende del tipo de replicacion que
tenga el virus en las células y los signos que genere. A continuacién se

describen cada una de las cuatro fases:

Fase 1: Citolitica temprana

Las aves se infectan naturalmente a partir del virus libre de células que se
encuentra en el foliculo de la pluma. El virus penetra al organismo a través de
las vias respiratorias, en donde es probablemente captado por las células
fagociticas de 24 a 36 horas pi. Este virus se transporta en los macréfagos
hasta los drganos linfoides, alli se replica inicialmente en los linfocitos B
causando una infeccién productiva restrictiva, la cual esta ligada a células.
Poco después puede detectarse la infeccion citolitica en el bazo, bolsa de
Fabricio y timo, alcanzando su intensidad maxima de los 3 a 6 dias. Alli se
afectan solo linfocitos B y linfocitos T activados, ya que las células T en reposo
son refractarias a la infeccion. Los efectos necrotizantes de esta infeccidon
temprana provocan una reaccién inflamatoria aguda con infiltracion de varias
células incluyendo macréfagos, granulocitos y linfocitos. Finalmente, puede
haber atrofia de bolsa y timo. Cepas vwGaHV/-2, como la Md5, pueden provocar
una atrofia de érganos linfoides mas intensa que las cepas menos oncdgenas,
y ocasionar un sindrome de muerte temprana como resultado de una infeccién

citolitica (7,147,151,154).

El cuadro clasico de paralisis transitoria se observan de 8 a 18 dias pi, y con
cepas muy virulentas puede ocurrir desde la semana 30 a las 102. En el

campo, estos signos se presentan principalmente de 6 a 12 semanas, 10 dias



pi (17,23). Se ha reportado mejoria en el estado general del ave después de 8

o 14 dias pi, pero la atrofia en los érganos puede ser permanente. (23,151).

Fase 2: latencia

La fase latente es el estado en el cual se presenta DNA viral, pero no
trascriptos o proteinas virales. Normalmente la infeccion esta asociada con
células T CD4+, sin embargo células T CD8+ vy linfocitos B también pueden
infectarse de forma latente dependiendo de la cepa (23). Se sabe que el virus
produce inmunoevasion secuestrando el CMH'7 | en el reticulo endoplasmatico
y logra la integracién de su genoma al del ave cerca al final de los cromosomas
en la region telomérica. La fase de latencia comienza cerca de los 6 o 7 dias,
coincidiendo con el desarrollo de respuesta inmunitaria. Se ha observado que
la inmunidad mediada por células es importante en el cambio de fase, ya que
aporta mediadores solubles como INFy y a. y el factor de mantenimiento de
latencia (113). La infeccidn latente es persistente y puede durar toda la vida del
ave. Se desconoce el grado en que las células no linfoides estan infectadas
latentemente, aunque aparentemente se ha observado en células de Schwann

y en células satélites en los ganglios (151).

La apoptosis de células T suele ocurrir en esta fase. Si se tiene una cepa muy
virulenta (vv) puede generar una segunda oleada citolitica después de dos o

tres semanas, que coincide con la inmunosupresion permanente (154).

Fase 3: infeccion productiva-restrictiva

Durante esta fase ocurre la replicacion del DNA viral. En esta fase las proteinas
son sintetizadas, y en ocasiones particulas virales son producidas. En todas las
células susceptibles, la infeccidén productiva conlleva a formacion de cuerpos de

inclusion intranucleares y lisis celular (24,35). No ocurre siempre ya que

v Complejo mayor de histocompatibilidad.



depende de la resistencia genética del ave y la virulencia del MDV. Si se da, se
caracteriza por focos localizados en organos linfoides y epitelios, alli se
presenta muerte celular focal e inflamacion alrededor del area (7,23). Es en
este momento en el que se puede dar la inmunodepresiéon permanente. Es
importante tener en cuenta que no es necesario que haya inmunodepresion

para que se desarrollen tumores (23,124).

Fase 4: Oncogénesis

Constituye la ultima respuesta a la enfermedad, y puede progresar a la
formacion de tumores. Se cree que para la transformacién se necesita:
susceptibilidad a la infeccion, control intrinseco del virus, division celular con
genoma de virus integrado y expresion viral de oncogenes. Con algunas cepas
se ha reportado la regresién del linfoma, pero depende de la resistencia
genética del ave y la edad (123). La muerte por linfomas puede ocurrir en
cualquier momento a partir de las 3 semanas. Las células transformadas son
normalmente CD4+ que expresan TCR a1 o a2 y MCH-II. La composicion de
los linfomas es compleja; se reporta que esta constituida por una mezcla de
células neoplasicas o inflamatorias e inmunolégicamente activas. Hay tanto
células T como B, aunque predomina la primera. Lesiones en los nervios
indican enfermedad autoinmune, aunque no siempre se puede demostrar la
presencia del MDV (23). La proteina Meq es la proteina principal envuelta en la
transformacién de células, junto con la telomerasa viral. Pocas células
transformadas expresan pp38, pero puede ser debido a que iniciaron su estado

infectivo-restrictivo (23,123).

Se puede decir entonces, que los pollitos inoculados al primer dia de edad
excretan virus comenzando aproximadamente dos semanas posteriores a la
infeccion (pi) con diseminacibn maxima entre las 3 y 5 semanas. Las

infecciones citoliticas de los 3 a 6 dias pi son seguidas por lesiones



degenerativas en o6rganos linfoides de 6 a 8 dias pi. Pueden encontrarse
infiltraciones mononucleares en nervios y otros 6rganos después de dos
semanas; sin embargo, los signos clinicos y las lesiones macroscopicas se
presentan solo hasta las 3 0 4 semanas. Los mismos factores que influyen en
la incidencia de la enfermedad también afectan al periodo de incubacion. Estos
comprenden la cepa del virus, la dosis, el estado de los anticuerpos maternos y
la via de infeccion, asi como la edad, linea genética y sexo del huésped

(24,121,123).

Por otro lado, en el epitelio del foliculo plumoso, la fase citolitica comienza al
dia 14 pi. Este sitio es el unico conocido en el cual el virus se replica
completamente. La replicacidon ocurre tanto en aves susceptibles como
resistentes, y con cualquier cepa. Alli llega por medio de los linfocitos. EIl DNA
de los tres serotipos puede ser encontrado a partir de 5 o 7 dias. No se sabe si
este DNA representa virus infectante libre de células, o DNA en la pluma, ya
que los linfocitos periféricos en sangre MDV positivos se encuentran en la
pulpa de la pluma a los 4 dias pi, que coincide con el aumento de la
transcripcion de INF-y (58). La primera proteina viral encontrada en la pulpa es

la pp38 después de la reactivacién, seguida por gB y gD (97).

En cuanto a la repuesta del sistema inmune humoral, después de 1 o 2
semanas pi se comienza a ver el desarrollo de anticuerpos precipitantes y
neutralizantes (VN), primero como IgM transitoria, y luego reemplazada por
IgY. Aun asi, debido a que el virus es asociado a células, los anticuerpos son
de poca importancia en esta enfermedad, y solo los VN pueden ser utiles
cuando se expresan proteinas virales en las células, o cuando hay virus libre.

(23,24,129).



1.2.5 Signos clinicos

Los signos clinicos de la EM incluyen inmunodepresion, polineuritis y linfomas
de células T en las visceras y piel (124). La mayoria de casos graves se
presentan en aves de mas de 8 semanas, pero a veces ocurre cuando estan en
pico de produccion. Los casos mas tardios se deben probablemente a una

inmunodepresion o coinfeccion con CIAV (23,122,124).

Los signos clinicos de la EM no son patognomodnicos y estan relacionados con
la disfuncion de nervios periféricos, generando paralisis progresiva asimétrica
que se convierte en paralisis espastica. Los primeros signos que se notan son
la descoordinaciéon y tambaleo (23). La afectacion del nervio del ala se
caracteriza por la caida del miembro. Si se danan los nervios que controlan a
los musculos del cuello, la cabeza puede estar inclinada hacia abajo y puede
haber cierto grado de torticolis. La afectacion vagal puede provocar paralisis y
dilatacion del buche, o jadeo. Como las perturbaciones locomotoras se
reconocen con facilidad, la incoordinacién y la marcha titubeante pueden ser
los primeros signos observables. Una actitud en particular caracteristica es la
del ave que tiene una pata estirada hacia adelante y la otra hacia atras como

resultado de paresia unilateral o paralisis de la pata (23,122,124).

Las aves con linfomas pueden o no presentar signos pero normalmente no se
evidencia ninguna anormalidad. Pueden presentar algo de sintomatologia
inespecifica como anorexia, depresion, y entrar en estado comatoso antes de
morir. Otros signos no especificos son diarrea, palidez y pérdida de peso en
aves con un curso cronico. La muerte ocurre por la incapacidad del ave para

alcanzar la comida y agua, y la agresion de las demas compafieras (123).

Otra forma de presentacion se da en aves jovenes infectadas con cepas muy

virulentas, y se le conoce como sindrome de mortalidad temprana, el cual se



evidencia con alta mortalidad de 8 a 16 dias pi. Las aves se deprimen y entran
en estado de coma antes de morir, lo cual ocurre a las 48 horas de
comenzados los signos. Las aves que muestran signos clinicos rara vez se
recuperan, aunque algunas pueden mostrar algo de mejoria que no es

permanente (23).

Las lesiones del sistema nervioso son un hallazgo frecuente en aquellas aves
afectadas. No se observan alteraciones macroscopicas en el encéfalo, pero de
ordinario se pueden localizar en uno 0 mas nervios periféricos, asi como en las
raices medulares y en sus ganglios. Se deben realizar examenes
macroscopicos de diferentes nervios, los plexos celiaco, mesentérico craneal,

braquial, ciatico y el nervio vago cervical para llegar un diagnostico (122).

Los nervios periféricos afectados muestran pérdida de las estriaciones
cruzadas, cambio de color gris amarillo y a veces aspecto edematoso. El
crecimiento localizado difuso ocasiona que la porcion afectada sea de un
tamano de 2 a 3 veces mayor a lo normal y en algunos casos mucho mayor. Ya
que muchas veces las lesiones son unilaterales, es en especial util comparar

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

Los tumores linfoides se pueden presentar en uno o mas de diversos érganos.
Pueden hallarse lesiones linfomatosas en las gdénadas (en especial el ovario),
pulmén, corazon, mesenterio, riidn, higado, bazo, bolsa, timo, suprarrenal,
pancreas, proventriculo, intestino, iris, musculo esquelético y piel. Los tumores
pueden encontrarse en ausencia de lesiones nerviosas macroscoépicas (122).
Se puede encontrar tumores sin tener afecciones en los nervios (23). Es
evidente el crecimiento del 6rgano y hay un cambio de color grisaceo. En
algunas aves se encuentran crecimientos nodulares semejantes a tumores
dentro del parénquima del érgano, y extendiéndose a partir de este, son firmes

y lisos al corte. La afectacion del pulmdn origina solidificacion (23).



Las lesiones en piel estan asociadas a las lesiones en el foliculo plumoso.
Puede variar el grado de afeccion, desde unos cuantos, hasta regiones enteras
de la piel con lesiones nodulares. Se observan como nddulos blancos, similares
a costras con incrustaciones cafés. Se ha encontrado mayor afeccion en la
region ventral y dorsal del cuello. También se ha visto edema en barba y cresta
que puede ser indicativo de crecimiento tumoral en zonas aledanas (23). En el
ovario inmaduro se observan areas grisaceas Yy traslucidas. Los ovarios
maduros mantienen su funcion a pesar de que haya foliculos tumorales;

cuando hay marcada involucion se evidencia aspecto de coliflor (122).

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
distribucion interfolicular de las células tumorales. Esta lesién es distinta del
tumor nodular caracteristico de la leucosis linfoide, y puede diferenciarse

histolégicamente con facilidad (23).

1.2.6 Diagnostico

El diagndstico en granja se debe basar en la clinica y los hallazgos de
necropsia. Normalmente es facil cuando se observan gran numero de casos de
paralisis, cojeras unilaterales, emaciacion y mortalidad escalonada en el tiempo
(23); sin embargo, debido al complejo cuadro clinico que puede generar,

resulta dificil llegar a la conclusion de que es el agente causal.

e Técnicas seroldgicas y moleculares.

Los métodos de identificacion de anticuerpos especificos en el suero de los
pollos son de utilidad en los estudios de la patogénesis viral y para vigilar
parvadas libres de patdégenos especificos. Algunas de las técnicas son AGID,

ELISA y NV'8 Sin embargo, ninguna de estas pruebas puede determinar
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anticuerpos para un serotipo viral especifico en pollos expuestos a multiples
serotipos virales. Se han comunicado diferencias antigénicas entre serotipos,
pero también parecen existir antigenos comunes. El significado biolégico de los

anticuerpos detectados por métodos distintos puede variar (122).

La disponibilidad de la secuencia de los tres serotipos del MDV ha permitido
desarrollar la técnica de PCR, pero no siempre es lo suficientemente sensible
para detectar infecciones latentes debido a la baja frecuencia de células
positivas y el bajo numero de genoma viral por célula (122). Aun asi, la técnica
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
diferentes cepas pertenecientes a los 3 serotipos (cédigos de acceso para Md5;
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 disefian iniciadores que identifican los diferentes serotipos y

patotipos del MDV, y ademas reconocen si es oncogénico (156,160-162).

Se ha usado la PCR convencional para identificar el oncogén Meq en plumas y
tumores (162,163).También se reporta PCR anidada para reconocer este
mismo gen en células de bazo, pulpa de pluma y células mononucleares de
sangre periférica (164). En el ano 2012 se desarroll6 PCR multiplex para la
deteccion simultanea de MDV, Leucosis aviar y virus de la reticuloendotelosis,

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

Recientemente se ha desarrollado la rtPCR'9, y actualmente es el método de
eleccion debido a que da un resultado cuantitativo, es rapido, sensible,

reproductible y tiene minimo riesgo de contaminacion ya que no hay

Y PpCRen tiempo real o PCR cuantitativa



manipulacion del amplicon (120,166,167). La sensibilidad 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 negativos debido a pequenas

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

Algunos autores han estandarizado esta técnica para usarse con los tres
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

vacunacion y reducir el impacto del GaHV-2 (127).

Se ha demostrado una asociacion cuantitativa entre la carga viral y los tumores
producidos en la EM. La mayoria de aves con tumores presentan titulos altos
de viremia y son positivos a PCR. Por lo tanto, si se demuestra alta cantidad de
virus o DNA viral en las células tumorales y se excluye por histopatologia otro
tipo de tumor, este puede ser un diagndstico especifico de EM (168). Adicional
a ésto, con la introduccion de tarjetas FTA (The Flinders Technology
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) para la para deteccion de MDV con excelentes resultados en rtPCR

(168).

El valor diagnéstico de detectar genoma del MDV en el foliculo de la pluma en
aves infectadas naturalmente ha sido reportado (97,160). Recientemente se ha
llevado cuantificacion del genoma del MDV en el EFP y ha mostrado tener
hasta 200 copias por célula después de 14 dias de infectado con una cepa
Rispens (120). Las lesiones del foliculo plumoso asociado con la EM aparecen
a los 7 dias pi (153), y puede detectarse por PCR a los 14 dias, que es cuando
muestra su pico, y luego desciende gradualmente entre los 21 y 28 dias (116).
La cantidad de virus en el foliculo varia mucho entre individuos, como lo han

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



pool con varias plumas. Sin embargo, se debe manejar con precauciéon el
resultado de esta prueba, ya presencia del GaHV/-2 en el foliculo de la pluma
de aves vacunadas es indicativo de infeccion pero no de enfermedad ya que el
huésped normalmente no desarrolla tumores, pero aun asi continua eliminando

el virus (128).

Una de las ultimas técnicas estandarizadas para el diagndstico del MDV es la
amplificacion isotérmica mediada por /oops (Loop Mediated isothermal
amplification, LAMP) (170). Este es un novedoso método de amplificacién de
acidos nucleicos que sintetiza grandes cantidades de DNA en poco tiempo,
pero aun asi, con gran especificidad (171). EI LAMP demostré ser
aproximadamente 100 veces mas sensible que la PCR convencional para

detectar MDV (170).

e Aislamiento viral

Un método mas tradicional, y aun asi recomendado por la OIE, 2010, es el
aislamiento del virus. EI MDV se puede aislar tan temprano como los 1 0 2 dias
posteriores a su inoculacion, o cinco dias luego de la exposicion por contacto, y
durante el transcurso de toda la vida de los pollos. Las células viables intactas
son el inoculo preferido, ya que en la mayor parte de los casos la infectividad
esta relacionada avidamente con células, aunque preparados libres de células
de piel, caspa o puntas de plumas de pollos infectados pueden contener virus.
El inéculo puede estar constituido por linfocitos sanguineos, sangre entera
heparinizada, esplenocitos o células tumorales aisladas. Muchas veces, puede
aislarse el virus de suspensiones de células infectadas después de
almacenamiento durante 24 horas a 4 °C, facilitandose asi el transporte de

muestras (122,172).



El desarrollo de placas tipicas en cultivos inoculados dentro de un plazo de 5 a
14 dias, y la ausencia de estos cambios en cultivos testigo, es evidencia de
aislamiento de MDV. Las placas inducidas por los virus serotipo 1, 2 y 3
pueden distinguirse, con practica, mediante un criterio morfolégico. EI momento
optimo para la observacion de las placas varia con el sustrato celular o el
serotipo del virus. Para determinar la susceptibilidad de los cultivos de prueba,

se pueden utilizar inéculos infectados con virus conocidos (122,172,173).

Los fibroblastos del embridon de pato o las células de rifidn de embrion de pollo
(FEP) cultivados resultan adecuados para la propagacion de aislamientos de
MDV. El MDV atenuado y los virus de los serotipos 2 y 3 proliferan bien en
cultivos de fibroblastos de embrién de pollo. Los cultivos infectados suelen
desarrollar lesiones focales separadas, constituidas por agrupamientos de
células redondas refractiles en degeneraciéon cuando maduran. Las lesiones
suelen ser menores a 1 mm de diametro y de densidad celular variable. Las
células afectadas pueden contener dos a varios cientos de nucleos, y se
observan de ordinario cuerpos de inclusion intranucleares tipo A. A pesar de la
liberacion de células redondas en el medio al madurar las placas, no se
observan areas grandes de lisis celular. Se desarrollan placas de serotipo 1
luego de 5 a 14 dias de aislamiento primario y de 3 a 7 dias después de la

adaptacion al cultivo (23,172).

Se puede realizar un acercamiento al serotipo segun el efecto que tenga en los
cultivos celulares: el serotipo 1 crece mejor en células de embrién de pato y
células de rindn de pollo, generando pequefias placas en estos. El serotipo 2
crece mejor en fibroblasto de embrion de pollo (FEP), y produce placas de
tamano mediano y largos sincitios. El Serotipo 3 crece rapidamente FEP y
produce grandes placas (23). Con estos cultivos es posible realizar también la
titulacion viral de los 3 serotipos, aunque el protocolo varia entre cada serotipo,

y cepa que se esté analizando (122).



¢ Patotipificacion

Para la patofipificacion convencional de las cepas del serotipo 1, se puede
realizar la inoculacion de pollos no vacunados asi como de pollos vacunados
con vacunas HVT o bivalentes. La ausencia de otros virus es critica, puesto
que la contaminacion puede alterar la patogenicidad aparente del aislamiento.
Ademas, debe considerarse la posibilidad de atenuacion, la cual requiere por lo
general de 20 o mas pases en cultivos celulares y sucede de manera mas
gradual en células renales de pollo o fibroblastos de embrién de pato, que en

fibroblastos de embridon de pollo (122).

Hoy en dia, esta patotipificacién puede ser realizada mediante el andlisis de las
secuencias del gen Meq, alineando la secuencia probable de aminoacidos, los
cuales muestran distintos polimorfismos y puntos de mutacién correlacionados
con la virulencia. A pesar de que la patogenicidad sea multigénica, estas
mutaciones parecen ser suficientes para aproximarse al patotipo. El gen Meg
solo se expresa en células latentes y transformadas, por lo que descarta los
serotipo 2 y 3. Shamblin ef a/. determinaron sitios de mutacion especificos en el
gen Meqg, que modifican el orden de los aminoacidos, lo que conlleva a

cambios en la virulencia (174):

Los mGaHV-2 muestran puntos de mutacion en el amino terminal (posicion 71
y 77); los vGaHV-2 muestran una region rica en prolina; los de vwGaHV-2
tienen mutacion en el punto de repeticion rico en prolinas, el cual se ve
interrumpido por 4 aminoacidos en la posicién 2 (PPPP - P(Q/A) PPP); y el
vv+GaHV/-2 muestra una substitucion en el aminoacido putativo retinoblastoma
(Rb) en el dominio de unién de proteina de bolsillo(Rb) LaChE™ - LaRhE

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



1.2.7 Epidemiologia

Esta enfermedad es de distribucion mundial y se asume que todas las granjas
presentan por lo menos un serotipo. En algunos paises se reporta la
enfermedad clinica. En China por ejemplo, se ha visto que la vacunacién no
impide la replicacion de cepas variantes de GaHV-2 presentes en el pais

(176).

La incidencia de la EM es muy variable. Unas cuantas aves que desarrollan
signos pueden recuperarse de la enfermedad clinica, pero en general, la
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,
dosis, ruta de infeccion, genero del ave, anticuerpos maternos, edad, ambiente
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 la situacion de la enfermedad, y los datos que se
encuentran son contradictorios. Segun un reporte en el afio 200829, la EM no se
reportd en ningun predio Colombiano, pero se calcularon pérdidas generadas
por esta la enfermedad de 3.198.744 pesos, debido a 472 muertes asociadas

por EM.

1.2.8 Vacunacion.

La EM se habia controlado bien con el uso de vacunas con el virus HVT,
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
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en dia hay evidencia de que el uso extensivo de las vacunas ha seleccionado

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

La vacuna HVT libre de células tiene poca eficacia en caso de tener
anticuerpos maternos, por lo tanto ha sido mas usada la HVT asociada a
células (23). Esta vacuna puede ser aplicada SC o IM en aves el dia de
nacimiento, o /n ovo a los 18 dias de incubacién. Esta ultima se utiliza mas que
todo en pollo de engorde, y debe ser aplicada en el saco amnidtico o en el
embrion, para que se dé respuesta adecuada. La aplicacion de la vacuna
contra MDV en incubadora es de caracter obligatorio en nuestro pais

(Resolucion ICA 3651 del 2014).

Un reciente estudio en la respuesta citotolitica inducida por la vacunacion del
MDV muestra que la gl2' es un blanco potente para usar como inmundgeno
tanto en lineas resistentes como susceptibles. Sin embargo, entre estos dos
grupos de aves se también se observd que gE mostraba respuestas muy
similares citoliticas, por lo tanto también tiene potencial para uso en vacunacién

(181).

La vacunacion altera la patogénesis de la infeccion de GaHV-2 mediante la
disminuciéon o eliminacion de la fase citolitica temprana. Asimismo, se reduce
notablemente el grado de infeccion latente con MDV, no se desarrollan la
infeccion citolitica tardia ni la inmunosupresion. La proteccion inducida por la
vacuna comienza con el INFy. La inmunizacién con CV1988 después de 3 dias
pi, resulta en regulacion positiva del interferon, IL-8, IL-18 e iINOS22 en los
pulmones y bazo. Este mecanismo se cree que también sucede con HV/Ty SB-
7. El interferén reduce la replicacién viral y estimula los macréfagos a iniciar la

transcripcion de iINOS, produciéndose Nitrogeno entre 3 y 7 dias después de la
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vacuna, limitando asi su replicacion (25,122,123). Después, las células NK son
activadas, y eliminan los Linfocitos B infectados. La respuesta citolitica
antigeno especifica comienza a los 7 dias después de la vacunacion, la cual
junto con la fagocitosis mediada por anticuerpos y los NK, controlan la
enfermedad y llevan al virus a entrar en fase de latencia. Las células citoliticas
de memoria pueden eliminar rapidamente las células infectadas reactivadas

(122).



Capitulo 2: Muestreo y preparacién de las muestras.

2.1 Introduccion

Para determinar si existen individuos infectados con un patdégeno especifico en
una poblacién, se debe tomar una muestra representativa que permita
encontrar al menos un individuo positivo, de acuerdo a la prevalencia esperada
de la enfermedad estudiada. Dado que ambos virus (MDV y CIAV) presentan
distribucion mundial (66,101), se asume que todas las parvadas comerciales

portan ambos virus en cantidades variables.

En Colombia, los estudios sobre CIAV son pocos y se basan en la deteccion de
anticuerpos mediante la prueba de ELISA y estudios de casos con descripcion
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; mientras que algunos presentan
mortalidad en ponedoras (Francia y Alemania), otros tienen problemas en pollo
de engorde (ltalia). Los paises en desarrollo se consideran con alto riesgo de
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 entre $1-2 billones de doélares anualmente (184). En un estudio en EEUU
se determiné que la tasa de decomisos en planta de beneficio en un periodo de

4 anos fue de 0,23%, lo que representa pérdidas considerables para el



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

pero solo en algunos paises se reporta la enfermedad clinica (185).

En Colombia se desconoce la situacion de la enfermedad a nivel de campo, y
los datos que se encuentran son contradictorios. Ya que la vacunacién en
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 lo anterior, para el calculo de tamaino de muestra de este estudio
se tomd un nivel de confianza del 95% y una prevalencia esperada del 80%
(87,107) para ambas enfermedades con el fin de detectar animales positivos en

una poblacién de 80.000 aves de levante.

2.2 Metodologia

2.2.1 Zona de estudio

Se evaluaron 4 granjas avicolas de levante ubicadas en la region norte y
oriente del Departamento de Antioquia, Colombia, especificamente en los
municipios de Guarne, San Vicente, Belmira y San Pedro de los Milagros. De
acuerdo con el sistema de clasificacion de Holdridge, ambas regiones se
encuentran en una zona de vida denominada bosque muy humedo montano
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 Poblacion y tamafo de muestra

Las aves del estudio pertenecen a lineas de postura semipesada (Hyline
brown, Babcock, Isa Brown). Las lineas semipesadas se caracterizan por tener
un peso mayor que las aves de linea liviana (1400 a 1450 gr a las 17 semanas

de edad), variedad de colores del plumaje (negro, rojo, marrén) y producir



huevo con cascara marrdn; esta ultima caracteristica la hace ideal para el

mercado antioqueno, el cual consume preferiblemente huevo marron.

Las granjas se escogieron con base a los siguientes criterios:

» Se encontraban ubicadas en la zona de estudio.

» Recibian aves de 1 dia de edad de una incubadora certificada por el ICA.

» Aplicaban vacuna contra Marek en incubadora al dia 1 de vida (HVT +
Rispens).

» Accedian a participar voluntariamente.

» Se comprometian a participar hasta completar el estudio.

» Estaban registradas ante el ICA.

» Tenian certificacion como “Granja Avicola Biosegura™ (segun Resolucion
ICA 1183 del 201023).

» Su proposito era venta de huevo para consumo humano directo.

Los sistemas de cria y levante de las granjas estudiadas fueron en sistema de
piso, siguiendo las recomendaciones de la casa genética. El plan sanitario fue
diferente para cada granja, pero cumpliendo con lo establecido por la
resolucidon ICA 3642 del 2013. Cada granja fue libre de seleccionar el biologico,

tiempo y método de aplicacion.

El muestreo se realizé durante el periodo de febrero de 2014 a febrero 2015,
con las fechas de muestreo de acuerdo al calendario de recibo de polla de
cada granja. Para el muestreo se cont6 con la aprobaciéon del comité de ética
para la experimentacion animal de la Universidad de Antioquia, mediante el

acta 65 de 2010.

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



2.2.3 Calculo del tamano de la muestra

Dado que se tienen 4 granjas en el estudio con un total de 232.000 aves, de las
cuales 80.000 estan en levante (20.000 de cada una de las granjas), con un
nivel de confianza del 95%, y usando la férmula de Dohoo y colaboradores,
2010: n= (1- (a) YD (N-((D-1)/2)) (187), dénde: n: Muestra; a: Nivel de
confianza; D: prevalencia esperada; N: poblacion; de acuerdo con lo anterior se
debe seleccionar una muestra con al menos 3 individuos para detectar en una
poblacién de 80.000 individuos al menos un animal enfermo, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 80%. Debido a que se evaluaban 6 edades
diferentes, se realiz6 un muestreo estratificado, lo cual representa 3 aves por

edad.

El tamano de muestra fue verificado con los propietarios de las granjas,
quienes establecieron que brindaban para el estudio un maximo de 3 aves por

edad debido a politicas econdmicas.

» Los criterios de inclusion: aves sanas que cumplieran con la edad de
acuerdo al punto de muestreo.
» Los criterios de exclusion: aves con signos clinicos de enfermedad o

reporte de ruidos respiratorios.

La muestra se tomé en los dias 1, 15, 30, 60, 90 y 120 durante el levante. En
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

proposito ser usadas como control sin vacunacion.

A continuaciéon se detalla la informacion de cada granja y tamano de la

muestra.



Tamafiio de la Tamaiio de
Ubicacién Dia de muestreo | Muestra por edad
poblacién Muestra
Zona Oriente
50.000 aves
1, 15, 30, 60, 90
Granja 1 3 aves 18 aves
Municipio San y 120 dias
(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 dias
(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 dias
Municipio San Pedro
Zona Norte 100.000 aves
1, 15, 30, 60, 90
Granja 4 3 aves 18 aves
y 120 dias
Municipio Belmira (20.000 en levante)
Traspatio Zona norte 180 dias 5 aves 5 aves
Traspatio Zona Oriente 180 dias 5 aves 5 aves
Total aves
82
muestreadas

Tabla 1: Informacién de las granjas muestreadas

2.2.4 Toma de muestra

En cada una de las edades se escogieron al azar 3 aves clinicamente sanas, y
se sacrificaron siguiendo los protocolos establecidos por la FAO (188) (Comité
de Etica para la Experimentacién Animal UdeA.: Acta 65 de 2010).
Inmediatamente después de la muerte del animal, se tomé la muestra de
sangre por medio de puncion intracardiaca (entre 1 y 2 mL de sangre) con
jeringa de 5 mL (21G), y se depositdé en tubo vacutainer tapa lila (EDTA). Esta
sangre entera se conservd a -20 °C. Las plumas se tomaron de la region del

pecho, conservandose a -80 °C como un solo pool por edad. La necropsia se




llevd a cabo de forma organizada, sistematica y completa por un médico
veterinario con experiencia en medicina aviar. Adicionalmente se extrajeron los
organos: timo, bazo, bursa e higado, de los cuales se conservaron fragmentos
de 0,5 x 0,5 mm en congelacion a -80° C para aislamiento, y fragmentos de 0,5

x 0,5 mm en formalina bufferada al 10% para histopatologia.

2.2.5 Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizé a todas las muestras de sangre usando el Kit
QlAamp® DNA Blood and tissue (QIAGEN, cat # 69506), siguiendo las

recomendaciones del fabricante. La elucion final fue de 120 pL.

Para las muestras de pluma se realizé un poo/de 3 animales por edad de cada
granja, ya que la cantidad de DNA extraido suele ser limitado o de mala calidad
(189,190). Para la extraccion de DNA del foliculo plumoso, se descongelaron
las muestras de pluma a temperatura ambiente; se cortaron los foliculos (2 cm
aproximadamente) y se realizd un corte longitudinal y luego uno transversal a
0,2 cm aproximadamente. Los fragmentos de pluma se pusieron en viales de 2
mL; se anadieron 180 pL de buffer ATL y 20 uL de proteinasa K. Se trituré con
un minimacerador; se agitdé con vortex por 30 segundos y se incub6 durante 1
hora a 56°C (agitando vigorosamente cada 15 minutos). A partir de este punto
se continud con el protocolo establecido por el Fabricante del Kit QUIAGEN

(cat. No. 69506) (Adaptado de (116,120,127,173)).

Para verificar calidad y cantidad de DNA se procedié a realizar medicion de
concentracion mediante Nanodrop (Thermo Scientific) y se llevd a cabo la PCR
para el gen estandar del Retrovirus endégeno aviar EAV-HP pol IN (iniciadores

H3 y H8) de la gallina (191).



2.2.6 Condiciones PCR estandar para gen de referencia

Para verificar la calidad del DNA extraido de las muestras se procedié a
realizar la PCR estandar para deteccion del gen EAV-HP pol IN de la gallina
(Tabla 2). La reaccion se llevo a cabo en platos de 96 pozos con un volumen
final por pozo de 20 uL. La reaccidén contenia: 10 yL de Go taq Mix master
Green (PROMEGA®), Primer24 Forward 0,4 uM, Primer Reverse 0,4 uM, BSA
10 pg y 4 pL de DNA (10 ng/pL). Se utilizd el programa estandar para Go
Taq®, que consiste en una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 2 minutos,
seqguido por 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 50 °C por 30 segundos, 72 °C por

1 minuto, y una elongacién final de 72 °C por 10 minutos.

Tabla 2: Iniciadores para gen de Referencia.

Blanco

Nombre del iniciador

Secuencia del iniciador

Tamaio de banda

Gen Referencia
de la Gallina
EAV-HP pol IN
(191).

H3 Forward (5659-5678)

H8 Reverse (6019-5996)

5- AACAACACCGATTTAGCCAGC-3

5-TGGTGAATCCACAATATCTACGAC-3

360 pb

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 pL del 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

imagenes UV.

24 . R
Primer: iniciador



2.2.8 Preparacion del BSA

Para preparar el BSA25 (Albumin bovine 99% ref. A3311) se utilizé agua DEPC,
y se ajustd a una concentracién de 1,6 mg/mL. Esta solucion fue filtrada

(membrana de 0,45 pym).

En la reaccion de PCR con pluma se reemplazé el agua DEPC por la solucion

de BSA al 0.1%, las demas condiciones se conservaron.

2.3. Resultados

2.3.1 Cantidad de DNA de las muestras

Se obtuvo un total de 82 muestras de DNA de sangre con una concentracion
promedio de 170,94 ng/uL, y una desviacién estandar de 33,85 ng/pL (minimo
de 14,8 y maximo de 218 ng/uL). Para pluma, se obtuvieron 24 muestras de
DNA con un promedio de 347,2 ng/pL, con una desviacion estandar de 314,72
ng/uL (minimo de 8,1 y maximo de 1017). La relacion 260/280 se mantuvo

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 ) (Imagen 1), confirmando asi la calidad del
DNA de la muestra y ausencia de inhibidores de la PCR (191)

25 . .
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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. Lineas 3 a 17: muestras. Las letras

corresponden a un codigo de granja. Gel de Agarosa 1%.

2.4 Discusion.

EL gen EAV-HP pol IN se ubica en la posicion 5659-5679 (iniciador H3) y 6019-
5996 (iniciador H8) y codifica el retrotransposon aviar EAV-HP (Avian
Endogenous Retrovirus), cuyo hospedero es el Gallus gallus domesticus (191).
Se ha utilizado como gen de referencia para PCR ya que esta presente en
todas las células de origen de gallina. Esta técnica permite evaluar si hay
presencia de inhibidores de PCR o si el DNA esta en malas condiciones. Al
amplificar correctamente el gen de referencia, se puede inferir que el DNA
extraido de las muestras tiene buena calidad y cantidad para ser usado para

pruebas moleculares de diagndstico de los patégenos deseados.

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, el cual puede interferir con la
actividad de la DNA polimerasa (192). Cuando se trata de aves marrones o
negras, el contenido de melanina en el foliculo de la pluma es alto y puede
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- incubacion del DNA con BSA26 (160) y uso de BSA en la
reaccion de PCR como reemplazo del agua DEPC (120). Con este varios
autores han encontrado buenos resultados incluso en la prueba rtPCR. Se
utiliza anadiendo 10 ug de BSA en la reaccion para una concentracion de DNA

de 50 a 500 ng.

2.5 Conclusiones.

Con el tamafno de muestra y calidad del DNA fue posible continuar con las
pruebas de deteccidon molecular del virus de la Enfermedad de Marek y Anemia
Infecciosa Aviar, con un nivel de confianza del 95% de encontrar al menos un

animal positivo a ambos virus.

Ademas, las muestras de sangre y pluma procesadas y analizadas
demostraron ser aptas para ser usadas en la PCR para la deteccion de los

agentes virales del presente estudio.
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Capitulo 3: Estandarizaciéon de cultivos primarios de embridén de Pollo.

3.1 Introduccion

Para el cumplimiento de los objetivos de aislamiento viral y PCR fue necesario
establecer un cultivo primario de embridén de pollo, con el fin de obtener células
viables que permitieran el crecimiento y replicacién del MDV, el cual puede ser
usado como control de PCR convencional, determinar la curva normal de la
PCR en tiempo real, y ademas verificar si hay particulas virales infectivas en

las muestras evaluadas.

Los cultivos primarios son aquellos cultivos preparados directamente a partir de
un tejido u 6rgano. En estos cultivos las células conservan sus caracteristicas
originales y su proliferacion es limitada (193). El cultivo celular tuvo su origen
en el siglo XIX, como método para el estudio del comportamiento de las células
animales libres de las variaciones sistémicas y bajo el estrés de un
experimento. En la actualidad pueden cultivarse en el laboratorio células
procedentes de una amplia gama de tejidos y organismos diferentes (194). Los
embriones de pollo se utilizan para obtener células mesenquimales para el uso
en cultivo viral y produccién de vacunas. Dependiendo de la edad del embrion,
es posible separar por 6érganos y realizar cultivos con células especificas, como

miocitos, células cardiacas, epiteliales, hepatocitos etc.

Algunas técnicas que utilizan cultivos celulares primarios de embrién de pollo
dentro de su metodologia son: la clasificacion viral por patotipos, titulacion viral
y ELISA. Estas técnicas tienen su fundamento en los cultivos celulares, por lo
tanto dependen completamente de la calidad de las células y su viabilidad para
obtener resultados confiables y reproducibles. Debido a esto, se hace

necesario estandarizar el proceso de cultivo de células primarias de embridn de



pollo para posteriormente realizar aplicaciones en las pruebas diagnésticas

para virus aviares, especificamente para el aislamiento del MDV.

3.2 Metodologia

La técnica que se describe a continuacion es adaptada a partir de los
protocolos usados en el laboratorio de la doctora Holly Sellers y la Doctora
Maricarmen Garcia del Poultry Diagnostic and Research Center (PDRC).

University of Georgia, Athens. GA.

En Colombia es necesario el permiso del comité de ética para uso de huevos o
aves para realizar cultivos celulares con fines experimentales. Para este
estudio se conté con la aprobaciéon del comité de experimentacion animal de la

Universidad de Antioquia mediante el acta 92 de 2014.

3.2.1 Cultivo primario de fibroblastos de embridn de pollo.

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de huevos embrionados de pollo SPF27
de 11 dias de edad provenientes del Laboratorio Bioara (Cundinamarca,
Colombia). El huevo de embrion de pollo se observo a contra luz para constatar
que el embridn estuviera vivo. Se localiz6 la cdmara de aire y se delined con un
marcador. Se desinfecto la cascara del huevo con alcohol al 70% en la zona de
la camara de aire. Se rompid y retir6 la cascara con una pinza de diseccién con
garra. Con una pinza mosquito recta se rompid la membrana coclear y se
extrajo el embrion, sin tocar el saco vitelino. Se retiré cabeza y patas, dejando
solo térax y abdomen. Se lavé con PBS 1X estéril. Después del lavado, el
embridon se introdujo en una jeringa de 10 mL y se ejercid presion con el
embolo para macerarlo por completo. Este macerado se colocé en una beaker
estéril y se anadio 10 mL de tripsina 0.25% pre-calentada a 37 °C. Se anadi6

un iman estéril y se llevd a incubacion a 37 °C durante 10 minutos en agitacion

%7 Specific Pathogen Free= libre de patégenos especificos.



constante. Este digerido se tamiz6 y se pas6 a un beaker con 10 mL de suero
bovino. El filtrado se pasé a un tubo Falcon. Se centrifugd a 1000 r.p.m.
durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendié el pellet con 10
mL de medio de cultivo. Después se transfirio a un Frasco T 75 y se anadié 5
mL de Medio de cultivo (DMEM, powder, high glucose, GIBCO®. Cat. Number:
12100-046) con SFB al 10% (Suero fetal bovino. Gibco. Ref 12483-020) y AA
2% (Antibidtico- Antimicético 100X. Gibco. Cat 15240-096). Se llevo a
incubadocion a 37 °C y con 5% de CO.. El frasco se marcé con fecha, nombre

del cultivo y pase.

3.2.2 Cultivo primario de rifidn, higado y bursa a partir de embrion de pollo.

Los organos internos del embrion de 18 dias fueron retirados y puestos en
platos de Petri con PBS al 5% AA. Los 6rganos se cortaron con una cuchilla y
se lavaron tres veces con PBS de manera individual. Luego se llevaron a caja
de petri con tripsina al 0.25% pre calentada a 37 °C (10 mL por érgano). Se
afadio un iman estéril para agitacion y se llevo a incubacién a 37 °C durante 10
minutos en agitacion constante. Este digerido se tamiz6 y se depositd en un
volumen de 10 mL de suero bovino. El filtrado se pasé a un tubo Falcon. Se
centrifugé a 1000 r.p.m. durante 5 min. Se descartdé el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con 10 mL de medio de cultivo. Se transfirio a un Frasco T
75 y se afadieron 5 ml de medio de cultivo con SFB al 10% y AA 2%. Se
incubd a 37 °C, con 5% de CO2 y 90% de humedad relativa.

3.2.3 Descripcion morfoldgica

Se evalué cada tipo de cultivo por medio de microscopio invertido en los
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 color (claro, pardo, oscuro) el estado de la célula



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

caracteristicas del medio (ausencia de detritos, granulos, contaminacion).

3.3 Resultados y discusién.

3.3.1 Establecimiento del culfivo primario de embrion de pollo.

a. Fibroblasto de embrion de pollo (FEB)

Con la metodologia planteada se obtuvieron en total 6.305.000 células a partir
de 4 embriones de 11 dias de edad, con una viabilidad del 94,6%. A
continuacién se observa la curva de crecimiento de 0 a 90 horas (Grafica 1). La

densidad de siembra fue de 630.000 células por mL.

Curva Crecimiento FEB
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Grafica 1: Curva de crecimiento FEB. Eje horizontal Tiempo en horas. En el eje vertical se

muestra el nimero de células que se obtuvo en el conteo por camara de Neubauer.

Se observa la curva de crecimiento caracteristica de un cultivo celular (195)

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



horas la morfologia de la célula fue de tipo fibroblasto, sub confluentes, color
traslucido, forma alargada, bipolar, limpia, con algunos granulos en el medio
(Tabla 3 Ay B), se evidencié ademas una rapida adaptacién y crecimiento a las

condiciones /n vitro. Esto concuerda con la descripcion tipica del FEP.

v Aq’ ! Q 2 ; ;"
= |
‘ - ~ 3 9
A. Fibroblastos de embrion de pollo B. Fibroblastos de embrion de pollo
vista 100X vista 400X

Tabla 3: Panel de imagenes de FEP. En las fotografias se observan los FEP a las 12 horas pos
cultivo. Caracteristicas: baja confluencia, células alargadas, bipolares, algunas con apariencia

estrellada y de color transparente.

Se observa que después del pasaje 5 el fibroblasto pierde viabilidad y tiene un

crecimiento mucho mas lento, ademas se aumenta el riesgo de contaminacion.

b. Células de rinion de embrion de pollo.

A partir de un rinén de embrion de pollo de 18 dias de edad se obtuvo un total
de 657.500 células, las cuales presentaron fase de crecimiento exponencial
entre las 120 y 180 horas. Una adaptacion y crecimiento mas lento a las

condiciones /n vitro que se vieron en los fibroblastos.
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A. Células de rifion de embrion B. Células de higado de C: Células de Bursa de embrion de
de pollo 400x. embrion de pollo. 10X. pollo. Vista 10X.

Tabla 4: Panel de imagenes de Células de embrién de pollo. A. Células redondas con formacioén de
islas, coloracién parda, multipolar, abundantes detritos y eritrocitos. Se observan algunas células
fibroblasticas. B. Células cilindricas o cuadradas de color pardo. Multipolares. Algunos detritos
refringentes en el medio. Se observaron algunos fibroblastos. C. La composicion del cultivo es
heterogénea, con abundantes fibroblastos y algunas células epiteliales. Células esparcidas, color

traslucido, granulares y multipolares.

Se observdé que después de la elaboracion del cultivo se presentaban
abundantes eritrocitos en el medio, por lo que fue necesario realizar cambio de
éste 12 horas después de sembrarlas. La densidad de siembra fue de 200.000

células por mL (Tabla 4 A).

La células de rindn presentaron un crecimiento mas lento que las células de
FEP, lo que puede ser consecuencia de que se obtuvo a partir de un sélo
organo (10 veces menos células que en el de fibroblastos) y a que son células

que exigen otros factores de crecimiento para su mantenimiento /in vitro (196).

Para obtener mayor numero de células y viabilidad en un cultivo primario se ha
propuesto el uso de la técnica de digestion enzimatica en frio; este método ha
demostrado mayor viabilidad a las 24 horas y preserva mas tipos de células
que el método tradicional (194). Otro método para la obtencion de mayor
numero de células es utilizar huevos de embrién de pollo de 12 dias de edad,
en los que el érgano es de mayor tamano, y por tanto hay mas tejido para ser

digerido.



c. Células de Higado de embrion de pollo.

A partir de fragmentos de 6 higados de embridn de pollo se obtuvieron 670.000
células, las cuales presentaron crecimiento exponencial entre las 50 y 120
horas de cultivo. Se observdé que después del pasaje numero 3, las células
pierden viabilidad, capacidad de adherencia y crecimiento después de la
tripsinizacion. La densidad de siembra inicial fue de 200.000 células por mL

(Tabla 4 B).

Al igual que las células de rifdn, se observd que después de la elaboracién del
cultivo quedan abundantes eritrocitos en el medio, por lo que es necesario
realizar cambio de este, 12 horas después de sembrarlas. A pesar de que el
numero de células obtenidas también fue bajo, las células lograron adaptarse

con facilidad a las condiciones /n vifroy se replicaron rapidamente.

En algunos casos se puede utilizar el método fisico para la obtencion de
células de o6rganos blandos, usando un tamiz de 1mm por el cual se hace pasar
el tejido, después se pasa por uno de menor calibre (100 pm), y para finalizar
por uno de 20 pm. La viabilidad con este método es inferior a la de la

enzimatica (194).

d. Células de Bursa de embrion de pollo.

A partir de fragmentos de 1 bursa se obtuvieron 182.500 células, las cuales
presentaron crecimiento exponencial entre las 72 y 140 horas de cultivo. Las

células se sembraron en un solo pozo, a 160.000 cel/mL. (Tabla 4 C).
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Grafica 2: Curva de Crecimiento para células de Higado, Bursa y Rifén de embrién de pollo.

Se observa el nimero de células en el tiempo de tres cultivos diferentes de embrién de pollo.

Se observa una adaptacién similar para los cultivos de higado y bursa, los
cuales duplican su numero a las 48 horas, mientras que las de rifidn lo logran
solo hasta las 144 horas sometidas a las mismas condiciones de incubacién y

con el mismo medio de cultivo.

Normalmente, los cultivos celulares primarios tienen una vida finita que, segun
el tipo de célula, se puede prolongar entre 20 y 100 generaciones. Superado
ese limite, las células entran en una etapa que se denomina senescencia en la
que pierden su capacidad de proliferar, supuestamente por el acortamiento de

los telébmeros, y mueren (194).

3.4 Conclusiones
Se logré establecer un cultivo primario de diferentes células de embrién del

pollo, mediante técnica de digestion enzimatica. Ademas de mantenerse



viables por un periodo de mas de un mes sin contaminacién bacteriana (con
maximo 11 pasajes). Este resultado es atribuible al entrenamiento y asesoria
de expertos en el tema de biologia celular. La estandarizacién del cultivo
celular, y mantenimiento de la viabilidad de las células es un paso fundamental
para realizar pruebas como aislamiento viral, ya que dependen de la calidad y
cantidad de células que se obtengan. Las células de fibroblasto de embrién de
pollo y rindn de embrion de pollo fueron utilizadas para llevar adelante el
aislamiento del MDV, ademas para el crecimiento y replicacion del virus control.
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Capitulo 4: Caracterizacion molecular del Virus de la Enfermedad de Marek en
muestras de sangre y pluma de aves de levante de postura comercial en

Colombia.

4.1 Introduccion

La EM tiene importancia econémica a nivel mundial y hace parte de las
enfermedades en la lista B de la OIE28 (24). Actualmente la enfermedad clinica
no es comun debido a que la vacuna es efectiva, pero la afeccion subclinica
sigue siendo un problema para la avicultura moderna (183); comercialmente se
encuentran disponibles tres tipos de biologicos contra MDV: serotipo 1
atenuado (GaHV-2), serotipo 2 (GaHV-3) y serotipo 3 (MeHV-1), estas dos
ultimas son naturalmente avirulentas para las gallinas y generan inmunidad
contra algunas cepas de serotipo 1 (190). Cuando se aplica la vacuna, se
genera una infeccidn permanente que permite el desarrollo de inmunidad
protectora contra la formacion de tumores y mortalidad, pero no impide la
infeccion, replicacion o eliminacion del virus de campo (25,151). Es por esto
que es posible encontrar que las aves de parvadas comerciales estan

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

Es de gran utilidad clinica medir simultaneamente el virus vacunal y el de
campo en las aves de lotes comerciales para determinar la eficacia de la
vacuna (190), interferencia de la replicacion del virus de campo, identificar
casos de fallas en la vacunacion (197) y detectar infeccion con cepas muy

virulentas del GaHV-2 (129).

El diagnéstico de la enfermedad de Marek se basa en hallazgos de necropsia,

histopatologia, deteccién de anticuerpos, analisis de DNA viral y confirmacion

28 Organizacién mundial de la salud 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 diversas técnicas, entre ellas la PCR en tiempo real (tPCR), la cual es
una prueba altamente sensible para cuantificacion absoluta de GaHV-229,
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 técnica empleada es la PCR estandar, la cual detecta aves
positivas, serotipos circulantes y ademas permite un acercamiento al
establecimeinto del patotipo (200). Esto ultimo es debido a que el GaHV-2
contiene secuencias repetidas del gen ULa, el cual esta relacionado con la
oncogénesis. Cerca de la region TRL e IRL del genoma (Region repetitiva del
genoma de MDV) se encuentra una region que codifica para numerosos
transcriptos que se traducen en proteinas importantes para la induccion vy
mantenimiento de la latencia y transformacion de las células. Algunos de estos
transcriptos poseen regiones de 132 pb que se repiten, esta es una
particularidad del genoma de MDV, y muestran un incremento en su numero
después de pasajes seriados en cultivo celular, lo cual podria ser asociado con
la atenuacion del virus, es decir, mientras mas repeticiones mas atenuado el
virus. Sin embargo, otros autores no han llegado a la misma conclusion (24),
algunos estudios han usado esta region para la diferenciacion de las cepas del
serotipo 1, mediante el analisis de repeticién de fragmentos de 132 pb en el
gen, el cual muestra que las cepas mas patogénicas solo presentan una o dos
repeticiones de la banda de 132 pb, mientras que las menos patogénicas

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

> MDV-1: Marek Disease Virus 1= serotype 1
** MDV-2: Marek Disease Virus 2= serotype 2
A HVT: Herpes Virus Turkey= serotype 3



del virus y el porcentaje de aves infectadas en cada edad, ademas de

determinar el patotipo circulante.

4.2 Metodologia

Se evaluaron 4 granjas del norte y oriente de Antioquia (remitirse al capitulo 2,

apartados 2.2.2y 2.2.3).

4.2.1 Material biolégico

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 SB7 (GaHV-3) y cepa FC 726 (MeHV-
1)32 proveniente de vacunas comerciales. A éstas vacunas se les extrajo el
DNA empleando un kit comercial y siguiendo las recomendaciones del

fabricante (DNeasy Blood & Tissue Kit. Qlagen cat # 69504).

b. Estandares de DNA (FEP33) y dilucién del virus.

Se utilizaron los virus estandar proporcionados por el Instituto de Pirbright, en

Inglaterra.

4.2.2 PCR convencional

a. Serofipo 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 amplifican la region Sorf 7

(199), con un tamafo de banda de 350 pb. La reaccion se llevo a cabo en un

%2 Vacuna Marek Rispens HVT®-Laboratorios Merial, (Registro ICA 3735).
33 . .
Fibroblasto de embrién de pollo



volumen final de 25 pL utilizando 400 mM de dNTP, 1 mM de cada iniciador, 4
mM de MgCI, 1X de Buffer PCR, 2,5 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen) y
1 pL de DNA (40 ng/pl). Las condiciones de amplificacion fueron una
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de
94 °C por 1:30 minutos, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos, y una

extension final de 72 °C por 10 minutos.

b. Serofijpo 2 (GaHV/-3)

Para el serotipo 2 de la EM (GaHV-3) se emplearon los iniciadores 5°-
AACCGTGATCCGTCTAGAACC-3’ (sentido) y 5-
GTTACGCTTGACTGGAAGGC-3" (reverso) que amplifican un fragmento de
669 pb, correspondientes al gen MDV gB B7-B2 (201). La reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 25 pL utilizando 400 mM de dNTP, 1 mM de cada
iniciador, 4 mM de MgCI, 1X de Buffer PCR, 2,5 unidades de Taq polimerasa
(Invitrogen) y 1 uL de DNA (40 ng/ yL). Las condiciones de amplificacion fueron
una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos
de 94 °C por 1:30 minutos, 52 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos, y una

extension final de 72 °C por 10 minutos.

c. Serotipo 1 (GaHV-2)

En el caso de serotipo 1 de EM (GaHV-2) se utilizaron los iniciadores 5°-
ATGTCTCAGGAGCCAGAGCCGGCGCT-3’ (sentido) y 5-
GGGGCATAGACGATGTGCTGCTGAG-3" (reverso) que amplifican una regién
del gen Meq (162) con un tamano de banda esperado de 1062 pb para cepas
MDV 1y de 1240 pb para la cepa CV1988. La reaccién se llevo a cabo en un
volumen final de 25 pL utilizando 400 mM de dNTP, 1 mM de cada iniciador, 4
mM de MgCI, 1X de Buffer PCR, 2,5 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen) y

1 yL de DNA (40 ng/uL). Las condiciones de amplificacion fueron las



siguientes: una desnaturalizacién inicial de 94 °C durante 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de 94 °C por 1:30 minutos, 57 °C por 1 minuto, 72 °C por 2

minutos, y una extension final de 72 °C por 10 minutos.

Para diferenciar las cepas patogénicas de las no patogénicas en los
aislamientos de GaHV-2, se utilizaron las secuencia de nucle6tidos de BamHi-
H y BamHi-D las cuales flanquean la zona de repeticion de 132 pb en el
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)
esta ubicado en la regién de 65 pb 5 hasta el sitio de repeticiones en 132 pb,
el iniciador reversa (reverse) esta ubicado 10,5 pb por debajo de la region.
Ambos amplifican un segmento de 434 pb en el caso de que haya solo dos
repeticiones de 132 pb. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20yl
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 la amplificacién fueron una desnaturalizacion inicial de 94 °C
durante 5 minutos, seguida por 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1

minuto, 72 °C por 1 minutos, y una extension final de 72 °C por 10 minutos.

Tabla 5: Resumen de iniciadores para PCR de MDV.

Blanco Primers Fragmento Autor
GaHV-2 5"-ATGTCTCAGGAGCCAGAGCCGGCGCT-3’ (sentido) Lee et al,,
1062 pb 2000
Gen meq 5"-GGGGCATAGACGATGTGCTGCTGAG-3’ (reverso)
GaHV-2
5-CCGCACACTGATTCCTAGGC-3’ (sentido) 1148 pb (RB1B)
Gen meq2
5"-AGAAACATGGGGCATAGACG-3’ (reverso) 1325 pb (Rispens)
(secuenciacion)
5"-AACCGTGATCCGTCTAGAACC-3’ (sentido) Cho et al,
GaHV-3 gB B1-
B2 669 pb 1999
5- GTTACGCTTGACTGGAAGGC-3’ (reverso)




MeHV-1 5-AAGCGCTTGTATGTGTAGG-3 (sentido) Islam et al,

350 pb 2006
sorf 1 5-TATGGACGTCATGCAGTTGG-3" (reverso)

BamHi-H Yy | 5 TACTTCCTATATAGATTGAGACGT-3’
BamHi-D 434 pb
Patotipificacion 5 GAGATCCTCGTAAGGTGTAATATA-3’

4.2 .3 Electroforesis

Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1%, preparado
con buffer TAE 1X3 y Bromuro de Etidio (1mg/mL). En cada pozo se
sembraron 7 pL del producto de PCR mezclado con 2 uL de buffer de carga
6X3°5 (Thermo Scientific). ElI gel se mantuvo a 70V36 durante 1 hora y las
bandas se visualizaron utilizando un transiluminador conectado al analizador de

imagenes UV con Gel Capture Acquisition Software (Bio imaging systems).

4.2.4 Extraccion y purificacion de producto de PCR a partir de gel de Agarosa

Para secuenciar los productos de amplificaciéon, las bandas encontradas en el
gel de la electroforesis se cortaron de forma individual con cuchilla de bisturi
estéril. Cada segmento fue puesto en un vial de 2 ml y se dej6é en bafo maria a
56 °C hasta su fusion. Se utilizé el QlAquick Gel Extraction Kit (cat # 28704)
para obtener el DNA de la banda, siguiendo las recomendaciones del
fabricante (202). El producto se refriger6 a 4 °C hasta su envio para

secuenciacion.

4.2.5 Secuenciaciéon

Los oligonucledtidos de secuenciacion fueron disefiados para amplificar el
segmento completo que codifica para la proteina Meq, usando el Software 2.0

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

** Buffer Tris 40 mM, Acido acético, EDTA 2 mM
%> 6X DNA Loading Dye. R0O611
36 .

Voltios




que fueron positivas para serotipo 1 y que presentaron una banda fuerte en la
PCR para Meq, ademas de una concentracion de mas de 1ng/ yL de DNA en el
producto amplificado. Las bandas purificadas fueron enviadas con una
concentracion de 1 ng/uyL por cada 100 pb a Source Bioscience, UK,
(http://www.sourcebioscience.com/) para ser secuenciadas por el método de

Sanger.

4.2.6 Ensamblaje

Los resultados de la secuenciacion fueron ensamblados y editados,
obteniéndose una longitud total de 1020 pb usando el programa Segman
(DNAStar Lasergene software package, Madison, WI, USA). El cbdigo de
acceso para las secuencias del gen Meq utilizadas se resume en la tabla 10.
Para explorar la homologia de las secuencias colombianas con otras
reportadas a nivel mundial se corri6 BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) para nucleétidos en la NCBI, los nucleétidos y secuencia de aminoacidos
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

nucledtidos y aminoacidos fueron calculadas.

4.2.7 PCR en tiempo real (RT-PCR)

Esta técnica fue realizada en el Instituto de Pirbright, UK, en colaboracion con
el Doctor. Nair y la Doctora Baigent, quienes realizaron estandarizacion de la
prueba en el afo 2005. Con la RT-PCR se logro establecer el numero de
copias de virus que se encontraban en las muestras positivas a MDV, lo cual es
indispensable para monitoreo de la circulacién viral. De cada una de las
muestras de DNA se agregaron 50 pL en tarjetas FTA ™™ (Microcard Cat No

WB120210) y fueron enviadas al instituto Pirbright,3” UK, Laboratorio de Virus

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



Oncogénicos, para realizar el analisis por PCR en tiempo real. Las condiciones
de la ntPCR y los controles usados (diluciones del virus) fueron los del
laboratorio de referencia de MDYV (Instituto de Pirbright), para informacién sobre

elaboracion de controles remitirse al articulo de Baigent ef a/. 2005.

a. Extraccion de DNA a partir de tarjetas FTA.

Se cortd un rectangulo de 1cm x 0,5 cm en el centro de la tarjeta con una tijera
estéril y se puso en un vial de 1.5 mL estéril. Se anadieron 50 pL del B uffer AE
(Buffer de elucion del DNeasy blood and tissue Kit Qlagen cat # 69504)
directamente sobre el papel. Se incubé 10 minutos a 37° C y luego se
centrifugd a 13000 rpm durante 3 minutos. Se retird el papel FTA y se procedio
a purificar con el Q/Aquick PCR Purification Kit (Cat # 28104): se anadio 250 pL
de Buffer B al DNA vy luego se aplicé vortex por 10 seg. Se anadieron 10 pL de
Sodium Acetate (pH 5,0 3M. SIGMA) y se pasoé la mezcla a la columna. Se
centrifugd a 8000 rpm durante 60 segundos. Se adicionaron 750 uL del Buffer
PE (Washing Buffer) y se centrifugd. Se descarto el liquido resultante en el tubo
recolector, y se centrifugd nuevamente para eliminar cualquier residuo del
Buffer de lavado. Se puso en un nuevo vial de 1.5 mL y se anadio 50 yL de
Buffer PE, se centrifugd por ultima vez y se descarté la columna. EI DNA se
refrigeré a 4 °C hasta su analisis. Para verificar calidad y cantidad de DNA se
procedié a realizar medicion de concentracion mediante Nanodrop (Thermo

Scientific) y se llevd a cabo la PCR para el gen estandar H3 y H8 de la gallina.

b. Control endégeno de la rtPCR:

Como control endégeno de la rtPCR se detectd el gen de la Ovotransferrina

(203).



c. Iniciadores

Se usaron los iniciadores y sondas disefiados especificamente para gen Meqg

(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 Secuencia 5’- 3’ Tamafio amplicon
GaHV-2 Meq Gen Meq Forward GGT CTG GTG GTT TCC AGG TGA 73 pb

Meq Reverse GCA TAG ACG ATG TGC TGC TGA
rPCR (204)(205) Meq 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 GAAAGG TTT TCC GCT CCC ATA

MDV-2 sonda CGC CCG TAATGCACCCGTGACT
rntPCR
MeHV-1 SORF1 | HVT Forward GGC AGA CAC CGC GTTGTAT 77 pb
gene HVT Reverse TGT CCACGC TCG AGA CTATCC

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

OT sonda AGT CTG GAG AAG TCT GTG CAG CCT
Control  endégeno CCA ( 5'Yakima Yellow, 3 TAMRA)
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

La rtPCR se llevo a cabo en platos de 96 pozos (Optical FAST 96-well PCR
plates Applied Biosystems # 4346906) con un volumen final por pozo de 25 L,
la reaccion contenia: Master Mix a 1X (Absolute Blue rtPCR low ROX mix,
Fisher, # AB4318), MgCl2 (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 pyM, Primer Reverse virus 0,4 pM, Primer Forward Gen OT38
0,4 uM, Primer Reverse Gen OT 0,4 uM, sonda virus 0,2 pM, sonda OT 0,2 uM
(5-carboxyfluorescein (FAM)-fluorescent-tagged probe from Sigma-Genosys
Ltd. and (VIC)-fluorescent Applied Biosystems), BSA39 10 ug y 4 yL de DNA (10
ng/ pL). Se utilizé el equipo ABI PRISM® 7500 (Applied Biosystems) para
amplificar y detectar los productos de la reaccién, utilizando las siguientes
condiciones: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C
(15 segundos) y 60 °C (1 min) (120). En el plato de 96 pozos se distribuyeron
las muestras y controles de la siguiente forma: La primera columna se usoé para
los estandares del virus y la segunda para estandares del OVO gen. A partir de

la columna 3 se pusieron las muestras a analizar.

e. Analisis

Los datos se analizaron con Microsoft Excel siguiendo las indicaciones de
Baigent y colaboradores (120): se realizé el calculo del valor 40-ct para el
estandar del virus y del gen ovo40. Con estos valores se graficaron las curvas y
se hallo6 el valor de la pendiente. El factor de diferenciacion de ovo se calculo a
partir de la curva estandar. Se normalizaron los datos para obtener el valor 40-
ct de 104 células (40-ct virus + ((ovo 10- ovo ct-40) x mlog)). El dato

normalizado se convirti® en numero de copias de MDV genoma usando la

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



curva estandar (Normalized virus — virus plot / virus plot log). Una vez se obtuvo
el promedio por edad, se realizd el logaritmo en base 10 para calcular el
numero de copias real por 10.000 células (resultados expresados en 104). Los
resultados se expresan por cada 10.000 células (en lugar de cada 1.000.000 de
células) debido a una modificacion en el analisis realizada por el laboratorio de

referencia (Pirbright Institute).

4.2.8 Aislamiento de MDV.

a. Preparacion del inoculo.

Para el aislamiento viral se empleo el bazo, el cual estaba conservado a -80 °C.
El 6rgano se cort6é finamente con una cuchilla, y se afiadieron 5 mL de DMEM
con antibidtico al 2%. Una parte de este érgano se conservd a -20 °C para
extraccion de DNA, el resto se macerd y se paso por un colador de células de
40 pm usando una jeringa y poniendo el contenido en un tubo falcén de 50 mL.
Se centrifugd la suspensidon de células a 450 g por 5 minutos para formar un
pellet de células. Estas se resuspendieron en 3 mL de DMEM y se anadieron
suavemente a un tubo Falcon de 15 mL en el que se tenian 3 mL de ficol (Ficoll
Paque Premium, GE health care), formando una capa. Se centrifugd a 800 g
por 30 minutos a temperatura ambiente, usando aceleracion y frenado lento.
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 realizé conteo de los linfocitos. La dosis de infeccion fue de 6 x 10° de cel/
pozo, 3 x 10° de cel/pozo y 1 x 10° de cel/pozo. Estos linfocitos se inocularon
en cultivos primarios de Fibroblasto de Embrion de Pollo (FEP), los cuales

tenian una confluencia del 80%.



b. Inoculacion en cultivo primario

Los platos de 12 pozos con 80% de confluencia de células de fibroblasto de
embrion de pollo se lavaron 3 veces con PBS (Phosphate buffered saline ) 1X.
Se inocularon las dosis ya descritas, dejando 1 pozo como control negativo (0,5
ml de DMEM). Después de 20 minutos de adsorcion, se afiadieron 2 mL de
medio de mantenimiento (DMEM suplementado con SFB 5% y AA 2%) en cada
pozo. Las células inoculadas se dejaron en la incubadora a 37 °C. Diariamente
se observaron en microscopio de luz invertida (Olympus CKX31) para detectar
posibles efectos citopaticos (ECPs). Una vez se observaron cambios con
respecto al control, para confirmar la presencia del virus, se procedi6 a realizar
cosecha de las células y posterior extraccion de DNA. Con éste se realizé6 PCR

para serotipo 1y 3.

4.3 Resultados

Teniendo en cuenta que el objetivo del estudio buscaba evaluar la dinamica del
virus en las aves, los resultados que se presentan a continuacion corresponden

al analisis completo de todas las granjas por grupo etareo.

4.3.1 EI MDV circula en sangre durante todo el levante.

Por PCR estandar, MeHV-1 se evidencia estable durante los primeros 30 dias,
en los cuales la positividad es del 100% (dias 1y 30), y del 96% para el dia 15.
A los 60 dias desciende a 85% y termina en 15 % a los 120 dias. Para GaHV-2
se tiene un comportamiento similar aunque con una frecuencia menor que para
MeHV-1. También se encuentra que la dinamica para las edades presenta
algunos picos con tendencia a la baja a medida que aumenta la edad. Para
GaHV-3 se determind una positividad por debajo del 50% en todas las edades

(ver grafica 3).
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Grafica 3: 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 vacunar se encontr6 100% de positividad

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

Tabla 7: Promedio de cuantificacién del MDV en sangre (expresado en Numero

de copias del genoma viral por cada 10.000 células)

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




Serotipo 1= Punto de corte para reaccion del gen viral= 0,2; eficiencia= 3,73; Punto de corte
para reaccion de referencia= 0,2; eficiencia: 3,25; limite 18,6 copias. Serotipo 3= Punto de corte
para reaccion del gen viral= 0,2; eficiencia= 3,80; Punto de corte para reaccion de referencia=

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
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y =1,5371In(x)- 2,9651
20 | R?=0,9781
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Tabla 8. Panel de Graficas con la Curva estandar de la q PCR de GaHV-2 (MDV1 Meq gene),
GaHV-3 (MDV2 SB1), MeHV-1 (HVT sORF 1) y Ovo gene. La linea sdlida, obtenida por
analisis de regresion lineal, indica la media de 40 - Ct valores de la rtPCR de las diluciones del

gen control, y las lineas de puntos indican la 95 % limites de confianza para la regresion.

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 pico en los niveles del genoma viral a
los 60 dias. La curva estandar para cada serotipo y el gen de referencia se
muestran en la Tabla 8. Los limites de la real-time rtPCR para GaHV-2, GaHV-
3 y MeHV-1 fueron 18,6, 9,4 y 4 copias del genoma respectivamente. Para el
gen de referencia se tiene un limite de 14,8 copias. Los datos se convirtieron
en numero de copias de genoma por cada 10.000 células y se encontrd que la
muestra con menor numero de copias detectada fue de 0,3 copias y la de

mayor numero fue 45.953,06 copias por cada 10.000 células.

En la tabla 9 se observa que el GaHV-2 se encuentra en bajas cantidades el
dia uno, pero aumenta sus valores para el dia 15 y 30, alcanzando pico a los
60 dias y un maximo valor a los 120 dias. Por otro lado, para MeHV-1 presenta
altos valores en sangre al dia 1 que van disminuyendo con la edad. GaHV-3 se

encuentra con valores por debajo de cero en todas las edades.
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Grafica 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 cada 10.000 células del ave.

En sangre el 72,6% resultaron positivas para GaHV-3, con un minimo de 0,04
copias y un maximo de 121.8. Este serotipo no se aplica en la vacuna, por lo

tanto la presencia de genoma viral se debe a una infeccion de campo. Hasta el

momento no se considera patogénico para las gallinas (24).

4.3.2 EI MDV es eliminado en pluma en mayor cantidad a los 30 dias.
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Grafica 5: Resultados 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 pooles por edad de pluma se evidencia positividad desde el dia uno para
los tres serotipos, con presencia en 100% de las aves en edades de 15 dias y
90 dias, sugiriendo que hay una segunda fase de infeccién productiva de las
aves posterior a los 60 dias, que puede ser debido a la latencia del virus

vacunal, o a una nueva infeccion con virus de campo (grafica 6).

Tabla 9: Cuantificacion del MDV en poo/ de pluma (expresado en numero de

copias del genoma viral por cada 10.000 células)

Numero de copias de genoma viral en pluma

Edad GaHv-2 gaHV-3 MeHV-1
1 10,312313429 | 0,332307124 |60,71609303
15 1645,1540853 | 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
TP41 |0 0,332307124 |0

Para los pooles de pluma, se evidencia para los tres serotipos un pico de

excrecion a los 30 dias, siendo el de serotipo 3 el de mayor numero de

particulas excretadas al ambiente.

*! Aves de Traspatio ( mayor a 3 meses de edad)
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Grafica 6: Resultados de rtPCR para GaHV-2 (Meqg Gen) y MeHV-1 en muestras de pluma,

expresado en numero de copias del genoma viral por cada 10.000 células del ave

El 100% de los poo/ de pluma (grafica 7) evaluadas resultaron positivas para el
gen Meq por rtPCR. La muestra con menor numero de copias detectada fue de

3,1 copias, y la de mayor numero fue 1.325.936,38 copias.

Las aves de traspatio resultaron positivas con mas de 35 mil copias de genoma
en pluma, demostrando que estaban eliminando virus en el momento del
muestreo. Estas aves estan alojadas en patios y solares de los alrededores de
granjas comerciales, representando un factor de riesgo desde el punto de vista

de la bioseguridad.

Para GaHV-3, en pluma (grafica 8) se encontraron 84,6% de muestras
positivas, con un minimo de 0,03 y un maximo de 24.550 copias. Las muestras

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

expresado en numero de copias del genoma viral por cada 10.000 células del ave.

En los poo/ de pluma se encontré genoma del GaHV-3 al dia 1 (0,33) y dia 30
(166,9), mientras que en sangre los niveles en todas las edades estan por
debajo de cero copias. Sin embargo, estos hallazgos son indicativos de
infeccion de campo debido a que en estas granjas no se ha usado vacuna de
GaHV-3. El 100% de las muestras de pluma fueron positivas para MeHV-1, con
un minimo de 0,9 copias y un maximo de 963.230 copias. Se observa un
incremento significativo en los niveles de MeHV-1, al dia 30, sugiriendo una

reinfeccion dias antes, similar al GaHV-2.

4.3.3. El numero de bandas en la PCR del segmento BAMH sugiere que en las

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 virulenta deberia presentar solo 1 o 2 repeticiones

de un tamano de 434 pb.

MWC+1 2 3456789 10 11 12 13 14 15 16 17 18



= 1134 pb

Imagen 2: Productos de amplificacion de la PCR 132 pb. Control positivo cepa Rispens (8
repeticiones). Gel Agarosa 1%. Eje horizontal: MW: Marcado de peso molecular. C+: Control

positivo. 1-18: Algunas Muestras.

MwW1 2 3 45 67 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Imagen 3: Gel Agarosa 1%. Productos de amplificacion de la PCR 132 pb. Control positivo

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 dia), 2 (1 dia ), 3 (1 dia), 4
(120 dias), 5 (1 dia), 6 (1 dia), 7 (15 dias), 8 (30 dias), 9 (60 dias), 10 (120 dias), 11 (120 dias),
12 ( 120 dias), 13 (1 dia), 14 (15 dias), 15 (30 dias), 16 (60 dias), 17 ( 90 dias), 18 ( 120 dias),
19 ( Negativo). Se observan muestras con diferentes nimeros de bandas indicando diferencias

€n sus secuencias.

En la primera y segunda edad se observa 1 banda, la cual es reemplazada por
8 bandas a partir de los 30 dias. Esa diferencia en los patrones sugiere que hay
mas de una cepa de serotipo 1 (GaHV-2) circulando en las granjas, una

atenuada y otra con caracteristicas de virulencia.



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

GaHV-2

Se secuenciaron bandas obtenidas de aves de 15 y 30 dias de edad, las cuales
presentaban alta concentracion de genoma viral y se observaba una banda
mucho mas gruesa en la electroforesis del gen Megq, lo que permitié su corte y
purificacion. Las secuencias de aminoacidos deducidas fueron alineadas con
cepas de alta y baja virulencia aisladas en diferentes regiones geograficas y
algunas cepas vacunales (Tabla 10). Se encontré6 que las cepas presentan
cambios en aminoacidos puntales asociadas a cepas vacunales (174). Al

realizar una busqueda prelimiar en BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast)

se encontré que las cepas 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.

Cadigo de Cepa, afio de aislamiento y Nimero de acceso GenBank (% identidad)
granja y nombre

de secuencia.

D2P (UDEACO | RB1B, 2010, HM488349 (99%)
02/14)

D2P (UDEACO | RB1B, 2010, HM488349 (99%)
02/14)

DUST CU-2, 2007, EU499381 (100%)
(UDEACO

03/14) 3004, 2007, EU032468 (99%)
M3P (UDEACO | RB1B, 2010, HM488349 (99%)
08/14)

Al verificar la posicion de los aminoacidos en los sitios que han sido

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


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

no posee estos cambios, y que por el contrario, tiene los mismos aminoacidos

que cepas atenuadas (Ver tabla 10).

Al realizar el arbol filogenético, se encontrd que las cepas encontradas en este
estudio tienden a agruparse con las cepas vacunales y cepas estadounidenses

virulentas (llustracion 5).

Tabla 11: Alineacion de secuencia de aminoacidos deducidos de la proteina

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 |
567 vMDV AY362709 A E Y Q V R P P T A P L L A |
627 vMDV AY362713 A E Y Q V R P P T A P L L A |
bc-1 vMDV AY362707 S A D Q A C P P T P P L L A |
JM vMDV AY243331 S A D R A C P P T P P L L A |
686 w+MDV AY362727 A K D Q V R Q@ A A A P L P A |
RL w+MDV AY362720 A K D Q V R Q@ A A A P L L A |
TK w+MDV AY362721 A K D Q V R Q@ A A A P L L A |
RB1B wMDV AY243332 A K D Q V C P P T P P L L A |
D2P UDEACOO2M4 ¢ £ D Q V C P P T P P L L A /
DUst UDEACOO¥14 ¢ EF D Q V C P P T P P L L A /
M3P UDEACOO8N4 g £ p @ V C P P T P P L L A /

Se muestran las posiciones de cambio de aminoacidos que estan asociadas con virulencia. Proteina Meq, aminoacidos del 1 al 400. Las cepas del estudio

muestran un patrén similar a las cepas vacunales mMDV.



48

34

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 | DYOL/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638141
_I DY O4/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638142
XJ01/UND/2010/SICHUAN CHINA/HQ638154
86 | XJO3/UND/2010/SICHUAN CHINA/HQ638155
MS67/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638146
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 | ZY/UND/2006/HEILONGJIANG CHINA/HQ658609

64

|

64

_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

_sal 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
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
CV1988/mMDV/1972/HOLANDA/AY 164639
20 UDEACO002.1/14
UDEACOO02/14

88

75

67

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

91

UDEACO07/13

59

TK/w+MDV/1997/USA/AY 362721

XIw+MDV/1997/USA/AY 362724
648A/wW+MDV/1997/USAIAY 362725

_sal N/w+MDV/1997/USA/AY 362718

99

0.001

TQ12/UND/2009/SICHUAN CHINA/HQ638150

GRUPO I: Asiaticas

GRUPO II: Australianas

GRUPO III: Virulentas

GRUPO 1V: Atenuadas

GRUPO III: Virulentas

llustracion 5. Arbol Filogenético para cepas MDV. Método de Neighbord-Joining. 1000 réplicas.

Analisis por nucleoétidos del Gen Meqg. UDEACO= cepas Colombianas analizadas.
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4.3.5 Efecto citopatico en FEP compatible con GaHV

ladas con muestras de bazo

Tabla 12. Panel de Imagenes de FEP inocu




Panel de imagen de FEP inoculado. Muestra Bazo. Células FEP. A. 0 horas. Control. B. 24 horas.
C. 48 horas. D. 72 horas. E. 96 horas. F. 100 horas. H. Pasaje ciego.
Se observa la formacion progresiva de las placas de células grandes y redondeadas

caracteristicas del GaHV-2 (Flecha negra).

A partir del tercer dia se comenz6 a ver efecto citopatico como el descrito por
Shat y Nair en 2013 (23,24), que se caracteriza por formar placas de células
redondas y refractiles, con algunas zonas de desprendimiento celular. Al quinto
dia las células se cosecharon y se les extrajo el DNA para la PCR, la cual
resultd ser positivo para el gen Meq, confirmando asi el aislamiento de GaHV-

2

4.4 Discusion

Las aves de este estudio que pertenecian a granja comercial fueron vacunadas
al dia 0 (en la incubadora) con MeHV/-7 (Vaxxitek42, Merial) y GaHV/-2 (vacuna
HVT+ Rispens). Ambas vacunas se mezclan y se aplican a nivel cervical
subcutaneo. La vacuna HVT (naturalmente avirulenta: cepa FC126) ha
demostrado ser altamente efectiva previniendo la enfermedad de Marek, pero
no la infeccién con los demas serotipos (125,206,207). Se reporta que esta
vacuna tiene una excrecién a largo término (208), lo que concuerda con el

resultado que se obtuvo en este estudio, en el cual se encontré6 MeHV/-7 hasta

2 La cepa de la vacuna es un herpesvirus de pavo (HVT), que expresa el antigeno protector (VP2) del
virus de la bursitis infecciosa aviar (IBDV) cepa Faragher 52/70. Cada dosis contiene el Virus vivo
recombinante vHVT013-69, como minimo 3,6 log10 UPF.




el dia 120 de edad. Por PCR convencional, todas las granjas muestreadas
fueron positivas en sangre para serotipo 1y 3, pero con relacion inversamente
proporcional a la edad, es decir, disminucion de frecuencia de positivos a
medida que aumenta la edad, hasta llegar a niveles por debajo del 50% a los

120 dias.

La cuantificacion absoluta del genoma viral puede ser determinada gracias a la
preparacion de curvas estandar (titulacion de un control), o por co-amplificacion
competitiva con una cantidad conocida de DNA control (120). La rtPCR resulté
ser mas rapida, sensible y reproducible que la PCR estandar, ademas de que
es un sistema cerrado que no requiere de manipulacion del amplicon, con lo
que se reduce el riesgo de contaminaciéon (209,210). Se sabe que una copia
del genoma del MDV es equivalente a dos copias del gen Meq, ya que este
esta presente en las regiones repetitivas IRL y TRL. Para determinar el numero
de copias del genoma viral por células, se utiliza un método modificado al
usado en Herpesvirus humanos, el cual usa el gen B-actina para determinar el
numero de copias del virus por cada 100.000 células neuronales (211). En este
caso se utiliza el gen ovo de la gallina, el cual es un house-keeping gene
presente en cada una de las células de gallina y por lo que permite normalizar
cada muestra con el numero de copias de DNA viral por 2 x 10° copias del gen,
O6sea 104 células (120). Ademas, permite confirmar la presencia de todos los
reactivos de la PCR, DNA amplificable y ausencia de inhibidores de la PCR
(120). Sin embargo, en muestras de o6rganos (incluyendo la sangre) se
encuentran abundantes células que no son el blanco especifico del MDV, por lo
que el calculo del genoma obtenido puede estar diluido. Se ha demostrado que
menos del 2% de los linfocitos del bazo expresan antigenos de MDV, o sea que
si se tienen 10.000 copias de genoma por cada 100.000 de células, el 2% de

células que tiene el virus tendrian 2 copias del genoma (212).



Sin embargo, la carga viral en la pluma es un buen indicador de la carga de
MDYV en los érganos linfoides (153), por lo que la medicidon de la carga viral,
periddicamente en las aves de levante, puede ser un sistema de monitoreo de
la vacunacion; ademas sirve para determinar el tiempo en que la carga es
maxima, el tiempo éptimo de re vacunacion, e inclusive evaluar la cantidad de
virus que esta siendo liberada en el ambiente. El valor diagnéstico de la
deteccion del genoma del MDV en el epitelio de la pluma de aves comerciales
ha sido comprobado anteriormente (63,160). El epitelio del foliculo de la pluma
es el sitio en el cual se produce el MDV libre de células y es expulsado al
medio ambiente (148), alli puede ser encontrado después de 10 dpi. En aves
menores de 10 dias, el muestreo de pluma se hace dificil ya que en ellas esta
presente el plumén, el cual tiene una pulpa pequena a partir de la cual no se
logra obtener cantidades suficientes de DNA. Se ha determinado que las
mejores edades para muestreo en pluma son entre 2 y 5 semanas (15 y 35
dias de edad) ya que se logra buena concentracion de DNA (180- 210 pg)
(120). En aves mayores el DNA es poco y la contaminacion con melanina

aumenta.

De acuerdo a lo visto en los resultados en pluma, se sugiere una infeccion
productiva de GaH V-2 que esta siendo expulsado por foliculo plumoso en todas
las edades, con niveles elevados a los 15 y 30 dias. Se ha visto que 14 dpi 43se
encuentran niveles de GaHV-2 de 100 copias en sangre, mientras que en
pluma los niveles son mucho mayores (12.000) (120) (213), lo que concuerda
con lo encontrado en este estudio, en el cual observamos niveles de mas de
60.000 copias a los 15 dias en pluma, y menos de 100 copias en sangre. Las
cepas vacunales como CV7988 muestran un comportamiento similar en pluma,
con valores de mas de 1000 copias después de 11 dpi (190), y en aves retadas

con cepa RB1B sin vacunar se observan valores de mas de 100.000 copias.

43 . .y
Dias pos infeccion



El DNA de los tres serotipos del MDV puede ser encontrado en pluma a partir
de 5 0 7 dias después de la infeccion. No se sabe si este DNA representa virus
infectante libre de células, o solo DNA en la pluma, ya que los linfocitos
periféricos en sangre MDV positivos se encuentran en la pulpa de la pluma a
los 4 dias pi, lo que coincide con el aumento de la transcripcion de INF-y (58).
La cinética de replicacion y excrecion viral difiere entre la cepa vacunal y la de
campo. Al dia 1 de edad, se encontr6 genoma del GaHV-2 en baja
concentracion (1,4 copias) en sangre, con un aumento al dia 15, 30 y 60. A los
90 dias disminuye, pero vuelve a subir alcanzando un pico a los 120 dias. Este
comportamiento concuerda con el ciclo de replicacion del virus de campo, el
cual presenta declinacion lenta (151). Se ha encontrado que la cepa vacunal
muestra un pico en sangre a los 7 (199) o 14 dias (120), con una caida lenta en
los dias posteriores, mientras que la cepa de campo continua incrementando
hasta los 35 dias post infeccion (199). En este estudio se encontré que la
positividad del MeHV/-7 presenta un pico a los 30 dias en pluma y luego

desciende.

La infeccion solo con GaHV-2 ha mostrado que la replicacion viral se da
principalmente en los primeros dias post infeccion, tanto en sangre como en
pluma (151), con larga duracion en linfocitos, polvo y pluma, y que es
eficazmente trasmitida a aves sin vacunacién (208). Al contrario de lo que
encontré Baigent ef a/. 2005 (120) en aves SPF en condiciones controladas, las
cuales presentaban un pico de positividad a los 14 dias y luego descendian
lentamente, en esta investigacion se encontré un pico para GaHV-2 alos 15y

a los 90 dias.

La coinfeccién con la vacuna y el virus de campo puede llevar a la evolucion de
las cepas y generar una enfermedad mas severa en el ave (214), este
mecanismo es el que se sospecha sea el causal de la evoluciéon del MDV

(67,184). Esta interaccion puede afectar la cinética del virus, disminuir la carga


http://aplicacionesbiblioteca.udea.edu.co:2063/science/article/pii/S0378113514003691

viral del MDV patogénico y su replicacién en linfocitos (190) y pluma lo que
concuerda con lo encontrado en este estudio con respecto a los serotipos

vacunales (GaHV-2 y MeHV-1) y el serotipo de campo (GaHV-3).

También se ha visto que retar a las aves con GaHV-2, 5 dias después de la
vacunacion aumenta la excrecion del virus en la caspa en relacién con las no
retadas (208). Sin embargo Haq ef al. (215), no encuentran esta diferencia.
Islam et al 2014 encontraron que la confeccion del virus vacunal con el virus de
campo conlleva a una competencia y por tanto supresion de la replicacion de
uno de los dos virus, mas marcado en sangre que en pluma. El
comportamiento que se encontré durante el levante sugiere que hay infeccién
de campo que genera que los niveles de virus tanto en sangre como en pluma

presenten unos picos anormales en diferentes puntos.

Por otro lado, en la PCR de 132 pb, la banda mondémera presenta mas
luminosidad que las demas bandas, por lo tanto se aprecia mejor (216). Se ha
reportado que el GaHV-2 posee tres bandas repetidas de 132 pb en el
fragmento L terminal e interno. Otros autores encuentran 2 bandas en el
fragmento (200). Kanamori ef al. (1986) reportod la presencia de 2 o 3 bandas
en el GaHV-2 oncogénico, sin embargo se ha reportado que la oncogenicidad
del virus esta relacionada con la cantidad de repeticiones de 132 pb que
presente, ya que este segmento da lugar a una familia de mRNA que codifica
proteinas como la pp38 y el fragmento BamHI-H DNA, las cuales estan
asociadas con el estado de transformacion de las células. La amplificacion de
repeticiones de 132 pb en GaHV-2 no patogénicos puede indicar el cambio en
la expresion del gen pp38 o genes adicionales. Se ha reportado que los
fragmentos de secuencias de nucleétidos en BamHI-D y BamHI-H del genoma
viral se alteran luego de pasajes /n vifro del vwMDV-1 sugiriendo que estos
cambios gendmicos estan asociados con la atenuacién del virus (oncogénico).

Ya que se encontré un patrén de bandas diferente, cerca de 8 bandas en



algunas de las muestras (compatibles con cepas atenuadas), mientras que en
otras solo una o dos, se sugiere que hay infeccion con mas de una cepa con
diferente grado de atenuacion, una de ellas pudiendo ser del tipo vMDV, ya que

solo tiene dos repeticiones de 132 pb.

De acuerdo a la secuencia de aminoacidos de la proteina Meg, y la agrupacion
en el analisis filogenético se puede decir que las cepas encontradas en las
muestras son de tipo atenuadas y que tienen alto porcentaje de identidad con
cepas del mismo continente. Se ha visto que las cepas de distintos
aislamientos tienden a agruparse por regiones geograficas, mostrando un

patrén por localizacion (38,216-219).

4.4 Conclusiones.

Los tres serotipos del MDV estan circulando durante todo el levante con
diferentes niveles tanto en sangre como en pluma, que sugieren que las aves
estan siendo retadas con virus de campo y que puede haber coinfeccidon con
otras cepas, de caracter atenuado y virulento. Las aves de traspatio presentan
también infeccion con los tres serotipos o que supone un riesgo para las aves
comerciales y pueden servir como fuente de infeccion de virus mas virulento

que mas adelante puede generar brotes en las granjas de postura.

Es necesario llevar a cabo un monitoreo del virus en los galpones en
condiciones normales, para asi determinar la dinamica de replicacion y
eliminacién del MDV en el ambiente, y el comportamiento del virus vacunal,

para asi determinar el momento de infeccidon con virus de campo.



Capitulo 5: Presencia del virus de la anemia infecciosa aviar determinada
mediante PCR en aves de postura de algunas granjas del norte y oriente del

departamento de Antioquia.

5.1 Introduccion

Como consecuencia directa de la inmunodepresion, el CIAV es uno de los
agentes que genera importantes pérdidas econdmicas en la industria avicola
(47). En condiciones de campo, este virus genera problemas mas graves
cuando esta asociado a otros agentes como IBDV44 (32), Adenovirus, Reovirus
(16,33,34) y MDV.

Por los signos que se pueden desarrollar, la enfermedad clinica se conoce
como sindrome de dermatitis y anemia, enfermedad del ala azul, anemia
infecciosa o sindrome hemorragico (220). La morbilidad y mortalidad ha sido
reportada de hasta 60% pero lo mas comun es que ocurra solo entre 5y 15%.
La serologia demuestra que hay alta prevalencia del virus a nivel mundial con
diferencias antigénicas encontradas en las pruebas de neutralizacion viral con
anticuerpos monoclonales (44); Sin embargo, los aislamientos han demostrado
poca variabilidad a nivel del genoma.

Cuando se da una infeccion con CIAV en aves menores de 2 semanas sin
anticuerpos maternos, se genera dano severo en érganos linfoides primarios y
secundarios, provocando asi atrofia linfoide generalizada, anemia aplasica, lisis
de linfocitos T inmaduros y baja produccion de anticuerpos (7).

La forma clinica actualmente es rara debido a la vacunacién de reproductoras,
sin embargo la forma subclinica es comun ya que los anticuerpos previenen los
signos pero no la infeccidn, transmisiéon o infecciones secundarias por la

inmunosupresion (45). En Colombia no es obligatorio el uso de vacuna contra

* Virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa de Fabricio.



CIAV, (Resolucién 811 de 1992 del ICA%5, derogada por la R.3651 de 2014),
pero se encuentran vacunas disponibles en el mercado, tales como: NOBILIS
AE46+POX47+CIAV48, Circomune® (Cepa del Ros) y Avipro Thymovac®
(Cepa Cux-1), las cuales estan indicadas para uso en reproductoras. La
decision de vacunar o no queda en manos de cada productor, y se toma sin
fundamentos epidemioldgicos, debido a que en el pais no hay estudios de
prevalencia e incidencia de CIAV.

Algunos reportes de CIAV en Colombia se basan en la deteccion de
anticuerpos mediante la prueba de ELISA y analisis de casos con descripcidon
de las lesiones, pero ninguno determina la presencia del virus, ni las
caracteristicas de este. Los autores concluyen que en aves de engorde la
infeccion depende en gran medida si se tienen anticuerpos maternos al primer
dia, ya que se observa que los que no presentan anticuerpos tienen un bajo
desempefo en los parametros zootécnicos (109) y que probablemente la
seroconversion a los 42 dias indica una exposicion al virus de campo (108).

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia del Virus de la Anemia
Infecciosa Aviar (CIAV) en aves del norte y oriente del Departamento de
Antioquia, determinando la dinamica de positividad para PCR del virus durante
la etapa de levante y caracterizando las cepas del CIAV presentes en las

granjas estudiadas mediante RFLP.

5.2 Metodologia

Se evaluaron 4 granjas del norte y oriente de Antioquia (remitirse al capitulo 2,

apartados 2.2.2 y 2.2.3).

** Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
46 T .
Encefalomielitis aviar cepa Calnek
* Virus de la viruela (Gibbs)
*virus vivo de anemia infecciosa aviar cepa 26P4



5.2.1 Material biol6gico

Virus. Como control positivo para la PCR de CIAV se utilizé la cepa Cux-1 49

(Avipro Thymovac).

5.2.2 Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizdé a todas las muestras de sangre y vacuna
usando el Kit QlAamp® DNA Blood and tissue (www.giagen.com, cat # 69506),
siguiendo las recomendaciones del fabricante; La elucion final fue de 120 pL.
Una vez extraido el DNA, se cuantific6 mediante Nanodrop (Thermoscientific
UBMC-ESP) y se verificd la calidad mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1.0%. De igual manera se procedié con las cepas de los virus que

se usaron como control positivo para PCR.

5.2.3 PCR convencional

Para la deteccién de material genético del Virus de la Anemia Infecciosa Aviar
se utilizaron los iniciadores 5'-GCGCACATACCGGTCGGCAGT-3" (sentido) y
5-GGGGTTCGGCAGCCTCACACTAT-3" (reverso), que amplifican un
fragmento de 713 pb correspondientes al gen VP2 y los iniciadores 5'-
AGCCGACCCCGAACCGCAAGAA'3 (sentido) y 5'-TCA GGG CTG CGT CCC
CCA GTA CA-3’ (reverso), que amplifican la regién VP1 de 1390 pb. Estos dos
pares de iniciadores cubren por completo el genoma del CIAV (38). La reaccién
se llevé a cabo en un volumen final de 25 L utilizando 400 mM de dNTP, 1
mM de cada iniciador, 4 mM de MgCl, 1X de Buffer PCR, 2.5 unidades de Taq
polimerasa (Invitrogen) y 1 yL de DNA (40 ng/uL). Las condiciones de la
amplificacion para VP2 fueron una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5
minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 62 °C por 1 minuto, 72 °C

por 2 minutos, y una extension final de 72 °C por 10 minutos; mientras que para

*?Vacuna AVIPRO THYMOVAC. del Laboratorio Lohmann Animal Healt (Registro ICA 8649).



VP1 fueron una desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 minutos, 34 ciclos de
90 °C por 1:00 min, 60 °C por 1 min, 72 °C por 2 minutos y elongacion final de
72 °C por 15 minutos.

5.2.4 Andlisis por endonucleasas de restriccion

Los amplificados, previamente purificados son digeridos en forma
independiente por medio de las endonucleasas Haelll, Hinfl, Hha I, Ddel y
Hpall para VP1. Para VP2 se usan Haelll y Mbol (38,99). La reaccion se lleva a
cabo en un volumen final de 30 pl de los cuales 20 pl son del producto
amplificado, 2 pl del amortiguador 1X que recomienda el fabricante (Buffer
tango) y una unidad de enzima. Se incuba a 37 °C por seis horas y los
productos de digestion se separan en geles de poliacrilamida al 10% durante
45 minutos a 100 V; las bandas se revelan usando el Kit colorante de plata
(BioRad cat #1610443).

5.3 Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion es un consolidado por edad de

todas las granjas.

5.3.1 Presencia del CIAV en las granjas evaluadas durante su etapa de levante
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Grafica 8: Dinamica de positividad por PCR para CIAV. BY: aves de traspatio.

Todas las granjas evaluadas fueron positivas para el CIAV por PCR, a pesar de
que ninguna utiliza vacuna contra este agente. En sangre se encontré un 14%
(14/101) de positividad para VP1 (Grafica 10 B), y 86% (87/101) para VP2
(Imagen 5) (Grafica 10). En el grafico 9 se observa la dinamica de positividad
durante la etapa del levante, con porcentajes por encima del 70% en todas las
edades evaluadas, siendo el dia 15 el de menos positividad y los dias 1 y 90 de
mayor positividad. En las aves de traspatio (TP) se encontré que la positividad
fue para el 50% de las muestras.

Las muestras de pluma presentaron positividad en el 4,16% para VP1, mientras

que para VP2 se observé un 80,5%.

MW1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 12 15 16 C+C-

Imagen 4: PCR para VP2. Fragmento esperado de 713 pb. Eje horizontal= MW: marcador de
peso molecular 100 pb. 1-16: Algunas de las muestras. C+: control positivo, DNA vacuna. C-:

control negativo. Electroforesis en gel agarosa 1%.
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Grafica 9: Porcentaje global de Positividad para gen VP2 (A) y VP1 (B) en las muestras de

sangre.

Al comparar la positividad para ambos genes en las muestras se encontré que
es de un 14% para VP1, mientras que en VP2 se tiene el 86%. El gen VP2 es
un fragmento conservado entre las cepas, mientras que el gen VP1 codifica

una region hipervariable que corresponde a la capside (Grafica 10).

5.3.2 Estandarizacién de la RFLP con cepa control

Se realiz6 la estandarizacion de la técnica de polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP por sus siglas en inglés) con las diferentes
enzimas (6 en total). Sin embargo, aun no se ha llevado a cabo en las muestras
ya que tuvieron baja positividad para el gen VP7 y es este el que permite

caracterizar en los diferentes grupos de acuerdo a su patrén de corte.
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Imagen 5: Digestién del control positivo con 6 enzimas (Haelll, Hinfl, Hhal, Ddel, Hpall, Mbol).
Electroforesis en gel agarosa 2%. MW: marcador de peso molecular 100 pb. 1-6: Enzimas (1y

2 uL).

Se determin6 que es necesario 1 pL de la enzima para un volumen final de 30
bL, usando 20 pL del producto de PCR y 2 pL del buffer. La digestién debe ser
llevada a cabo durante 6 horas a 37° C y luego proceder a la inactivacion de la

enzima (65- 80° C de acuerdo a cada una). La separacion de las bandas se



revela con una solucion de nitrato de plata 0,1 gr y 150 pyL de formaldehido
37%, ajustado a 100 mL agua destilada. La fijacion de la tincidon se realiza con

una solucion al 10% de acido acético glacial.

5.3.3 Coinfeccion con el Virus de la enfermedad de Marek.

Al evaluar todas las muestras positivas para CIAV (VP2), se encontré que el
31% de estas muestras también fueron positivas para GaHV-2 y el 100% para
MeHV-1. En la grafica 11 se puede observar como fue el comportamiento de la

confeccion (PCR VP2 y PCR GaHV-2) con respecto a la edad.
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Gréfica 10. Porcentaje de coinfeccion con CIAV y MDV (GaHV-2).

Se observa como en las primeras edades se encuentra mayor porcentaje de

aves positivas a ambos virus, y que disminuye con la edad.

5.4 Discusion:

El gen VP1 es el que permite caracterizar las cepas por medio de fragmentos
de restriccion, debido a que se tiene establecido los puntos de corte para 7
grupos diferentes (38,88,99), o con su secuenciacion y analisis filogenético
(274, 275, 276). Las cepas circulantes de CIAV que se encontraron en el

presente estudio, al parecer difieren de la vacunal y tiene poca identidad para



los cebadores utilizados para el gen V/P7. Como consecuencia, se sugiere
realizar secuenciacion (ver apartado 5.5 Perspectivas) de las muestras para
determinar a que cepa corresponden, y disefar un par de cebadores que se
adapten a éstas, ademas de verificar los sitios de corte con las enzimas para
crear el patron de polimorfismo. También se propone mejorar la sensibilidad de
la PCR, cambiando las condiciones ya establecidas.

La positividad del 100% de las granjas muestreadas es superior a los hallazgos
de otros autores en latinoamérica (105,107,221), las 4 granjas evaluadas
presentaron aves positivas para CIAV. Sin embargo, el porcentaje de
positividad de aves (numero de aves positivas por cada granja) se correlaciona
con lo reportado por seroprevalencia en otros paises como india (86%) (222),
Jordan (35-100%), Hungria (93.3 a 100%) (8), y china (87%) (223).

Todas las aves que resultaron positivas a CIAV (por VP2) también lo fueron
para MeHV-17, el cual no es virulento y es una de las cepas con las que se
vacuna. La positividad de estas muestras para MeHV-7 se confirmd por rt-PCR
y se secuenciaron algunos de los productos de PCR para confirmar su
identidad con la cepa del serotipo 3 de MDV. Para descartar la contaminacion
se contd con control negativo en cada PCR, y ademas se secuencio el control
positivo, para establecer diferencias entre las positivas y el control, de forma
que no ocurriera una contaminacion con este mismo.

Se resalta el hecho de encontrar positividad para CIAV desde el primer dia, al
contrario de lo que encuentran en otros estudios, en donde los animales
seroconvierten a partir de las 6-8 semanas (224), lo que quiere decir que entran
en contacto con el virus entre las 4 y 5 semanas. Al encontrar genoma viral
desde el dia uno puede indicar transmisién vertical o infeccion en la
incubadora. Se deben realizar estudios de seroprevalencia para verificar el
nivel de anticuerpos contra anemia en las aves durante los primeros dias, y si

los titulos son protectores contra la infeccion, ya que la infeccion con CIAV



durante las tres primeras semanas puede llevar a la presentacion de signos

clinicos e inmunosupresion.

5.5 Perspectivas

Se seleccionaran las muestras positivas a PCR para VP2 de CIAV. Para la
secuenciacion de VP1 se utilizaran los iniciadores disefiados por Craig M, ef
al, 2009 (276): VP1-AF: CAAGAAGGTGTATAAGACTG, VP1-AR:
ATCGCTGCTGTACTTAACAT y VP1-BF: GAAACCCGCTTTCAGCT, VP1-BR
CAGTACATGGTGCTGTT. La amplificacidon se realizara en un volumen final de
50 pL con 4 pL de DNA, 5 pL del Buffer 10X, 1 yL de dNTPs a 10 mM, 3 pL de
MgCL2a 25 mM, 0,25 uL de Taq polimerasa 5U/ yL y 1 yL de cada iniciador a 5
mmol. Las condiciones del termociclador seran desnaturacion inicial de 5 min a
95° C, seguido de 35 ciclos de 95° C por 30 seg, 47° C por 30 seg, y 72° C por
2 min, seguidos por una extension final de 72° C por 10 min. Estos productos
seran purificados y procesados en un secuenciador automatico (Applied
Biosystems, U.S.A) utilizando el kit de terminacién big dye (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Numero catalogo 4337455). Las
secuencias seran ensambladas con el programa SegMan (DNA Star Laser
gene software package, Madison, WI, USA). Las secuencias consenso de
aminoacidos y nucleodtidos de cepas colombianas y de referencia seran
alineadas por el método ClustalW, usando el programa MegAlign de Lasergene
Software (DNASTAR Inc., USA). Para el analisis filogenético de las cepas del
CIAV se usara el software MEGA 3.1 (225).

Una vez se tenga la secuencia, se disefaran los cebadores para la deteccion
del gen VP1 con el programa Primer3 (simgene.com) y posteriormente se
correra BLAST para verificar su porcentaje de identidad para el virus, junto con
una PCR - RFLP insilico para verificar el amplificado y los puntos de corte con

las enzimas.
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En los ultimos 20 afos la inmunodepresion se ha convertido en uno de los
problemas mas preocupantes para los avicultores, ya que induce mayor
susceptibilidad a infecciones bacterianas y disminucion de la produccién; este
cuadro esta asociado principalmente a la intensificacion de los sistemas
productivos y representa pérdidas econdmicas para el avicultor y disminucién
del bienestar para el animal. Hoy en dia, existen varios métodos para acercarse
al diagnéstico de la inmunodepresion, los cuales se basan en evaluar la
integridad funcional de los 6rganos linfoides. La deteccidn de una alteracion
subclinica a nivel microscépico en estos dérganos permite determinar la
presencia de la enfermedad inmunosupresora y por lo tanto se podran tomar
decisiones de manejo poblacional, previniendo manifestaciones clinicas con
impacto negativo en los sistemas de produccion. El objetivo de este estudio fue
evaluar por medio de histopatologia los 6rganos linfoides de aves de levante en
condiciones normales de cria, para evidenciar posibles cambios asociados con

inmunodepresion subclinica; para esto se evaluaron 6rganos linfoides de 12
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aves por edad (dias 1, 15, 30, 60, 90 y 120); se realiz6 extraccion y fijaciéon en
formalina bufferada al 10% de fragmentos de bazo, timo y bursa de Fabricio y
luego del analisis empleando histopatologia de rutina con coloracion de
Hematoxilina-Eosina, se encontré alteracion de la integridad de los dérganos
linfoides entre los 15 y los 60 dias de edad. Los cambios consistieron en una
deplecion linfoide severa en bazo a los dias 30 y 60, mientras que en tejido de
la bursa esta alteracion fue mas frecuente en el dia 15 y el timo presento
deplecion de la corteza en grado moderado a severo al dia 60. Estos
resultados sugieren que en condiciones normales de manejo, las aves estan
siendo retadas con agentes tanto infecciosos como no infecciosos que generan
dafo en diferentes o6rganos linfoides, comprometiendo el funcionamiento
normal del sistema inmune, con una probable respuesta ineficiente a las
vacunas Yy potencial susceptibilidad a infecciones secundarias con

repercusiones negativas en los parametros productivos de las aves.

Palabras claves: histopatologia, inmunosupresion subclinica, aves de postura,

Antioquia-Colombia

Keywords: Histopathology, Immunosupression, Young layers, Antioquia-

Colombia.

6.1 Introduccion

La inmunodepresion se ha convertido en uno de los problemas de mayor
impacto econdmico para la industria avicola, debido a la alteraciéon que produce
en la salud y bienestar de las aves y las consecuencias que esto genera para la
produccion. Esta perturbacion puede definirse como un estado de disfuncion
temporal o permanente de la respuesta inmune por una lesion en los 6rganos
que hacen parte del sistema inmunoldgico, generando asi un aumento en la

susceptibilidad a los agentes infecciosos, mala conversion alimenticia,



mortalidad y falta de respuesta adecuada a las vacunaciones. La afeccién del
sistema inmune es de caracter multifactorial y esta fuertemente asociada a la

intensificacion de los sistemas de produccion (4,226,227).

Como ejemplo de agentes inmunosupresores se pueden nombrar el Virus de la
Enfermedad de Marek (MDV), Virus de la Anemia Infecciosa Aviar (CIAV),
Virus de la Reticulo Endotelosis (VRE), Reovius, Virus de la Leucosis Aviar,
Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio (VEIBF) y las
coccidias(23). Dentro de las causas no infecciosas de la inmunodepresion en
las aves estan los factores ambientales, nutricionales, toxinas y condiciones de

manejo que generen estrés en el animal (6). Ver diagrama 1.

Las infecciones causadas por agentes virales inmunosupresores son de
distribucion ubicua, siendo facilmente ignorados debido a su caracter
subclinico; esto se ha descrito en casos de infeccién por MDV, VEIBF, CIAV y
REV(228-230). La enfermedad con estos virus avanza sin ser detectada,
distribuyéndose por toda la parvada y alterando la funcion de los 6rganos
linfoides primarios como el timo (VRE, CIAV, MDV), bursa de Fabricio (VEIBF,
CIAV), médula 6sea (CIAV) y, organos linfoides secundarios como el bazo
(VRE CIAV), e higado (231-234). Sin embargo, el daino se hace evidente
cuando hay alteraciones graves en los 6rganos que comprometen su correcto
funcionamiento y por lo tanto perjudican el desempefo de las aves. En paises
como Estados Unidos de América, se han reportado pérdidas de mas de 2.300
millones de délares al afno como consecuencia directa de la inmunodepresion
(3). En Colombia se calculan pérdidas millonarias®” por mortalidad como

consecuencia directa de agentes inmunosupresores®8 (235).

> |CA. Sistema de Informacién y Vigilancia Epidemioldgica. COLOMBIA, SANIDAD ANIMAL 2008.
INFORME TECNICO Bogot3, D.C., 2009
>8 MDV, Coccidiosis, Micotoxinas.
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llustracién 6: Causas de inmunosupresion en aves.

El control de estos agentes infectocontagiosos se logra al adoptar medidas
estrictas de bioseguridad y un programa de vacunacién completo, sin embargo
el éxito de este programa dependera de la integridad del sistema inmunolégico
del ave (236) Actualmente se cuenta con diferentes técnicas de diagnostico
para evaluar la integridad de los 6rganos linfoides; dentro de los métodos
rutinarios estan la serologia, evaluacion macroscopica y microscopica,
evaluacion de los parametros productivos e identificacion de agentes
infecciosos (117). Un problema constante es poder realizar la deteccion de la
inmunodepresion subclinica con estos métodos diagndsticos, debido a la
complejidad de la patologia y su caracter multifactorial, lo que implica
necesariamente el uso de pruebas complementarias, como cuadro hematico,
identificacion de factores inmunologicos solubles, diagndstico de agentes por

técnicas de biologia celular y molecular (237).

Por todo lo anterior, los métodos microscopicos constituyen una herramienta
clave para determinar el estado subclinico de inmunosupresién(238-241); el

dafo a nivel celular precede a la aparicion de signos clinicos de una



enfermedad, por lo que una deteccion temprana permitira tomar decisiones de
forma rapida, con el fin de evitar consecuencias no deseables en la salud de
las aves y por tanto en los parametros productivos de las granjas. Un hallazgo
frecuente es la atrofia de la bolsa de Fabricio y agotamiento de los linfocitos a
nivel de los foliculos, como resultado directo de la accién de algunos agentes

infecciosos (226).

En este estudio se evalué por medio de histopatologia los 6rganos linfoides de
aves de levante en condiciones normales de cria, para evaluar la presencia de
estados subclinicos de inmunosupresion. Estos resultados sugieren que la
deteccion temprana de lesiones relacionadas con inmunosupresiéon subclinica
es una herramienta valiosa para orientar el diagnostico especifico con miras a
disefiar programas de prevencion y control eficaces, en los sistemas

productivos avicolas del pais.

6.2 Metodologia

El estudio se desarrollé en aves provenientes de la regidn norte y oriente del
departamento de Antioquia, Colombia. Ambas regiones se encuentran en una
zona de vida de bosque muy humedo montano 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 (242). Las granjas avicolas se encuentran ubicadas en los

municipios de Guarne, San Vicente, Belmira y San Pedro de los Milagros.

a. Poblacion y tamano de muestra

Se evaluaron 4 granjas con una poblacion total de 212.000 aves (Granja 1 N=
30.000; Granja 2: N=20.000; Granja 3: N=62.000; Granja 4 N= 100.000). Todos
los sistemas de cria y levante se realizaron en piso siguiendo los estandares de
produccion sugeridos por cada casa genética. El plan sanitario fue diferente

para cada granja pero cumpliendo lo establecido por la resolucion ICA 3642 del



2013. El tamafo de muestra fue acordado con los propietarios de las granjas,
quienes establecieron un maximo de 3 aves por edad. La muestra se tomo en
los dias 1, 15, 30, 60, 90 y 120 durante el levante; en cada edad se
seleccionaron al azar tres aves (18 animales por granja) para un total de 72
aves. Se incluyeron aves sanas que cumplieran con la edad de acuerdo al

punto de muestreo y se excluyeron aves con signos clinicos de enfermedad.

b. Muestreo

Las aves evaluadas se sacrificaron siguiendo los protocolos establecidos por la
FAO (243). La necropsia se llevo a cabo de forma sistematica por un médico
veterinario, registrando los hallazgos macroscopicos y evaluando el estado de
salud general de cada animal. Se extrajeron los érganos timo, bazo y bursa, de
los cuales se conservaron fragmentos de 0.5x0.5 mm en formalina bufferada al

10%.

c. Histopatologia

Luego de 24 horas de fijacion en la formalina, las muestras se deshidrataron y
embebieron en parafina. Se realizd un corte de 4 ym, el cual se tiné con
Hematoxilina- Eosina. La lectura fue realizada por la doctora Susan Michell
Williams DVM, PhD, Patologa aviar de la Universidad de Georgia y doctor

Diego Aranzazu Esp. Patélogo, MSc, de la Universidad de Antioquia.

Para comparar la severidad de las lesiones se utiliz6 una escala ordinal de
acuerdo a las lesiones microscépicas. Para timo y bazo se utilizé una escala de
1 a 4: Grado 1. Sin alteraciones; Grado 2. Leve disminucion del numero de
linfocitos, nivel focal (menor de 25% de afeccién); Grado 3. Moderada
disminucion del componente linfoide (del 25% al 50% de linfocitos afectados),

disminucion del tamano del érgano, focal- multifocal; Grado 4. Disminucion de



componente linfoide grave o difusa, ademas de atrofia o necrosis (mayor al

50%) (117).

Para la clasificacion microscopica de la bursa se usO la siguiente escala
ordinal: Grado 1. foliculos aislados con deplecion leve (0 al 10%); Grado 2.
deplecion linfoide moderada (10 al 30%) y generalizada o foliculos aislados con
deplecion linfoide severa, marcado epitelio intra-folicular; Grado 3. deplecion
linfoide severa en 30 al 50% de los foliculos; Grado 4. foliculos con escasos
linfocitos y con quistes, aumento del tejido conectivo, epitelio engrosado y con

pliegues, marcada fibroplasia (244)

6.3 Resultados y discusién

6.3.1 Hallazgos histopatologicos en tejido de bazo

El bazo de las aves es un 6rgano redondeado ubicado en posicién dorsal al
proventriculo (245); este se encarga de filtrar la sangre y extraer particulas
antigénicas del sistema circulatorio, almacena eritrocitos y plaquetas y durante
la vida fetal participa en la eritropoyesis. Histolégicamente se puede dividir en
dos zonas, la pulpa roja encargada del almacenamiento y captacién de los

eritrocitos y la pulpa blanca, donde hay alta actividad inmunolégica (63,246).

En este estudio se encontr6 que el 66% del tejido de bazo evaluado,
presentaron clasificacion Grado 1 (normal), 17% se clasificaron como Grado 2
(deplecion leve), 6% en Grado 3 (deplecion moderada) y 11% en Grado 4

(deplecion severa).

En cuanto a la distribucién de los hallazgos por edades, se observa una
frecuencia predominante del Grado 1 en todas la etapa de levante; en los dias

30 y 60 aumenta el porcentaje de tejidos con clasificacion Grado 3 y Grado 4,



mientras que a los 120 dias la clasificacion es Grado 1 en mas del 80% de las

aves evaluadas. (Grafica 12).
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Grafica 11: Porcentaje de tejido (bazo) con clasificacion histopatoldgica en escala nominal

durante la etapa de levante.

Se observa un porcentaje considerable de lesiones histopatoldgicas Grado 4
(17% a 20%), entre los dias 1 y 60; esta clasificacion de deplecion linfoide
severa, se ha reportado en casos de procesos infecciosos (247). Secundario a
la accion de agentes infecciosos, existen reportes de que una disminucion de
los linfocitos es consecuencia de eventos relacionados con necrosis y
apoptosis celular, lo que conduce a una atrofia del 6rgano y alteraciones

funcionales del mismo (117).

Dentro de las lesiones histopatologicas especificas encontradas estan: 1)
deplecion del componente linfoide en diversos grados en un 16,12% (imagen

7); 2) cambios en el componente celular o proliferacion de células linfoides



(centros germinativos) en un 9,6%; 3) retrofagocitosis en un 6,4% y 4) necrosis

en un 3%.

Imagen 6: Corte histolégico de Bazo. A. Bazo. Ave de levante 15 dias. Normal. Aumento 50X.

B. Bazo. Ave de levante 30 dias de edad. Aumento 16X. Hiperplasia reticular. Se observa
aumento en el tejido reticular (Flecha naranja). A nivel histologico, el bazo presenta una pulpa
blanca difusa (fecha azul), con linfocitos pequenos, medianos y grandes, rodeados por células
reticulares. Estas células, forman el tejido linfoide periarterial, que envuelve las arterias
centrales (Flecha verde: manguito linfoide periarterial), y la vaina reticular periarteriolar
Ademas, el tejido linfoide puede formar centros germinativos o foliculos secundarios (Flecha

negra), en caso de infecciones (245,248-250). (Flecha roja: pulpa roja)

Las lesiones que se encontraron en el bazo son compatibles con un
diagndstico de inmunosupresion, pero debe ser complementado con otros
estudios como: hemograma (recuento total de linfocitos y polimorfonucleares),
PCR (para deteccion de agentes inmunosupresores), y pruebas de

funcionalidad /n vitro de los linfocitos y granulocitos.



6.3.2 Hallazgos histopatologicos en tejido de bursa

La bolsa de Fabrico es un organo linfoide primario en donde se da la
diferenciacion de los linfocitos B; macroscopicamente se observa como un saco
redondo u ovalado en posicion dorsal a la cloaca, que presenta su mayor

desarrollo en animales jovenes e involucionando en la pubertad (251).

El 44% de las bursas evaluadas se clasificaron en el Grado 1, el 12% en el
Grado 2, el 18% en el Grado 3 y el 26% en el Grado 4. Estos resultados
muestran consistentemente que en el periodo de los 30 a 90 dias hay un alto
porcentaje (33%-50%) de bursas en Grado 4, confirmandose de esta manera el
grado de afectacidon de este érgano linfoide practicamente en toda la etapa de

levante. (Grafica 13)
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Grafica 12: Porcentaje de tejido (bursa) con clasificacion histopatolégica en escala nominal

durante la etapa de levante.

Las posibles causas asociadas a la clasificacidon se enumeran en la tabla 12.



Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 NECROSIS
Deplecion 0- 10% Leve: 10 - 30% Moderada: 30- 70 % Severa: > 70% Varios.
Infecciones: Bacterias.
Nutricional/ Nutricional/ Ambiental/
Causas IBDV, CAV. cryptosporidium, CAV,
ambiental vacunas
IBDV, vww+MDV IBDV v++
El epitelio
El epitelio intrafolicular
Foliculos con intrafolicular se ve
se hace mas evidente, Pérdida de
corteza y médula claramente. Baja la Foliculos pequefios o sin
densidad moderada componente
bien definida. Alta densidad celular en componente celular
en corteza y médula. celular severa
Descripcion densidad celular. la corteza folicular. adecuado. Tejido fibroso
Foliculos pequefios conformacion de
Capa de tejido Foliculos pequefios, abundante. Epitelio
pero con estructura quistica
interfolicular tejido fibrinoide de folicular angular.
componentes en los foliculos.
delgada. mayor tamano entre
normales.
los foliculos.
Imagen
Magnificacion 50X 50X 50X 50X 50X

Tabla 13: Grado de lesién a nivel microscépico en la bursa de Fabricio

Fuente: Adaptada de Williams, 2014

En este estudio se observo inicio de regresion fisiologica en las bolsas a los

120 dias de edad. La regresidon es un proceso de presentacion variable que se

inicia a principios de la madurez sexual (252,253).

Adicionalmente, los resultados de este trabajo muestran incremento del tejido

fibroso durante la segunda semana de edad, contrario a lo reportado por la

literatura en donde se establece que el tejido fibroso suele presentarse en baja

cantidad a nivel estromal durante las 6 primeras semanas de vida (imagen 8).

También se reporta que la bolsa alcanza su desarrollo a las 4 semanas de

edad y posteriormente reduce su tasa de crecimiento y desarrollo (85,254).




Nova, en el 2007 reporta para Colombia que en aves expuestas a cepas muy

virulentas del VEIBF se presenta lesion Grado 3 entre las 4 y 5 semanas (255).

Imagen 7: Corte histolégico de Bursa de Fabricio. A. Bursa normal. 50X. Ave 60 dias. Grado 1. El epitelio situado
sobre los foliculos es cilindrico simple y de él derivan las células reticuloepiteliales que conforman el estroma del
foliculo. En los foliculos se diferencia una zona periférica o corteza, linea roja, ocupada por numerosos linfocitos
pequefios y una zona central o médula, linea verde, ocupada por linfoblastos. Ambas zonas aparecen separadas por
una trama capilar (251). B. Bursa. 50X. Ave levante 60 dias. Grado 4. Se evidencia abundante tejido fibrinoide en
septos interfoliculares. Disminucién del tamafio de los foliculos y pérdida del componente celular en ellos. El epitelio

intrafolicular se observa facilmente en la mayoria de foliculos.

6.3.3 Hallazgos histopatolégicos en tejido de timo

El timo es un 6rgano linfoide primario, necesario para el desarrollo de la
respuesta inmune celular (246) Tiene apariencia glandular y se localiza a lo
largo del nervio vago (256). Los I6bulos contienen células epiteliales y cada uno
se encuentra cubierto por una capsula de tejido conectivo; cada Iébulo presenta
una zona llamada corteza, que posee linfocitos y una parte interna, llamada

médula, contiene las células epiteliales (256).
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Grafica 13: Porcentaje de tejido (timo) con clasificacién histopatologica en escala nominal

durante la etapa de levante.

El 100% del tejido de timo evaluado se clasifica en Grado 1 al primer dia de
edad; por su parte se observa una reduccion constante para Grado 1 a medida
que se avanza en la etapa de levante, mientras que el Grado 2 aumenta hasta
encontrar un maximo del 50% a los 120 dias; para el Grado 3 hay un
comportamiento similar, teniendo un porcentaje del 50% a los 90 dias;
adicionalmente, se observa que el mayor porcentaje de Grado 4 se da a los 60

dias con un 33% (Gréfica 14).

Los resultados de este estudio, muestran un aumento de alteraciones
morfologicas del timo durante la etapa de levante, destacandose una atrofia
cortical severa, lo que puede estar afectando directamente la respuesta inmune
celular e indirectamente la respuesta inmune humoral (ver Figura 3). La
disminucién transitoria de los linfocitos corticales esta asociada a infecciones
con VEIBF (257), pero el érgano tiende a la recuperacion. ElI CIAV es la

principal causa de atrofia del sistema inmune y alteracién a nivel de timo;



siempre que se encuentren lesiones en este 6rgano se debe incluir dentro de
los diagndsticos diferenciales la infeccion por este virus (7). Es de aclarar, que
la atrofia que se da normalmente cuando el ave alcanza la madurez sexual, se
caracteriza por cambios en el tamano sin reduccion o alteracion de la
proporcion entre corteza y médula (244). Las lesiones observadas en los timos,
coinciden con las descritas por McNulty (1991) (43), y Rosenberger y Cloud
(1998) (258), quienes informan que el CIAV produce en el timo atrofia,

congestion y deplecion linfocitaria tanto en corteza como en médula.

A B

Imagen 8: corte histologico de Timo. A. Timo. Normal. Ave 15 dias. Vista 16X. Se encuentra
corteza del timo con abundantes linfocitos, y la médula que tiene menos densidad en la
celularidad; la poblacién de células es mixta y su apariencia es mas palida. Las células que se
encuentran en la médula son: macrofagos, células plasmaticas, células mieloides, eritrocitos,

granulocitos. B. Timo. Ave de 30 dias de edad: atrofia cortical severa. Vista 16X.

6.4 Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran lesiones de nivel moderado a severo
en los organos linfoides de aves durante los dos primeros meses de vida, lo

que sugiere que hay un mal funcionamiento del érgano y probablemente mala



respuesta a la vacunacion. Por lo anterior, es recomendable el seguimiento
histologico de los érganos linfoides de las aves en edades criticas de levante,
que permitan evaluar la respuesta tisular y evidenciar a tiempo cualquier
cambio relacionado con un estado de inmunodepresion, que directamente
puede influir en la presentacidén de baja conversién alimenticia, reduccién en la
ganancia de peso, infecciones secundarias y retraso en el inicio de la

produccion.

Los primeros dos meses de edad de las aves normalmente implican
situaciones estresantes como vacunacién, despique, cambio de lote, pesaje y
transporte, lo que puede llevar a que se observen cambios histolégicos en los
organos por elevados niveles de cortisol, pero suelen ser lesiones en niveles
leve a moderado. Se debe alertar de posibles infecciones cuando se encuentra
deplecion moderada o severa, y actuar, tratando de identificar las causas de
esta alteracion por medio de otras técnicas complementarias para la

identificacion etiologica especifica.

La histopatologia es una herramienta que permite obtener informacion y con
base en sus hallazgos realizar un diagnéstico preliminar; sin embargo, la
morfologia por si misma no es una medida directa de la capacidad funcional del
sistema inmune, lo mas recomendable es evaluar directamente la funcién
inmune, pero generalmente estas pruebas son costosas y poco practicas a

nivel de campo.

Este trabajo busca orientar a los productores y profesionales del area para que
implementen de forma rutinaria este tipo de diagnéstico y seguimiento, con el
fin de realizar un abordaje integrado de las potenciales dificultades que se

pueden presentar en los casos de inmunosupresion subclinica en las aves.
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Capitulo 7: Characterization of Marek’s Disease Virus in a layer farm from

Colombia.

Ldpez-Osorio S . Piedrahita D% Espinal-Restrepo M? Ramirez-Nieto G3 Nair V *. Williams S°.
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7.1 Summary.

Marek’s Disease (MD) is a lymphoproliferative disease caused by an
Alphaherpesvirus, genus Mardivirus, serotype 1 (Gallid Herpesvirus 2, GaHV-
2). In addition to Marek’s Disease Virus (MDV) serotype 1, the genus also
includes two distinct nonpathogenic serotypes: serotype 2 (GaHV-3) and
serotype 3 (Meleagrid Herpesvirus 1, MeHV-1) which are commercially
available vaccines used against MD. The GaHV-2 serotype includes all known
pathogenic strains. As a result of vaccination, clinical signs are not commonly
observed, and new cases are usually associated with emerging variant strains
against which the vaccines are less effective. In this study, a commercial layer
farm showing clinical signs compatible with MDV infection was evaluated.
Histological lesions and positive immunohistochemistry in the sciatic nerve and
thymus were compatible with cytolytic phase of MD. GaHV-2, GaHV-3 and
MeHV-1 were identified by PCR and gPCR in blood samples from 17 birds with
suspected MD. Analysis of the Bam-H fragment of GaHV-2 genome by PCR,
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resulted in identification of a very virulent (vv+) MDV strain. Meqg gene analysis
revealed a 99% sequence identity with Asian strains, and in the phylogenetic
analysis clustered with vv+ MDV. The analysis of amino acid alignments
demonstrated an interruption of the proline rich region in P176A, P217A and
P233L positions, generally associated with vv+ strains. Some of these changes,
such as P233L and L258S positions have not been reported previously. In
addition, inoculation of primary cell cultures with lymphocytes isolated from the
spleen showed typical cytopathic effect of GaHV-2 at 5 days post infection. This
study demonstrates for the first time in Colombia the presence of vv+ MDV
infection based on molecular detection and virus isolation.

Key words: Marek’s Disease, Colombia, PCR, Field strain, highly virulent strain.

7.2 Resumen:

La Enfermedad de Marek (EM) es una patologia linfoproliferativa causada por
un Alphaherpesvirus, género Mardivirus, serotipo 1 (Gallid Herpesvirus 2,
GaHV-2). Adicionalmente hay dos serotipos no patogénicos que pueden
infectar las gallinas: serotipo 2 (GaHV-3) y serotipo 3 (Meleagrid Herpesvirus 1,
MeHV-1). La enfermedad clinica no es comun debido a la vacunacion, pero es
frecuente la afeccidn subclinica ya que los anticuerpos previenen la aparicion
de signos pero no la transmision, inmunosupresion o infecciones secundarias.
Los casos clinicos de EM estan asociados a nuevas variantes del virus para los
cuales las vacunas no son efectivas. En este estudio, se evalud un lote de una
granja avicola de postura con signos de la EM, encontrando resultados de
histopatologia en nervio ciatico e inmunohistoquimica en timo compatibles con
la fase citolitica de la EM. En sangre se detecté genoma de GaHV-2, GaHV-3 y
MeHV-1 mediante PCR y gqPCR. Con la secuenciacion del gen Meqg se
evidencido que la cepa tenia 99% de identidad con cepas aisladas en Asia,
ademas se agrupd con cepas vv+ en el arbol filogenético. En el alineamiento

de aminoacidos se encontré una interrupcion en la posicion P176A, P217A y



P233L asociados directamente con cepas de alta virulencia. Se encontraron 2
cambios unicos en las posiciones P233L y L258S, las cuales no habian sido
reportadas para otra cepa. Finalmente, para confirmar la presencia del virus, se
inocularon cultivos primarios con linfocitos de bazos de aves afectadas,
observandose efecto citopatico compatible con GaHV-2, 5 dias después de la
infeccion. En Colombia, este estudio representa la primera prueba molecular de
este virus, asi como el primer reporte del aislamiento de una cepa vv+ en el

pais.

Palabras clave: Enfermedad de Marek, Colombia, PCR, Cepa muy virulenta de

campo.

Abbreviations: ADOL: Avian disease and oncology laboratory, USDA; CEF:
Chicken embryo fibroblast; CKC: Chicken Kidney Cells; CPE: Cytopathic effect;
DEF: Duck Embryo Fibroblast; IBD: Infectious Bursal Disease; GaHV-2: Gallid
herpesvirus 2: Serotype 1; GaHV-3: Gallid herpesvirus 3: Serotype 2; ICA:
Instituto Colombiano Agropecuario; For: Forward; IHC: Immunohistochemistry;
MD: Marek’s disease; MDV: Marek’s Disease Virus; MeHV-1: Meleagrid
herpesvirus 1.Serotype 3; mMDV: Mild Marek’s Disease Virus; OIE: World
organization for Animal health; PDRC: Poultry Diagnostic and Research Center;
Rev: Reverse; UdeA-2013CO: the name of the strain isolated in the clinical
case; UGA: University of Georgia; USDA: United States Department of
Agriculture; V: Voltios; vMDV: virulent Marek’s Disease Virus; vv+ MDV: Very
Virulent Plus Marek’s Disease Virus; vwMDV: Very Virulent Marek’s Disease

Virus.



7.3 Introduction

Marek's disease virus (MDV) is the causative agent of a neoplastic disease in
poultry that results in the formation of lymphomatous lesions in nerves and
visceral organs (151). Marek's disease (MD) occurs as a result of infection with
Gallid herpesvirus 2 (serotype 1), a member of the Herpesviridae family,
subfamily Ajphaherpesvirinae, and genus Mardivirus (24,259). Primary infection
in naive birds occurs via inhalation of virus particles into the respiratory tract.
Viral replication in the lungs stimulates immune cell infiltration whereby MDV
preferentially infects adaptive immune system cells. Secondary infection and
semi-productive viral replication results in an initial acute cytolytic phase in
lymphocytes resulting in immunosuppression (154,260). The virus becomes
latent at 6-7 days post infection, allowing for immune evasion; the MDV
genome integrates into the genome of CD4+ T lymphocytes without detectable
expression levels of the potential antigenic proteins, allowing for systemic
dissemination to organs, peripheral nerves and feather follicles (151). Fully
productive viral replication occurs only in feather follicle epithelium which, when
sloughed off and disseminated with air currents, becomes the primary source of

infectious viral particles to susceptible birds (3,4,6).

Currently there are three MDV vaccine strains commercially available
worldwide: serotype 1 (GaHV-2) attenuated live vaccine (strain
CVI988/Rispens), serotype 2 (GaHV-3) strain SB-1, and serotype 3 (MeHV-1)
Herpesvirus of turkey (HVT); both serotypes 2 and 3 are considered non-
virulent and generate an immune response which is protective against some
serotype 1 field strains (183,190,261). Vaccination provides a life-long
protective immunity against MD; specifically it generates an anti-tumor immune
response which reduces mortality rates following infection with field strains, but
does not protect against infection, replication, and/or virus dissemination

(25,117,151). Although vaccine use decreases the presentation of clinical signs



associated with MD, the presence of field strains and subsequent
immunosuppression observed predisposes chickens to secondary infection
(e.g. Chicken Infectious Anemia virus) (259,262). It is believed that clinical signs
of MD are associated with the emergence of new variants of MDV strains
against which the vaccines are not fully protective (24,25). Based on the
lesions, mortality rate and protection offered by the vaccine strains, GaHV-2
strains have been classified into four pathotypes: mild (m), virulent (v), very
virulent (vv) and very virulent plus (vv+) (24,129). The vv+ MDV strains have
been the predominant pathotype isolated (217) worldwide, for which vaccines

do not appear to generate a very robust protection (25).

Serological techniques are not useful to evaluate the efficacy of vaccination or
to establish the presence of different strains in poultry houses; therefore it is
necessary to use other methods that allow for viral detection and quantification.
Molecular tests allow detection of Mardiviruses in feather and blood samples,
making it possible to distinguish between serotypes (190,259) and even
suggest the pathotype of serotype 1 strains (97,156). Among these techniques
the quantitative PCR (qPCR) is a highly sensitive test for absolute quantification
of GaHV-2 (120), GaHV-3 (199) and MeHV-1 (127). Through this technique it is
possible to measure the amount of viral genome per cell according to serotype
(190). Other techniques like conventional PCR allow the detection of the three

serotypes and determination of the pathotype (156).

MD is included as an economically important disease (old classification) in the
OIE B list (24) and has a great impact on the poultry industry due to its
economic losses. In Colombia, the official diagnosis method for MD is based on
evaluating clinical signs and assessing histological findings. The Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) reports the number of MD cases on an annual
basis. In 2012, the ICA reported an MDV infection in one farm resulting in

14.3% mortality rate. In spite of being a reportable disease, MD is not



considered in the category of official control diseases for chickens in Colombia.
Therefore, although clinical cases of unconfirmed MD are reported in Colombia
every year, the virus has not been studied or isolated from clinical cases
presented in the country until now, and there is no molecular evidence of viral
genome in poultry farms in Colombia. The main objective of this study was to
investigate and characterize a virus related to a clinical case compatible with
MD in a commercial layer farm from Colombia. The results presented here
show the first molecular evidence of MDV, and the first viral isolation of a MDV

field strain in Colombia.

7.4 Materials and methods

7.4.1 Sample collection.

Samples from organs (liver, spleen, sciatic nerves and blood) and feathers were
collected from a suspected case of MD in an 18 week old flock of approximately
1000 Hy-line Brown layers, in a farm from Colombia. The farm had a previous
history of clinical signs compatible with Marek’s Disease and impaired
condition, along with an increase in the mortality rate reaching 1.7% per week,
with a final cumulative mortality rate of 37.7%. Economic losses due to poor
performance and a decrease in the production parameters was evident for over
a year. Previous analysis of macroscopic and microscopic lesions found in
tissue samples suggested the presence of MDV. 1-day-old birds are routinely
vaccinated with MeHV-1 strain FC726 and GaHV-2 Rispens strain. Birds were
euthanized by cervical dislocation (3) and macroscopic changes including
splenomegaly, hepatomegaly and renomegaly, and sciatic nerve hemorrhages
were observed during necropsy examination. Samples were collected from 9
healthy birds, and 8 birds showing clinical signs. Tissue samples from liver,
spleen, sciatic nerve and thymus were taken in 5x5 mm pieces and fixed in 10%

neutral buffered formalin. Spleens were frozen at -80° C for virus isolation, and



blood and feathers samples were taken from 17 birds for DNA extraction. The

samples were conserved at -20° C until processing and analysis.

7.4.2 Histopathology and immunohistochemistry.

Samples were routinely processed and fixed in 10% neutral buffered formalin,
embedded in paraffin wax, sectioned (4 um), and stained with hematoxylin and
eosin. The slides were read and evaluated at PDRC, UGA, USA by light

microscopy. (117).

For the immunohistochemistry analysis, paraffin tissue sections were
deparaffinized in xylene, hydrated through graded alcohol, and then steamed
for 1 hour in 1.0 mM EDTA solution (pH 8.4) at 60 °C. The sections were
treated with 0.03% solution of H2O2 in PBS (phosphate buffered saline, pH 7.6)
at room temperature for 5 minutes to block the endogenous peroxidase activity.
An antibody against the MDV serotype-1 pp38 protein (Mouse monoclonal
antibody H19.47, provided by Lucy Lee, USDA-ADOL) (23) was used to identify
the acute cytolytic phase proteins of MDV. Sections were covered with PP38
antibody diluted at 1:250 and incubated in a humid chamber at room
temperature for 30 minutes. The slides were incubated with secondary antibody
Mouse/Rabbit UnoVue™ HRP/DAB (Diagnostic Biosystems. Cat # UMR
100PD) for 15 min. The peroxidase activity was developed with 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (Dako. Liquid DAB + substrate Chromogen
System. Ref K3468). The sections were counterstained with hematoxylin and

then coverslipped.



7.4.3 DNA extraction.

Total DNA was extracted from blood samples using QlIAamp® DNA Blood and
tissue kit (QIAGEN, cat # 69506), according to the manufacturer’s instructions
with a final elution volume of 120 pL. Concentration of the extracted total DNA
was determined by using a Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop

Technologies, Wilmington).

7.4.4 PCR amplification of MDV genes.

Sets of specifically designed primers were used to amplify sequence specific to
each of the MDV serotypes (Table 14). PCR conditions were optimized in a 50
WL reaction volume using 2,5 units of Taq polymerase (Invitrogen), 4 mM of
MgCl., 400 mM of dNTPs, 1 mM of each primer and 10 ng of DNA.
Amplification of MeHV-1 was performed using 30 cycles of 94 °C for 1.5
minutes, 60 °C for 1 minute, and 72 °C for 2 minutes. Amplification of GaHV-3
was performed using 35 cycles of 94 °C for 1,5 minutes, 55 °C for 1 minute, and
72 °C for 2 minutes, and for GaHV-2 the amplification was performed using 35

cycles of 94 °C for 1,5 minutes, 57 °C for 1 minute, and 72 °C for 2 minutes.



Tabla 14 Primers for PCR and rtPCR detection of the three MDV serotypes.

Target' Sequence Product size

GaHV-2 - Meq gene (PCR) For: CCG CAC ACT GAT TCC TAG GC 1148 bp (RB1B)
Rev: AGA AAC ATG GGG CAT AGA CG 1325 bp (Rispens)

BamHI-H and BamHI-D gene (16) (PCR). For: TACTTCCTATATAGATTGAGACGT 434-bp and 566-bp.

Rev: GAGATCCTCGTAAGGTGTAATATA
GaHV-3: gD gene (PCR). For: TTCTTCGGACACCTTTCGCCT 1040 bp
Rev: TTCCTGGACGGGCGTTGAGGT
MeHV-1: Sorf 1 gene (19) (PCR). For: AAGCGCTTGTATGTGTAGG 350 pb
Rev: TATGGACGTCATGCAGTTGG-3
GaHV-2 Meq gene (QPCR) For: GGT CTG GTG GTT TCC AGG TGA 73 bp
(22,23). Rev: GCA TAG ACG ATG TGC TGC TGA
Probe: AGA CCC TGA TGA TCC GCA TTG CGA CT (5'FAM, 3'BHQ1)
GaHV-3 DNA pol gene (QPCR). For: AGC ATG CGG GAA GAA AAG AG 100 bp
Rev: GAA AGG TTT TCC GCT CCC ATA
Probe: CGC CCG TAA TGC ACC CGT GAC T
MeHV-3 sORF1 gene (qPCR). For: GGC AGA CAC CGC GTT GTAT 77 pb
Rev: TGT CCA CGC TCG AGA CTATCC
Probe: AAC CCG GGC TTG TGG ACG TCT TTC
Chicken ovo transferrin Gene (24). For: CACTGC CACTGG GCTCTG T 71 pb
qPCR Rev: GCA ATG GCA ATA AAC CTC CAA

Probe: AGT CTG GAG AAG TCT GTG CAG CCT CCA ( 5°Yakima Yellow, 3' TAMRA)

For: Forward. Rev: Reverse. '"Target gene.



7.4.5 Analysis of pathotype by PCR.

The nucleotide sequence of the BamHI-H and BamHI-D regions of the virus
genome was used to differentiate pathogenic strains from non-pathogenic
isolates in GaHV-2, this segment flanks the 132 bp tandem repeat region in the
viral genome (156). The primers used are listed in Table 14. The Forward
primer is located in the region 65 bp upstream of the 132 bp repeats, and the
reverse primer is located 105 bp downstream of the region. When there are only
two 132-bp repeats these primers amplify a segment of 434 bp. The most
pathogenic strains have only one or two repeats of the 132 bp band, while the
mild strains have between 6 and 7 repetitions. The monomer band is more
intense than the other bands, so it is more easily seen (216). PCR conditions
were similar to those used in the above, using 35 cycles of 94 °C for 1,5

minutes, 55°C for 1 minute, and 72°C for 2 minutes (16,22).

The PCR products were separated on a 1% agarose gel prepared with TAE 1X
(40 mM Tris, acetic acid, 2 mM EDTA) buffer and stained with ethidium bromide
(1 mg/mL). The gel was run at 70 V for 1 hour and the bands were visualized in
a UV trans-illuminator and analyzed using the Gel Capture Image Acquisition

Software (Bio Imaging Systems).

7.4.6 Sequencing and phylogenetic analysis.

The Meqg gene PCR products were purified directly from the gel using the
QIAquick Gel Extraction Kit following the manufacturer's recommendations (cat
# 28704) (20). In samples with two PCR products (two different bands in the
electrophoresis), the bands were cut and processed separately. The purified
products, were stored at 4°C until required for sequencing. Sequencing
oligonucleotides were designed to amplify the full length Meqg gene, using

PyroMark Assay Design Software 2.0 (Qiagen) (Table 14).



Sequence data were assembled and edited over a total length of 1020 bp using
the SeqMan program (DNA Star Laser gene software package, Madison, WI,
USA). DNA sequence accession numbers for Meg-encoding genes are
summarized in table 4. Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
was used to explore sequence similarity of Marek’s disease virus strain UdeA-
2013C0 strain (name given to the clinical isolate. Genebank: KU058696) to
some of the available sequences of Meqg in the NCBI nucleotide databases.
Nucleotide and deduced amino acid alignments of the 25 full-length Meqg gene
sequences, along with strain UdeA-2073CO isolated from the present clinical
case and several vaccine strains, were performed with MEGA 6 using the
Muscle algorithm, and uncorrected (p) distances for nucleotide and amino acid

sequences were calculated.

A phylogenetic tree was generated using the neighbor-joining (N-J) method,
and the liability of internal branches was assessed by 1000 replicates. The MDV
reference sequences were retrieved from the Gen Bank database, and their

accession numbers are listed in Table 17.

7.4.7 Real - Time PCR.

Real-time quantitative PCR (QPCR) was used for absolute quantification of viral
genomes (120). Oligonucleotides and probes designed specifically for Meq
gene (GaHV-2), DNA po/ gene (GaHV-3) and sORF7gene (MeHV-1), were
used in the reaction, Table 1 (190). qPCR was performed in 96-well plates
(FAST Optical 96-well PCR plates # 4346906 Applied Biosystems) in a final
volume of 25 L per well, containing 1X Master Mix (Absolute Blue low ROX
gPCR mix, Fisher, # AB4318), MgCl2 (1 mM), dATP, dCTP, dGTP and dUTP
(0,2 mM each), Tag DNA polymerase (0,65 U) and Uracil N-glycosylase (0,25
U); Primers 0,4 uM each, 0,2 yM virus probe (5-carboxyfluorescein (FAM) -
fluorescent-tagged probe from Sigma-Genosys Ltd.), 0,2 uM probe Chicken

Ovoftransferrin Gene (OT) (Yakima Yellow—fluorescent-tagged probe from



Eurogentec), 10 ug BSA (Bovine serum albumin, Sigma # A7030, 1,6 mg/mL)
and 4 pL of DNA (10 ng/ul). An ABI PRISM® 7500 instrument (Applied
Biosystems) was used to amplify and detect the reaction products, using the
following conditions: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of

94°C for 15 seconds and 60°C for 1 min (120).

Chicken embryo fibroblasts (CEF) were used to prepare the standard DNA for
the gPCR. CEF single-cell suspension was prepared from 10-day old chicken
embryos, and cells were seeded in four T75 flasks at a density of 8 x 10° cells.
At 80% confluency CEF cultures were infected with vaccine virus belonging to
one of the three serotypes (MeHV-1, GaHV-3, or GaHV-2) and control (mock
inoculation). When the cytopathic effect was evident, cells were harvested and
DNA was extracted using a commercial kit following the manufacturer's
recommendations (DNeasy Blood & Tissue Kit. Qiagen cat # 69504). DNA
samples were quantified using a Nanodrop and samples were subsequently
used to set up serial dilutions (10" to 10 -7) to generate standard curves in
gPCR, allowing calculation of the MDV genome copy number. Data were

analyzed using Microsoft Excel ® according to Baigent et al., 2005 (120).

7.4.8 Virus Isolation.

Spleens of the affected birds preserved at -80°C, were processed as
follows. A half portion of the spleen was stored at -20°C for DNA
extraction. The remainder was finely minced with a blade and
suspended in 5 ml of DMEM (Powder, high glucose, GIBCO, Cat
number: 12100-046) supplemented with 2% antibiotic-antimycotic
solution (Antibiotic-Antimycotic 100X, GIBCO. Cat number: 15240-
062). The cell suspension in DMEM + 2% antibiotic-antimycotic
solution was macerated and passed through a 40 pm cell sieve using

a 10 ml syringe and collected into a 50 ml Falcon tube. The cell



suspension was layered onto a Ficoll gradient (Ficoll Paque Premium,
GE Health Care) and centrifuged at 450 x g for 15 minutes at 4°C.
The white buffy coat was aspirated and washed at 1500 rpm for 5 min.
The lymphocytes isolated subsequently were inoculated in primary
CEF cultures that were 80% confluent, one of the cultures was a
negative control sham infected (0.5 ml DMEM). Infection dose was 6 x
10° spleen lymphocytes per well, 3 x 10° spleen lymphocytes per well
and 1 x 10° spleen lymphocytes per well (6-well plate). This allowed
the evaluation of different dilutions of the virus. The inoculated cells
were incubated at 37°C in an atmosphere with 5% CO2 and observed
daily using an inverted light microscope (Olympus CKX31) for
evidence of the cytopathic effect (CPE). Once the CPE was observed,
DNA was prepared from the cells, and PCR was performed for GaHV-

2 to confirm the presence of the virus.

7.5 Results

7.5.1 The histological lesions are compatible with Marek’s Disease.

A diffuse mononuclear infiltrate in the sciatic nerve was observed in birds with

clinical signs of MD (Table 15) (116).

The infiltrate was interspersed with areas of edema and degeneration of fibers
that is compatible with a highly virulent strain of MDV (Image 9). Severe cortical
thymus depletion reflected a state of immunosuppression. The apparently
normal birds had mild lymphoid infiltration in the sciatic nerve, which is
considered a sign of MD but, because of its low grade, it does not generate
neurological signs or paralysis of the legs (117). In the spleen and thymus no

significant changes were evident.



Tabla 15. Histological findings in birds with clinical signs of Marek's Disease.

Bird' Organ Findings?

001 Sciatic nerve Diffuse lymphocytic neuritis, vasculitis, associated with paralytic changes.

Abundant heterophils.

002 Sciatic nerve Multifocal mononuclear infiltration and edema.
003 Sciatic nerve Diffuse and multifocal mononuclear infiltration
004 Sciatic nerve Diffuse lymphocytic neuritis
Thymus Severe cortical depletion, lymphoid atrophy.
Sciatic nerve Multifocal limphocytosis.
005 Liver Dilated bile duct.
006 Sciatic nerve Multifocal lymphoid aggregates
007 Sciatic nerve Difuse lymphocitic infiltrate
008 Sciatic nerve Difuse and severe neuritis
009 Sciatic nerve Mild neuritis.

' Identification number of the samples. 2 Description of the lesions found in the histological

analysis.

Image 9. Lymphoid infiltrate in sciatic nerve of a bird with clinical signs of MDV in different
magnification. HyE stain. A. Sciatic nerve. Severe and diffuse mononuclear infiltrate was
observed. Lymphocytes (F) are seen as basophilic cells with large round nucleus. Nerve fibers
stained eosinophilic. 40X magnification. Scale bar 100 pm B. Sciatic nerve. Severe diffuse
mononuclear infiltrate was observed. Edema areas between nerve fibers (D). 100X
magnification. C. Sciatic nerve. Severe and diffuse mononuclear infiltrates. Basophile nucleus
characteristic of monocytes (F) was observed. Those were located between nerve fibers.

Schwann cell nucleus (E). 400X Magnification. Scale bar 50 pm.



Immunohistochemistry with the antibody pp38 showed positive staining in the
cytoplasm of mononuclear cells (lymphocytes and macrophages), as would be
expected during the cytolytic phase due to the expression of the phosphoprotein
in these cells. This was indicative of active infection with Marek's Disease virus

(Image 10) (117).

Image 10. A. Section of thymus from a laying hen with clinical signs of MDV from Colombia.
Immunohistochemistry with PP38 antibody in formalin fixed tissue. Antibody binding (B) in
macrophages and lymphocytes with some background staining observed in fibrous tissue. 20x

magnification. Scale bar 100 pm.

7.5.2 Genomic amplification of the 3 serotypes of MDV.

The standard PCR for the Meq gene (serotype 1, Figure 3 A) resulted in six
positive samples (31.57%), which were purified for subsequent sequencing.
Only two samples were positive for glycoprotein D (gD) gene PCR (GaHV-3).

All samples were positive for MeHV-1 (data not shown).
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Image 11. PCR amplification of the Meg gene from MDV clinical case of this study. A. Expected
band: 1148 (RB1B strain) or 1325 (CV/7988 strain). MW: Molecular weight marker 100 bp. C-:
negative control (PCR reaction mix with water). C +: Positive control (CEF infected with RB78
strain). DNA Blood samples in lines 1 to 7. Sample with two bands corresponding to strains with
long Meq Gene copy was observed (An insertion of 59 amino acids in the proline-rich region),
which is consistent with low virulent strains (2). Samples that have only one band lack this
insertion and are associated with increased virulence; 6 samples exhibit a single band. B. PCR
products of the 132 bp repeat segment. Positive Control: Rispens strain (8 bands). DNA Blood
samples in lines 2 to 8. Image was taken using an UV transilumitator with GelCapture

Acquisition Software.

A total of 94.7% (18/19) samples tested positive for GaHV-2 by gPCR, with an
average of 567 copies of viral genome per 10.000 cells (minimum 0.33 copies,
maximum 45953 copies). The GaHV-3 gPCR detected 2.3 copies per 10,000
cells in 94,7% of the samples. All samples were positive for MeHV-1 gPCR, with
an average of 47.79 copies (Table 16).

Table 3 shows comparative results between PCR and qPCR for each serotype,

demonstrating the high sensitivity of the gPCR to detect the virus.



Tabla 16 Comparative results between standard PCR and rtPCR.

GaHv-2' GaHV-3? MeHV-1*

Sample MDV-1gPCR PCR Meq PCR 132 pb PCR PP38 MDV-2 gPCR PCR gD GPCR HVT PCR HVT
SJA9 126,01 Negative Positive Negative 5,81 Negative 139,81 Positive
SJA5S 12,95 Positive Negative Negative 0,55 Negative 8,69 Positive
SJA2 23,66 Negative Positive Negative 0,19 Negative 66,08 Positive
SJ15S 0,33 Negative Positive Negative 0,09 Negative 1,10 Positive
SJA4 2,88 Negative Positive Negative 1,99 Negative 8,60 Positive
SJ14S 6,27 Negative Negative Negative 0,72 Negative 6,98 Positive
SJA6 21,53 Negative Negative Negative 1,05 Negative 23,12 Positive
SJ11S 3,67 Positive Negative Negative 1,10 Negative 4,78 Positive
SJA8 4,81 Negative Negative Negative 2,43 Negative 22,02 Positive
SJA3 39,76 Negative Negative Negative 10,75 Negative 116,77 Positive
SJ17S 9,14 Positive Positive Negative 0,29 Negative 18,85 Positive
SJ10S 16,56 Negative Positive Negative 1,66 Negative 27,69 Positive
SJA7 19,39 Negative Negative Negative 1,02 Negative 23,69 Positive
SJ12S8 1,30 Negative Positive Negative 1,58 Negative 2,03 Positive
SJ16S 54,56 Negative Positive Negative 6,22 Negative 65,11 Positive
SJ13S 9,87 Positive Negative Negative 2,02 Positive 4,15 Positive
SJH1 45953,06 Negative Positive Negative 10627,37 Negative 929006,69 Positive
SJH2 1707,44 Positive Positive Positive 255,54 Positive 37,39 Positive
SJA1 253,20 Positive Negative Negative 0,17 Negative 236,70 Positive

The table shows the results of Real — Time PCR expressed in genome copies of MDV per 10,000 cells and the PCR. ' MDV Serotype 1 detection . 2 MDV
Serotype 2 detection. 3MDV Serotype 3 detection . * PCR for Meq gene



7.5.3 The GaHV-2 strain is highly virulent according to its repeating pattern of

132 bp.

A total of 10 blood samples (59%) from birds with clinical signs of MD were
positive for the BamH1-H — BamH1-D 132-bp PCR, 8 of these showed only 1
band, which is associated with high pathogenicity (Figure 3 B). Two samples
showed a 1000 bp band that might be associated with less pathogenic strains.
This result suggests that there is more than one strain affecting the flock but

that the highly virulent strain predominates (156,200).

7.5.4 Meq gene mutations confirm the presence of a highly virulent strain

(vw+MDV).

The deduced amino acid sequence of the Meqg gene for UdeA-2013CO strain
(339 aa) was aligned with high and low virulence strains isolated in different
geographical regions and several vaccine strains (Table 17). UdeA-2013CO
strain, isolated from the clinical case reported in the farm, has point mutations in
the proline-rich region: P176A, P217A and P233L. These exchanges in the
second position of proline (PXPP) are associated directly with highly virulent
strains. Unique substitutions in P233L and L258S were detected in UdeA-
2013CO strain; these specific mutations have not been reported so far in any
strain isolated in other geographical regions. It was found, by BLASTn

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast), that the UdeA-2013CO strain had 99%

identity with strains isolated in China during 2006-2008 (263)
(LDH: HQ658614.1; G2: AF493556.1; LHC4: HQ658618.1). The UdeA-2013CO
strain has also a substitution E77K, which has been associated with strains of

low virulence (263).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343796235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KUZFX54H01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19852094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KUZFX54H01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343796243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=KUZFX54H01R

Tabla 17. Amino acid substitution in the Megq protein of GaHV-2 strains.

Identification Amino acid position in the Meq protein of MDV

Strain Pathotype Code? 71 77 80 93 115 119 153 176 180 217/276" 233 258 277/336  283/342  320/379
UdeA-2013CO Vv+MDV A’ E Y Q A C P A A A L S L A |
cu-2 mMDV AY362708 S E D Q \ C P P T P P L L A |
567 vMDV AY362709 A E Y Q \ R P P T A P L L A |
571 vMDV AY362710 A E Y Q A C P H T P P L L A |
573 vMDV AY362711 A E Y Q A C P H T P P L L A |
6172 vMDV AY262712 A E Y Q \ R P P T A P L L A |
JM vMDV AY243331 S A D R A C P P T P P L L A |
6607 v+MDV AY362726 A K D Q \ R Q A A A P L P A |
686 w+MDV AY362727 A K D Q \ R Q A A A P L P A |
NEW vw+MDV AY362719 A K D Q \ R Q A T A P L L \Y T
RL vw+MDV AY362720 A K D Q \ R Q A A A P L L A |
TK vw+MDV AY362721 A K D Q \ R Q A A A P L L A |
U vw+MDV AY362722 A K D Q \ R Q A A A P L P A |
w vw+MDV AY362723 A K D Q \ C P P T A P L L \ T
X vw+MDV AY362724 A K D Q \ R Q A A A P L L A |
643p vwMDV AY362716 A K D Q \ R Q A A A P L F A |
RB1B vwMDV AY243332 A K D Q \ C P P T P P L L A |

Amino acid position in the Meg Protein. The unique changes of the UdeA-2013CO Strain are showing in red 'Position according to the isoform: long or short

Meq gene. 2 Accession number in the NCBI. * Amino acid’s code.



7.5.5 The UdeA-2013CO strain was clustered with vv+ MDYV strains.

The phylogenetic relationships, based on the alignment of Meq gene sequences
inferred by the neighbor joining method, identified four monophyletic clusters:
Group | including Chinese isolates, Group Il comprising Australian isolates,
Group IV including attenuated strains and Group |l encompassing virulent, very
virulent and hypervirulent strains. The UdeA-2013CO strain, clustered with

hypervirulent strains within Group Il (image 12).
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Image 12. Phylogenetic relationships between 41 GaHV-2 strains based on Meqg gene

sequences. The phylogenetic tree was inferred by the Neighbor Joining Method. Strain name,

pathotype, year of isolation, country of origin and GenBank accession numbers are indicated in



the tip labels. Numbers at the nodes are bootstrap values for the clade. UND: undetermined

pathothype. The analysis was performed in MEGA 6

7.5.6 The cytophatic effect in cell culture is characteristic of MDV GaHV-2.

Formation of plaques in the monolayer with the presence of large round cells
was observed 5 days post inoculation in all 9 wells inoculated with the 6 x 10°
and 3 x 10° lymphocytes, those plaques are characteristic of Herpesvirus
(Image 13). PCR was performed for the Meqg gene to confirm the presence of
the genome of the GaHV-2 in the harvested cells, with a positive PCR result for

all samples showing CPE (data not shown).

A

Image 13. Virus isolation in chicken embryo fibroblast. A. Mock. Intact monolayer. Confluent

cells. B. Cells inoculated with 6 x 10° spleen lymphocytes 5 days pi. There are some plaques
characteristics of serotype 1. The photos were taken in inverted microscope. 100X

magnification.
7.6 Discussion

Despite the Colombian hatcheries implementing an intensive vaccination
program against MDV with the use of CVI988/RISPENS + HVT in 1-day old
chickens, poultry flocks still succumb to infection, with sporadic reported cases
of Marek’s disease like symptoms(12,263-265). MD is an oncogenic disease

that infects predominantly chickens and is estimated to cost $1-2 billion



annually to the poultry industry worldwide (184). It may be one of the most
severe viral diseases that is currently affecting the Colombian Poultry
production system. In this report, we present data demonstrating the isolation
and characterization of a very virulent strain of Marek’s disease virus for the first

time in Colombia.

The analysis of macroscopic and microscopic lesions found in the tissue
samples (thymus and sciatic nerves) suggested the presence of MD (13,24). In
the classical form of the disease, the nerves are mainly affected, and mortality
rates within a flock rarely exceeds 10-15% (172). In this case, the mortality
reached over 30% in 50 weeks, with no visible lesions or gross visceral
lymphomas. These findings suggest that the birds presented the classical form
of MD probably with secondary infections, which can explain the increase in the
mortality (4,7,9). MDV outbreaks reported worldwide present more commonly
with acute clinical forms of MD, whereby extensive visceral lymphomas, severe

depression and sudden death occur (23,172).

The immunohistochemical staining for the MDV pp38 protein in the thymus
showed abundant pp38 antigen, confirming the presence of MDV within the
lesions (266). According to Singh et al., 2012 (168), this protein is expressed in
all tumor stages of the disease, but Gimeno ef a/, 2005 (267), observed this
antigen widely during the cytolytic phase, where the processes of atrophy and
lymphoid depletion occur and can be explained by the reactivation some of
lymphoid cells in latent phase. In spite of the fact that virus antigens were not
detected by IHC, a cellular infiltration in nerves was detected in all the samples.
According to Lawn, 1979 (268), inflammatory changes in nerves are observed
as early as 5 days after infection, and can be present until the latent phase of
the disease. However no virus particles can be found in nerves at any time,

which supports our findings in the IHC. The infiltration in nerves also correspond



to lesions compatible withn MD as described in other studies

(13,23,117,145,244).

The presences of MDV DNA in the whole blood samples were also
demonstrated. The positive results that demonstrate the presence of MeHV-1
and GaHV-2 by PCR can be explained due to the use of recombinant vaccine
(HVT + IBD and Rispens) administered at the hatchery by the subcutaneous
route in 1 day old chicks. There were some positive samples for GaHV-3, which
corresponds to a natural infection with a non-virulent field strain. However, the
gPCR revealed high amounts of GaHV-2 in some samples of affected birds.
The GaHV-2 vaccine strain genome is quantifiable by gPCR in immune organs
as early as 7 days post infection, peaks by 28 dpi, but then gradually decreases
by 40 dpi, while the vwMDV strain can still be detected in peripheral blood and
tissues by 90 dpi and can cause tissue destruction, resulting in
immunosuppression (176). We found as much as 45.953 copies of viral GaHV-2
genome per 10000 cells, which is higher than expected in that age (<1000
copies) (120,190). It has been found that the number of copies of the genome is
low during the first days after infection, but rapidly increases at 14 days and
reaches its peak at 28 days (127), which explains why there were some birds
with low levels of GaHV -2, since the infection could be in the cytolytic phase
(approximately 7 dpi). Additionally the Rispens vaccine strain significantly
reduce the viral load of vv+ MDV in blood (215). Co-infection with other MDV
strains has been demonstrated and suggests that short-interval challenge
exposure and weak initial exposures may be important factors leading to
infection (185,269). There are also reports of an interaction between pathogenic
and vaccine viruses (215). Additionally, the BamHI-H PCR amplified a 434 bp
fragment (two 132 bp repeats), in 8 of 10 clinical samples indicating the
presence of virulent oncogenic MDV. The Rispens vaccine strain and non-

pathogenic strains have many copies of the 132 bp repeats and shows 6 to 8



bands. Based on the results found in this study it could be suggested that an
increase in the virulence of the field virus is involved in the present outbreak

(156,270).

Furthermore, it is thought that the increase in clinical MD cases from vaccinated
birds is attributed to an increased virulence of MDV strains (24,25). Birds
vaccinated with serotype 3 (MeHV-1) strains usually show clinical signs
attributed to vwMDV infection, while birds vaccinated with serotype 1 and 3
(GaHV-2 and MeHV-1) are susceptible to vw+MDV strains (2,25); this is in
agreement with our finding of a vv+MDV strain, that was isolated from birds that
had been vaccinated with serotype 1 (GaHV-2) and 3 (MeHV-1) at day 1 of age.
It is not clear why virulent pathotypes are able to break vaccine immunity (25).
GaHV-2 can cause disease in vaccinated chickens due to lowered protection or
reduced vaccine virus viability before the administration (inappropriate storage,
handling and administration) (150); even in well vaccinated chicks, the very
virulent strains of MDV could break through the protection provided by MeHV-1
and GaHV-2 vaccine immunization due to an immune failure caused by co-
infections with other pathogens like Chicken Infectious Anemia virus, Reovirus
and Infectious Bursal Disease Virus (230,271-273). Furthermore, viral evolution
or vaccine escape has been associated with the use of a multitude of vaccines
especially in situations whereby sterile immunity is not achieved (144). In
Colombia, the presence of MD in poultry flocks can be explained with the
emergence of a new virulent MDV strains (144), compounded with vaccine
mishandling and imperfect vaccination (274), or co-infection with
immunosuppressive agents (108,275). Nevertheless, the authors believe that is
the first report and demonstrate, with the use of molecular characterization
techniques, the presence of MDV in Colombian layer flocks and furthermore,

viral evolution that could lead to vaccine escape.



Because of this, blood samples were also screened by PCR amplification of the
Meq full-length gene. It has been described that oncogenic GaHV-2 strains
possess a unique basic protein called Meq (MDV EcoRI Q) encoded by the
internal repeat long and terminal repeat long regions (named IRL and TRL
respectively) (205); also it has been shown that point mutations and
polymorphisms in this protein are directly associated with virulence (163,174).
During the GaHV-2 infection, Meq protein is expressed in the transformed cells,
and is also associated with the latent phase. This leucine zipper protein (b-ZIP)
is located in the nucleus and nucleolus of infected cells; it blocks apoptosis,
induces proliferation and activates suppression type genes, these functions
being located in the Meq protein amino terminal region in a long block of
repeats of proline among the amino acid residues 146 and 252 (205,276).
Exchanges in this region are associated with pathotype: thus low virulence
strains have proline repeat regions (PPPP), whereas virulent strains present a
single exchange in the second amino acid from proline rich region (PA/Q PPP)
(174). The novel mutations that were found in three sites (176, 217: A and 253:
L) of Meqg gene of UdeA-2013CO, might suggest that this is a highly virulent
strain, although we did not find any changes at the position 153 that has been
reported by other authors in the very virulent strains (174). The finding of a
unique amino acid exchange in two positions of the Meqg gene from the field
virus circulating in this farm identify this as a different strain, similar to the
situation in countries such as China (277), where they have identified strains
with different characteristics in vaccinated birds (217). It is important to assess
whether this virus represents a new strain and if these results confirm a

continuing evolutionary shift of MDVs to greater virulence (12).

The causal agent of this outbreak was also confirmed by the virus isolation in
CEF. The cell cultures infected with splenic cells of sick birds showed CPE in

the monolayer compatible with MDV plaques (24,278,279) and was further



confirmed by PCR of the harvested cells. Although CKC or DEF are
recommended for MDV isolation (172), CEF are also used and shows the same
CPE like the other cultures, although the effect is observed later (5-6 daysafter
inoculation) (275,278-280). The UdeA-2013CO strain, isolated in the clinical
case reported in a commercial farm, clustered within group Ill and is genetically
closely related to hypervirulent strains suggesting that it could behave as the
hypervirulent strains based on the phylogenetic analysis of Meqg gene
sequences. The inclusion of strain UdeA-2013CO split Group Il in two
monophyletic clusters, one of them with a bootstrap support value of 89%
comprising virulent and very virulent strains and the second with a bootstrap
value of 59% encompassing hypervirulent strains and the Udea-2013CO
Colombian strain. The sequence of the sample allowed the authors to establish
that the outbreak was due to vv+ MDV (270). The virus contains changes in the
Meq protein very characteristic of pathogenic MDV and, together with the
presence of lesions in sciatic nerves, presence of genome of MDV, the quantity
of the virus in the samples and the previous history of mortality and vaccination

confirm the infection.

In conclusion, we demonstrated the presence and quantified the three
serotypes of MDV in the samples from birds with clinical signs in the Andean
region from Colombia. Furthermore, the presence of viral protein pp38 was
demonstrated in tissues and the histological lesions were consistent with
Marek’s disease. Additionally we confirmed that the clinical case was the result
of an infection with a highly virulent serotype 1 strain (vv+ MDV) because of the
predicted amino acid sequence analysis of Meq protein and phylogenetic
analysis of the strain. This study shows the results of the first molecular analysis
of MDV, and the first report of vv+ MDV field strain in Colombia suggesting that
these highly virulent strains of the virus are circulating in the country and could

be easily spreading by environmental conditions and biosecurity failures. The



results highlight the importance of determining the risk factors for virulence
evolution of MDV and consequently to develop control strategies which will
prevent the emergence of virulent strains (144). Application of the qPCR for
MDYV diagnostic in Colombia could significantly increase our understanding of
the epidemiology, spread, diagnosis and vaccine control of MD in our country.
The identification of the pathotypes is also necessary to establish the standards
in the biosecurity of the farms, and design control programs, like re-vaccination
and monitoring the levels of the virus spread during the critical age. Future
research should focus on verifying if the vaccines are effective against this vv+

MDYV strain.



8. Conclusiones generales.

Se puede afirmar que el MDV y el CIAV se encuentran circulando en las aves
de levante de algunas granjas del norte y oriente de Antioquia, y que hay
evidencia por histopatologia de inmunosupresion que pueden estar relacionada

con la co-infeccidon por estos virus.

En el caso del MDV se encontré que la dinamica de positividad por PCR para el
serotipo 3 durante el levante, es caracteristica de una cepa vacunal, mientras
que el serotipo 1 y 2 presentan un comportamiento asociado a infeccién de
campo. El patron de bandas en la PCR indica que hay diferentes cepas
circulando en las granjas, tanto de caracter atenuado virulento, y que circulan
junto con el virus vacunal, por lo que probablemente no causan enfermedad

pero si permite la evolucion del virus hacia patotipos mas virulentos.

El hecho de encontrar que los 3 serotipos del MDV, tanto de patotipos
atenuados como virulentos, circulan en las granjas durante el levante, ademas
del CIAV, es una alarma para los productores, ya que indica que las aves estan
siendo expuestas a ambos virus posiblemente por fallas en los sistemas de
bioseguridad, ya sea en granja o en incubadora, haciendo que el virus infecte y
recircule, dandole la oportunidad de generar dafos en el sistema inmune que y

probablemente generando fallas en la vacunacion.

Las aves de traspatio resultaron positivas para ambos virus, en cantidades
elevadas, constituyendo un riesgo para las granjas comerciales, ya que actuan
como reservorio del virus de campo, y permiten su distribucion en otras zonas
ya que estan en contacto con aves silvestres las cuales pueden transportar las
particulas virales. Con las técnicas para el diagnostico estos agentes
normalizadas, es posible hacer un monitoreo de la vacunacion y determinar la

cantidad del virus vacunal y no vacunal presente en el ambiente, y de esta



manera realizar seguimiento a la vacunacion, verificar serotipos presentes en

la granja y evaluar una posible coinfeccion con virus de campo.

Se hace necesario realizar mas estudios de caracterizacion molecular y se
sugiere mejorar en las practicas de vacunacion, siempre basados en la
evidencia del agente, y optimizar las medidas de bioseguridad que no permitan
entrada ni salida de patégenos de las granjas. Ademas, es conveniente buscar
vacunas de tecnologia recombinante o DNA que no permitan que el virus se
convierta en patotipos mas virulentos, como lo ha venido haciendo los ultimos

40 anos.

Ya que no es factible la erradicacion de estos virus, debemos buscar un
equilibrio enzodtico, con el uso moderado de biolégicos y buenas practicas de
manejo, asi como un diagndstico adecuado, que genere informacién de
caracter epidemiolégico por zonas para ayudar a disefar los planes de

vacunacion.
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