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NOTA DE INVESTIGACION

INFORME PRELIMINAR DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS PRECIPITANTES Y
AISLAMIENTO DEL VIRUS HERPES DE LA ENFERMEDAD DE MAREK EN MEXICO

_Después de los primeros
aislamientos del virus de Ia
Enfermedad de Marek (EM)

cultivos celulares (Churchill y
Biggs, 1967; Solomén et al.
1968) muchos investigadores
han notificado el aislamiento
de cepas del virus de la EM,

entre otros Rispens, Van Vloten y
Maas (1969) en Holanda Settnes

1970% en Dinamarca y Smith vy
Conckley (1970) en Australia.
ElI agente etioldgico es un

virus asociado a las células
que al ser inoculado en
monoestratos celulares desarrolla
efectos citopaticos tipicos; estas
dos caracteristicas sirven como
criterio para considerar el
aislamiento del virus de la EM
(S$BKOWSK' Mikami y Reynolds,

Chubb y Churchill (1968) sefialaron
que la técnica de precipitacion en
agar, es util para detectar
anticuerpos precipitantes contra
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la EM en los sueros de pollos de
parvadas comerciales.

El objetivo de este trabajo fue
detectar en México anticuerpos
contra la EM mediante la técnica
de precipitacion en agar gel y el
aislamiento del virus de esta
enfermedad en cultivos celurares.

Material y métodos

Cultivos celulares;

Para el aislamiento del virus
de la EM se utilizaron
Ffibroblastos de embrién de
pato. Las células se obtuvieron
tripsinizando embriones de pato
de 12 dias de incubados,
(Schat, en prensa 1971). Se
cultivaron en cajas de Petri 3/
de 60 X 15 mm a una
temperatura de 39°C con 5% de
CO, Yy con una humedad
aproximada de 95%. Cuando se
tenfan monoestratos completos,
normalmente después de 1 dia
de incubacién, el medio de
crecimiento se reemplazé por
un medio de mantenimiento.

El medio de crecimiento, compuesto de
450 ml de medio 199 4/, 29 ml de
bicarbonato de sodio al 2.1%, 18 ml de
suero de temera 4/, 0.5 ml de solucion
concentrada de vitaminas 5/. Por cada
mililitro de medio se agregaron 500 U.I.
de penicilina, 0.5 mg de Estreptomicina
y 5 u g de Pimafucine 6/. El medio de
mantenimiento compuesto de 200 ml
del medio F 10 4/, 160 ml del medio
199, 75 ml de Iiquido amniético de
bovino 4/, 20 ml de caldo fosfato
triptosa, 25 ml de bicarbonato de
sodio al 2.1%, asi como las mismas
cantidades de suero, antibidticos
y vitaminas empleadas en el medio de
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crecimiento (Rispens, Van Vloten y
Maas, 1969).

Preparaciéon del inéculo:

Se colectd sangre de 8-12 aves
de las granjas que resultaron
positivas _ a la prueba de
precipitacion en agar gel,
utilizando como anticoagulante
citrato de sodio al 3.8%. Las
muestras fueron lavadas Yy
centrifugadas con solucioén
salina buferada fosfatada (SBF

con pH 7.6 se decanté e
sobrenadante cuidando de no
retirar los leucocitos y se
inocularon los monoestratos con

1 ml del sedimento.

A las 24 horas de 1incubacién
después de la inoculacién, los
cultivos se lavaron varias veces
con la SBF para retirar |los
restos de sangre y finalmente se
agregd el medio de mantenimiento.

Con el Ffin de continuar el
cultivo de los monoestratos, a
los 6 y 12 dias de incubacién se
tripsinizaron los cultivos y las
células fueron pasadas a otras
cajas de Petri con medio de
crecimiento; 24 horas después,
cuando ya se habia formado el
monoestrato, el medio de
crecimiento fue reemplazado por
un medio de mantenimiento.

Colecciéon de los sueros:

Se colectaron 50 sueros de aves
de cada granja de reproductoras
y sé conservaron a una
temperatura de -20°C hasta el
momento de ser utilizados. Se
muestrearon granjas en
diferentes zonas del pais.

Antigeno utilizado:

El antigeno fue preparado
siguiendo la técnica de
Chubb y Churchill (1968).

Prueba de precipitacién en
agar gel.

Se utiliz6 1% de agar en una
solucion buferada de fosfato de
sodio y 8% de cloruro de sodio con

pH de 7.4, (Okazaki, Purchase vy
Noll, 1970), con la diferencia dé
que los diametros de las

perforaciones, fueron de 5 mm y la
distancia entre cada perforacion
también fue de 5 mm. Después de
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dos y tres dias de incubacidn
a una temperatura aproximada
de 20°C, con un alto grado
de humedad, las [lineas de
precipitacion  fueron observadas
utilizando luz natural u otra
fuente de luz intensa.

Resultados y Discusion

De los 750 sueros investigados
procedentes de 15 granjas de
reproductoras con cada uno de
los cuales se practicéo Ila
prueba de precipitacion en
agar gel. Los sueros de una
granja resultaron negativos a
la prueba, en los de las otras
14 se encontraron porcentajes
variables de sueros con anticuerpos
contra la EM. Con el objeto de
saber si los anticuerpos detectados
correspondian a cepas patdgenas o
apatogenas del virus de EM, de cada
granja se obtuvieron datos sobre la
incidencia de aves con signos de
esta enfermedad. (Cuadro 1) .

Al colectar sangre citratada de
las aves de las granjas 71-1,
71-10 y 71-12 fueron posible
aislar virus que produjeron
lesiones citopiticas con focos
de células refractiles y
células gigantes con abundantes
nucleos, estas lesiones tipicas
son producidas por el virus de
la E M, (Solomén et al., 1968).
Los virus aislados tienen la
caracteristica de estar
asociados a las células, ya que
cuando se inoculdé monoestratos
con el medio de cultivo libre
de células, procedente de
monoestratos afectados, no fue
posible reproducirlos.

Los tres agentes aislados, tienen

las caracteristicas del virus
Herpes de la EM (Bankowski,
Mikami y Reynolds, 1970) y en

combinacién con la presencia de
anticuerpos cFrempltantes contra
la enfermedad, confirman que este
virus_ se encuentra ampliamente
distribuido en México.

La presencia de anticuerpos
contra la EM en las aves de las
granjas, iIndependientemente de
la presencia de problemas con
esta enfermedad,



CUADRO 1

Relacion entre la presencia de anticuerpos y la mortalidad por
enfermedad de Marek en granjas reproductoras

Granja Localizacio6n % de Positivos Problema de
de Marek en
la granja
71 - 1 Edo. de México 66 ST
71 - 2 Sonora 33 No
71 — 3 Sonora 10 No
71 — 4 Jalisco 33 Si
71 — 5 Edo. de México 0 No
71 — 6 D. F. 11 No
71 — 7 Edo. de México 25 Si
71 — 8 Edo. de México 62 No
71 — 9 D. F. 33 St
71 — 10 D. F. 35 No
71 — 11 Puebla 53 Si
71 — 12 Puebla 79 Si
71 — 13 Puebla 77 ST
71 — 14 Nuevo Ledn 61 No
71 — 15 Nuevo Ledn 58 No
ggnfirman los V{e%ultadosM de with Marek®"s disease and the
1spens, van oten |y aas presence of precipitin
1969 en Holanda. Para - - . - -
eter%inar la patogenicidad de antibodies, Avian Dis., 14:
las cepas aisladas, es 723-737.

necesario Inocular en pollitos _
de un dia de edad lo cSal sera Chubb, R.C. and A.E. Churchill,

%labS%%9UIEQ}§te pﬂfopoé¥%il?§gg 1968,  Precipitating antibodies
de qué uno de éstos posea baja 3gioc§gged ngz?7 Marek®disease,

patogenicidad, por lo cual se

odria utilizar para hacer una - -
eacuna,experimen%al,_siguiendo Churchill, A.E. and P.M. Biggs,
la técnica descrita por 1967, Agent of Marek"s disease
Rispens et al. (1971). La mas in tissue culture, Nature., 215:

rometedora es 1la _cepa PA-3, -
gislada de la granja %1710 en 528-530.

E! cual se observo la Okazaki, W., H.G. Purchase and L.

B?Sﬁ?g?{gntescﬁk el ggg%cggr gg Noll, 1970, Effect of different
aves_ y que ademas es una conditions on precipitation in
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o Dis., 14:532-537.
Agradecimientos: Rispens, B.H., J. van Vloten and
Se agradece la colaboracion H.J.L. Maas, 1969, Some
del Dr. G. Bijlenga en la virological and  serological
gsei?uldli%)a(:lon de este observations on Marek"s disease:

a preliminary report, Br. Vet.
J., 125: 445-453.

Literatura citada Rispens, B.H., K.A. Schat, J. van

Bankowski, R.A., T. Mikami and Vloten y H.J. Maas, 1971,
B. Reynolds, 1970, The Investigaciones recientes sobre
relation between i1nfection la enfermedad de Marek en
of chickens Holanda, Téc. Pec. en Méx., 18:

74-83.

39



Settnes, O0.P., 1970, _Isolation
of a herpes-type virus from
chickens with acute Marek"s
disease _ in Denmark, _ Acta.
path. Micr. scand Section B,
78: 495-503.

Smith, V.W. and W. Conckley,
1970, Isolation of infectiva
agents from cases of Marek"s
disease in poultry, Aus. Vet.
J., 46:184.

40

Salomé6n, J.L., R. L. Witter,
K. Nazerian and B.R,
Burmester, 1968, Studies on
the etiology of Marek"s
disease. 1. Propagation of
the agent in tissue-culture,
Proc. Soc. Exptl. Biol.
Med., 127: 173-177.



