AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL VIRUS
DE LA ENCEFALOMIELITIS AVIARIA EN MEXICO

Resumen

M. V. Z. MARIO A. MARTELL D."

A unos pollitos diagnosticados clinica e histopatologicamente como afectados con encefalomielitis
aviaria, les fue extraido el cerebro. Se hizo una suspension cerebral inoculando en el saco vitelino em-
briones susceptibles de 6 dias, encontrando las lesiones tipicas producidas por el virus de la encefalomie-
litis aviaria. Se realiz6 una prueba de sueroneutralizacion con antisuero especifico utilizando embriones sus-
ceptibles: se encontrd un indice de neutralizacion de 2.8.

Se reprodujo la enfermedad inoculando intracerebralmente a pollitos susceptibles, los cuales presen-
taron el cuadro clinico caracteristico: ademas se encontraron las lesiones histopatoldgicas clasicas de la
enfermedad en el cerebro, bazo, corazon, pancreas, molleja y proventriculo. Se reaisld el virus del cerebro
de estos pollitos por inoculacion en embriones susceptibles, observando nuevamente las lesiones.

La encefalomielitis aviaria (EA) (Van
Roekel et al., 1938), temblor epidémico o
temblor epizodtico, es una enfermedad de las
aves que afecta en su forma clinica a los po-
llitos durante la primera semana de vida. En
aves adultas suele presentarse en forma sub-
clinica (Guillon, 1961).

Esta enfermedad fue descubierta por Jones
(1932) en Nueva Inglaterra. EE. UU., en
una parvada de pollitos Rhode Island de dos
semanas de edad, desde donde comenzé a
extenderse por los estados de la Union Ame-
ricana. Se estudi6 en forma intensiva en el
Estado de Massachusetts, donde fue reprodu-
cida por inoculacion intracerebral en pollitos
susceptibles, sospechandose de un virus como
posible agente etioldégico (Annual Rep. Mass.
Exp. Sta., 1936, 1937, 1938, 1940, 1942,
1943). Para la reproduccién de la enferme-
dad se probaron las vias de inoculacién: sub-
cutanea, intramuscular, intracerebral e intra-
ocular; observandose que por via intracere-
bral se provocaba el 100% de infeccion
(Feibel et al., 1952). Posteriormente la EA
ha sido diagnosticada en: Australia. Canada.
Corea, Escocia, Holanda, Inglaterra (Van
Roekel, 1959), Francia (Guillon et al, 1961),
Japon (Ikeda et al., 1966) e Italia.

En México la EA se diagnosticé por pri-
mera vez en 1961 clinica e histopatologica-
mente (Rivera. 1961). En 1965 mas del 20%
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de los casos presentados en el Laboratorio
de Patologia Aviaria de la Escuela Nacional
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UN.A.M., fueron diagnosticados como EA.
basandose en su historia clinica y lesiones his-
topatologicas (Cuadra. 1966).

En 1966, Correa, del Instituto Nacional de
Investigaciones Pecuarias. S.A.G., México,
utilizando la cepa Van Roekel del virus de la
EA, inicié las pruebas de susceptibilidad del
embrion de pollo a este virus, basado en las
lesiones descritas por Jungherr et al., 1956.
Para este trabajo, Correa (1968), utilizé lo-
tes de huevo fértil procedentes de diferentes
regiones de la Republica Mexicana, encon-
trando un alto porcentaje de resistencia a la
enfermedad, por lo que pens6d que estaba
muy difundida en el pais.

Estos antecedentes nos condujeron a lle-
var a cabo el presente estudio con el fin de
aislar e identificar el agente etiologico de
esta enfermedad.

Material y métodos

De 5 pollitos clinicamente afectados por
E A se extrajeron los encéfalos. Estos fue-
ron triturados y guardados a menos 70°C..
en suspension al 20% en caldo nutritivo,
conteniendo 10.000 U.I. de penicilina y 2
mg. de estreptomicina por mililitro.

Ademas, se tomaron muestras de corazon,
higado, pancreas, riiién y proventriculo, las
cuales se fijaron en formol al 10% para so-
meterlas a examen histopatologico (en el cual
se encontraron lesiones tipicas de EA).
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Se adquiri6 un lote de huevo fértil de una
granja, que en 4 ocasiones habia resultado
susceptible a la cepa Van Roekel, de EA,
de acuerdo con el método de susceptibilidad
del embridn al virus. De la suspension cere-
bral de los pollitos afectados, se inocul6 0.1
ml. a 5 embriones susceptibles de 6 dias de
edad via saco vitelino. Después de inoculado
fueron revisados diariamente con un ovos-
copio, desechando los muertos. Los sobrevi-
vientes fueron sacrificados a los 19 dias de
edad, procediendo asi durante 6 pases suce-
sivos. En cada ocasion se colectaron los ce-
rebros de los embriones afectados y se tritu-
raron, guardandose a menos 70°C. una sus-
pension al 20% de cada lote.

Con el fin de reproducir la enfermedad
con la cepa aislada, 70 pollitos provenientes
de la misma granja fueron inoculados intra-
cerebralmente con 0.05 ml. de la suspension
original de encéfalos, diluida al 1:10. Se de-
jaron 20 pollitos como testigos inoculados con
una suspension al 10% de encéfalo de un
pollo aparentemente sano. De los pollos afec-
tados después de la inoculaciéon, se tomaron
muestras de higado, corazén, bazo, rifidn,
molleja y proventriculo para su examen his-
topatolégico; también se extrajeron cerebros
con los cuales se hizo una suspension al 10%
en caldo nutritivo con antibidticos que fue

inoculada a embriones en la forma sefialada
con anterioridad. La sueroneutralizaciéon se
efectu6 de acuerdo al método B, utilizando
huevo fértil procedente de la granja libre de
EA. El virus empleado fue una suspension
al 20% de cerebro de embrion en su 6° pase.
El suero conocido fue proporcionado por el
National Animal Disease Laboratory de
Ames, lowa, EE. UU.

La prueba de sueroneutralizacion fue he-
cha abarcando las diluciones de 10-1 a 10-7.
Después de mezclar virus con el suero cono-
cido y con caldo nutritivo, se dejaron incu-
bar durante 1 hora y media a temperatura
ambiente y se inocularon de 6 a 8 embrio-
nes por dilucion. Todos los embriones que
murieron fueron desechados.

Los titulos obtenidos fueron calculados de
acuerdo con el método de Reed y Muench
(1938) y los resultados expresados como el
antilogaritmo de la dilucion.

Resultados

A los 20 dias de la inoculacion intracere-
bral, los pollos comenzaron a manifestar el
primer signo de la enfermedad que consis-
tia en ligera ataxia que hacia que se senta-
ran sobre sus tarsos. Posteriormente esta al-
teracion se acentuaba y seguia una postra-

Fig. 1. Postracion en decubito costolateral de los pollos inoculados intracerebralmente con la cepa aislada
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Fig. 3. Hiperplasia linfoide en el proventriculo.
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Fig. 4. Hiperplasia linfoide en tejidos hepatico

L - . k.

Fig. 5. Infiltracion linfocitica entre los hoces musculares de lo fibra cardiaca da las av3s inoculadas.
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cion en decubito costolateral. con espasmos-
musculares en cabeza y cuello (Figura 1).
La mayoria de las aves afectadas presenta-
ron ataxia, dato que concuerda con el obte-
nido por Van Roekel en 1959. Algunas de
las aves mas afectadas se sacrificaron, reco-
lectandose cerebro, rifién, corazén, higado,
molleja, bazo y proventriculo que al examen
histopatoldgico presentaron las lesiones tipi-
cas producidas por el virus de la E A (Fi-
guras 2. 3, 4, 5). Ninguno de los animales
testigos mostrd signos encefalomieliticos du-
rante los 3 meses de observacion.

Los embriones inoculados con la suspen-
sion cerebral de los pollos afectados presen-
taron: paralisis, rigidez, ligero enanismo y
distrofia muscular, lesiones descritas como
producidas por el virus de la E A (Jungherr
et al, 1956).

En el Cuadro 1 se puede observar que la
inoculacion del virus-caldo dio un titulo de
10> y que la mezcla virus-suero el titulo
obtenido fue de 10-’, encontrando un indice
de sueroneutralizacion de 2.8.

CUADRO 1
Mgter_lgl Emb. afecta- DI 50%
dilucion dos/sanos

Virus — caldo

nutritivo
10-1 5/5
10-2 5/5
10-3 6/6
10-4 6/6
10-5 7/8 10->%
10-6 2/7
10-7 0/6

Virus — suero
10-1 5/5
10-2 5/5
10-3 3/6
10-4 0/7 10-
10-5 0/6
10-6 0/5 10-
10-7 0/6

Discusion

Todas las aves inoculadas con la suspen-
sion cerebral de los pollos diagnosticados
clinica e histopatoloégicamente afectados con
EA, manifestaron signos tales como ataxia,
ataxia y espasmos musculares en cabeza y
cuello, signos que comprobaron la repro-
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duccion clinica de la enfermedad. El resul-
tado del examen histopatologico represento
la réplica de las lesiones producidas por el
virus en los pollitos enfermos y junto con el
reaislamiento del virus a partir de los cere-
bros de los pollos inoculados, se cumplieron
los postulados de Koch.

El resultado de la sueroneutralizacion re-
presentd la caracterizacion del agente etio-
logico.

Las caracteristicas de la cepa aislada di-
fieren de la cepa Van Roekel (VR) en pe-
riodo de incubacién; mientras la cepa VR
produce la enfermedad por via intracerebral
desde los siete dias posteriores a la inocu-
lacion (Batalla. 1968) con la cepa aislada
en este estudio se observaron los primeros
signos a los 20 dias, diferencia que puede
deberse a la adaptacion que tiene la cepa
VR después de 120 pases intracerebrales en
pollos.

El cuadro clinico de los pollos inoculados
con esta cepa, asi como el viscerotropismo
son similares a lo descrito por Van Roekel
(1959). Es evidente que la E A existe en
México desde hace tiempo y esta bastante
difundida. En el laboratorio de Patologia
Aviaria de la UN.A.M., se han recibido aves
afectadas de EA de los Estados de: Sinaloa.
Sonora. Durango, .Nuevo Leoén, Tamaulipas,
Jalisco, Querétaro. Guanajuato, Estado de
México, Morelos, Tlaxcala, Puebla, Guerre-
ro, Hidalgo, Veracruz y Distrito Federal.
Esto corrobora la amplia difusiéon de esta en-
fermedad en México.

Conclusiones

El aislamiento del agente etiologico de la
encefalomielitis aviaria en casos de campo,
la reproduccion de la enfermedad en anima-
les susceptibles, el reaislamiento del virus y
la identificacion seroldgica, corroboraron los
antecedentes clinicos e histopatologicos co-
municados por Rivera y Cuadra y los traba-
jos de susceptibilidad del embrion de pollo
al virus Van Roekel desarrollados por Co-
rrea (1968).

Summary
The diagnosis clinical and histopathologi-

cal of aviary encephalomyelitis (A E) was
made in a flock of chickens. A pool of their
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brains was inoculated intracerebraly into
other chickens and in these typical clinical
and histopathological lesions were found in
brain, spleen, gizzard, heart, pancreas and
proventriculus. The A E virus was isolated
from brain of these chickens.

A serum neutralization test was done, using
susceptible chicken embryos and a serum
neutralization Index at 2.8 log. was noted.
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