DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
DE MAREK EN LAS AVES

RESUMEN

En el diagnostico de la_enfermedad de Ma-
rek de las aves, se demuestra la importancia del
método histolégico, mediante el estudio de la in-
filtracion linfocitaria en nervios cidticos.

~ Se estudia el comportamiento del agente
etiologico de la enfermedad sobre membrana
corio-alantoidea de huevos embrionados de 19
dias, inoculados con virus de campo y el efecto
citopdtico del virus vacunal en cultivos celulares
de fibroblastos de embrion de pollo.

INTRODUCCION

En 1907, Marek describié por primera vez
una afeccion en pollos jovenes a la cual denomi-
no polineuritis. Esta se caracterizaba por cojera,
tumefaccion variable en nervios periféricos y
raices espinales causada por infiltraciobn mono-
nuclear (4).
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Posteriormente se complemento el reporte
de Marek, al demostrarse que las lesiones no es-

- taban restringidas a nervios periféricos y nervios

espinales, sino que éstas eran frecuentemente
acompanadas de ceguera, paralisis y que las lesio-
nes extraneurales incluian linfomatosis visceral
asi como infiltracion del iris y del cerebro (5).

El descubrimiento y la reproduccién en te-
jido ‘celular del grupo B herpes virus, como el
agente etiologico de la enfermedad, se lograron
casi en forma simultdnea por Churchill & Biggs
(1967) en Gran Bretana y Nazerian et al. (1968)
en los Estados Unidos (5).

Tal vez, el resultado practico mas importan-

te fue la atenuacion del virus y la utilizacion exi-
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tosa de este virus atenuado como vacuna contra
la enfermedad de Marek.

La transmision horizontal quedd compro-
bada cuando se descubrio que el virus se repro-
duce y alcanza su completo estado infeccioso en
el epitelio del foliculo plumifero (5).

Solomon et al. (1970) aportaron una fuerte
evidencia contra la transmision vertical, basando
sus observaciones en un estudio en tejidos de
embriones y pollos recién nacidos, en los cuales
no fue posible aislar el virus y tampoco se obser-
v6 lesion alguna, macro o microscopica en ner-
vios periféricos (9).

Se ha demostrado que el Gallus domesticus
es el mas importante huésped para el virus de
Marek y que la afeccion es rara en otras aves. La
infecciobn natural aparece entre el segundo y
quinto mes y va desapareciendo conforme la
parvada alcanza su madurez sexual.

Este virus herpes puede provocar una va-
riedad de reacciones histologicas observables cli-
nicamente, todas de caracter linfoide: neural,
ocular, cutanea y visceral. Cuando la lesion es
predominantemente visceral, sin compromiso
macroscopico de nervios, se habla de “Enferme-
dad de Marek Aguda’, mientras que la forma en
la cual el compromiso neural predomina, se de-
nomina “Enfermedad de Marek Clasica”, carac-
terizada por paresia progresiva y luego completa
paralisis de una o mas extremidades, debido a
que uno o mas nervios del cuerpo pueden estar
afectados.

Una actitud particularmente caracteristica
es aquella en que el ave tiene una extremidad
extendida hacia adelante y la otra hacia atras,
como resultado de la lesion virica en nervio cia-
tico ().
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El incremento de la enfermedad de Marek
en Costa Rica durante los dos ultimos anos, re-
portado por Fonseca (1979), atribuido a la posi-
ble falla en el manejo de la vacuna y las sensibles
bajas que sufren los lotes afectados durante el
desarrollo, constituyeron los motivos para la rea-
lizacion del presente trabajo, utilizando el méto-
do de diagnostico histopatologico, intentando
ademas el aislamiento virico en huevos embrio-
nados y lineas celulares, mediante la inoculacion
de un macerado de 6rganos. Se tomara como
patron para la interpretacion de las lesiones, el
efecto causado por la vacuna comercial en la
membrana corio-alantoidea y en la linea celular

(3).

MATERIALES

En la elaboracion de este trabajo, se requi-
ri6 de aves presentando la sintomatologia clinica
de la enfermedad de Marek, huevos fértiles, equi-
po de laboratorio para virologia e histologia,
ademas de los siguientes reactivos:

— Earle’s BSS (Earle, 1943) (7);
—  Solucion de Hanks (1x);

—  Solucion de LAHT (2x);

—  Solucién de Tripsina (0.25x%).*

METODOS
Se visitaron las diferentes granjas avicolas,
sobre todo aquellas donde se conocia la persis-
tencia del virus de Marek.
En dichas explotaciones se realizd6 una
exhaustiva anamnesis de las parvadas afectadas

y de su ambiente.

Se seleccionaron las aves mas representati-
vas del problema y se les practic6 un examen
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externo, extrayéndose una muestra sanguinea
para efectuar pruebas de aglutinacion frente a
los antigenos de Salmonella pullorum, Mycoplas-
ma gallisepticum y Mycoplasma sinoviae.

Posteriormente se sacrificaron las aves por
electrocucion, procediéndose luego a practicar la
necropsia, de acuerdo con el método descrito por
Canek and Witter (citados por Hofstad, ef al,
1978) (5).

El diagnostico positivo de la enfermedad se
llevé a cabo mediante histopatologia, segiin el
grado de infiltracion linfocitaria en nervio ciati-
co.

Preparacion de macerado de 6rganos. De acuerdo con los
resultados reflejados por la histopatologia, se
preparo estérilmente el macerado de organos (hi-
gado, pulmon, rindn y ovario), siguiendo el mé-
todo que a continuacion se detalla: pesaje de or-
ganos en una balanza eléctrica*; trituracién ma-
nual de los 6rganos en un mortero, agregando el
medio Earle en una cantidad correspondiente al
doble del peso total de las visceras, centrifuga-
cion en frio del macerado a 140 g., utilizando
una centrifuga eléctrica**; transvasacion del so-
brenadante a un tubo de ensayo que contiene
50 mg de sulfato de estreptomicina y 50.000 UI
de penicilina G-cristalina***, La muestra se de-
jo en reposo durante 30 minutos, procediéndose
a congelar el sobrenadante a —60°C.,

Método de inoculacion de embriones. La idnoculacion de
embriones se llevd a cabo siguiendo el método
de Cunningham (1971) (1). Utilizdindose 39

*

Mettler E. 2000, Mettler Instruments Corp., Switzerland.
s Dancon. (IEC DIVISION).

***  Glaxo Laboratories Ltd.
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huevos embrionados de 4 dias de edad a los
cuales se les inyecto 0,2 c.c. de macerado
de oOrganos en saco vitelino y 39 huevos de 10
dias de edad que recibieron 0,1 c.c. de macera-
do de organos en membrana corio-alantoidea.

Cuatro huevos de cada uno de los grupos
citados, fueron tratados previamente con vacu-
na Anti-Marek*, a una concentracion cuarenta
veces mayor a la recomendada para uso en avi-
cultura. Asimismo se utilizaron siete huevos
control para cada grupo, inoculandose éstos con
una cantidad equivalente de solucion de Hanks.

Técnica da cultivos celulares. Se aisld fibroblastos de
embrion de pollo para los cultivos celulares, si-
guiendo el método descrito por Prasad, et al
(1978) (8).

Los cultivos monocelulares fueron inocula-
dos con la misma vacuna Anti-Marek utilizada en
la inyeccion de huevos embrionados.

La vacuna fue reconstituida en 5 c.c. de
medio Hanks, utilizando 2 c.c. para un inoculo y
los 3 c.c. restantes fueron usados para preparar
un rango amplio de dilusiones de la vacuna, des-
de 10" hasta 1077.

De seis a ocho dias post-inoculacion de la
linea celular, se procedié a realizar un “‘pool”.
Las monocapas fueron sometidas a cambios de
temperatura de -60 a 572C para obtener la ruptu-
ra celular y con ello la liberacion del “‘virus”,
con el fin de realizar un nuevo pasaje de la vacu-
na. Este procedimiento se repitio tres veces**.

*

ASL, American-Scientific Laboratories, Madison, Wiscon-
sin, USA. Vacuna liofilizada, herpesvirus de pavo.
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RESULTADOS

En las aves que fueron seleccionadas para la
realizacion de este estudio, la sintomatologia
clinica mas evidente fue: retardo en el desarro-
llo, diarrea y dificultad locomotora, en unos ca-
sos con leve incoordinacion hasta la total parali-
sis en otros. Los resultados serologicos en todos
los casos fueron negativos,

A la necropsia, en dos de los siete casos cli-
nicos estudiados, se observo la forma visceral de
la enfermedad de Marek, con presencia de focos
tumorales en higado, rifién, bazo y sistema re-
productor.

Macroscopicamente solo en un caso se pre-
sentd engrosamiento de nervio ciatico, con pér-
dida de estriaciones y edema. El examen histo-
patologico de los nervios recolectados de estas
aves, mostrd diversos grados de infiltracion linfo-
citaria, desde lesion tipo A caracterizada por una
marcada infiltracion de células linfoblasticas y
de linfocitos, sin presencia de edema, hasta le-
sion tipo B, esencialmente inflamatoria y carac-
terizada por infiltracién difusa de pequefios y
medianos linfocitos y ocasionalmente, linfoblas-
tos con presencia de edema, de acuerdo con la cla-
sificacion propuesta por Calnek and Witter (cita-
do por Hofstad, et al, 1978) (5).

El efecto de la inoculacion del macerado de
organos en huevos embrionados, no fue constan-
te. Unicamente fue posible la observacién de una
formacion de apariencia quistica en una de las
membranas corio-alantoideas y pequefias pustu-
las en otras.

Posterior a la inoculacion con vacuna Anti-
Marek, tinicamente en uno de los huevos inocu-
lados se evidencid la formacion de tres pustulas
en dicha membrana.
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En monocapas de fibroblastos de embrion
de pollo, no se obtuvo ningilin efecto citopatico
caracteristico de un virus herpes.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La sintomatologia clinica de esta enferme-
dad, puede ser confundida con la de otras afec-
ciones de origen virico, bacteriano, parasitario o
carencial en las aves.

No se puede basar su diagnostico en las
lesiones macroscopicas del nervio cidtico, ya que
entre las aves a las cuales se les practico necrop-
sia, Gnicamente una presentd alteracion de este
tipo.

Asimismo, las formaciones tumorales en
visceras abdominales y toracicas, la hepato y
esplenomegalia, son comiin hallazgo postmortem
de otras enfermedades, constituyendo asi infor-
macion de poco valor para el diagnéstico de la
enfermedad de Marek.

Durante el presente trabajo, se logrd obte-
ner los mismos resultados que los encontrados
por Calnek and Witter (citados por Hofstad, et al,
1978) (5). La dificultad de llegar a un diagnosti-
co confiable por medio de un analisis macrosco-
pico nos hace concluir que la inica forma de ob-
tener -un diagnostico eficaz de esta enfermedad,
es por medio del analisis histopatologico para
determinar el grado de infiltracion del nervio
ciatico.

El no haber obtenido un patrén de referen-
cia a partir de la inoculacidén con vacuna Anti-
Marek en huevos embrionados, constituyo una
de las dificultades para interpretar las lesiones
de las membranas corio-alantoideas.

Sin embargo al comparar las membranas co-
rio-alantoideas de los huevos control con la de



los huevos inoculados con el macerado de orga-
nos, fue posible observar que en la mayoria de
los casos se evidencio alteracion de dicha mem-
brana.

El cultivo de fibroblastos de embrion de
pollo (F.E.P.), es considerado un medio adecua-
do para observar el efecto citopatico (E.C.P.) del
virus herpes (10).

A pesar de ello, no fue posible observar el
E.C.P. caracteristico del agente etiologico de la
enfermedad de Marek, que segiin Prasad and
Spradbrow en 1977, se caracteriza por la presen-
cia de células refractiles esféricas, sincitios de
varios tamanos, mostrando las células afectadas
un estado progresivo de degeneracion y lisis (8).

Los resultados negativos obtenidos con la
inoculacion de la vacuna comercial en huevos
embrionados y en linea celular, podrian relacio-
narse con varias causas que expliquen el incre-
mento de la enfermedad de Marek en Costa
Rica. Una de ellas podria ser el manejo inade-
cuado de la vacuna ya sea, durante su transporte
aéreo, en las aduanas, almacenamiento en las
plantas incubadoras y tiempo que transcurre
entre la dilucion y aplicacion del antigeno.

Tampoco se debe descartar la posibilidad
de que en el momento de la inoculacién existan
anticuerpos maternos circulantes capaces de neu-
tralizar la inmunizacion activa (2).

Ademas consideramos que el hecho de no
contar con huevos libres de todo germen patoge-
no (S.P.F.), pudo ser un factor de peso en los re-
sultados obtenidos.

Basados en los argumentos anteriores, se
hace evidente la urgente necesidad de establecer
en nuestro pais la titulacion sistematica de esta
vacuna antes de autorizar su comercializacion.

En futuros trabajos, recomendamos el uso
simultaneo de cultivos de rin6én de pollo parale-
lamente con F.E.P., debido a que los primeros
presentan una mayor sensibilidad al E.C.P. del
virus herpes de la enfermedad de Marek (10).

Ademas es recomendable intentar el aisla-
miento del virus de campo, en los dos tipos de
cultivos celulares, previamente inoculados con
macerado de 6rganos afectados.

Con el proposito de determinar si la inacti-
vidad de la vacuna radica en su manejo, deben
de realizarse estudios comparativos utilizando
vacunas procedentes de las incubadoras comer-
ciales y vacunas importadas en forma directa.

SUMMARY

The importance of histopathological tech-
niques in diagnosing Marek’s disease in birds, is
shown through studies of the linfocytic infiltra-
tion in sciatic nerves,

The effects of the etiological agent of the
disease in chorio-alantoid membrane of embrio-
nate eggs 19 days old inoculated with field virus
and the cytopathic effect of the vaccine virus in
celullar cultures of chicken embryo fibroblasts
are studied.
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