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ENFERMEDAD DE MAREK: II — Reproduccién experimental
de la enfermedad (%)

A. A. SCHUDEL (**)
M.E, ETCHEVERRIGARAY

RESUMEN

Se realizaron con éxito investigaciones tendientes a reproducir experimentalmente la
Enfermedad de Marek de las aves. Se obtuvieron 10 aislamientos caracterizados como
virus Herpes, a partir de material extraido de planteles comerciales con diagnéstico
patologico de Enfermedad de Marek y provenientes de diferentes puntos geogréificos
del pafs. En todos los casos el agente aislado demostrd una estrecha asociacion celular
y la reproduccion de la enfermedad se logrd facilmente con preparaciones celulares in-
fectadas. De dos de los aislamientos, FCV—6 y FCV—6, se obtuvo virus libre de ele-
mentos celulares, reproduciendo la enfermedad en aves y reaislando al agente en cultivos
celulares, En ambos casos el agente pasdé previo a la inoculacion por filtros de 450 mm
de didmetro de poro, pero fue retenido por filtros de 100 mm de didmetro.

MAREK’S DISEASE Il — EXPERIMENTAL REPRODUCTION

SUMMARY .
Through several experiments, MD was successfully transmited and experimental
reproduction achieved. Virus was isolated from 10 differents field outbreaks and main-
tained in cell cultures. In all cases MD infectivity for chickens was highly cell —associated
and the propag ation of the isolated agent to ckicks acomplished when cells were present
in the inoculum. From two isolates, FCV—5 and FCV—8, cell—free virus was obtained
from feather follicle and MD successfully reproduced. The agent was not retuined by
450 mm, membrane filters but no infecctivity was recovered after filtration through 100
mm filters. -

(*) Trabajo realizado en la Catedra de Virologia, Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP, 60 - 118,
La Plata, con subsidios N© 45691/70 del CNIC y T y 2109/70 de la CIC de la Provincia de Buenos
Aires.

(**) Miembro de la Carrera de Investigador Cientifico del CNIC y T.
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INTRODUCCION

Con el nombre de enfermedad
de Marek se describe una enferme-
dad infecciosa y linfoproliferativa
de las aves, conocida por un gran
numero de sinénimos (polineuritis
(9), neurolinfamatosis (11), para-
lisis de las aves, paralisis de Marek)
Es una enfermedad de etiologia
viral, infecciosa y contagiosa en
cuyo cuadro patologico intervie-
nen formas neoplasicas linfoides y
procesos inflamatorios con una ca-
racteristica predileccion por el sis-
tema periférico.

Causada por un virus Herpes
(7 17), de caracteristicas oncoge-
nicas ha sido recientemente aisla-
do en el pais (14). Produce seve-
ras pérdidas economicas en las
explotaciones comerciales de tipo
intensivo, caracterizandose por a-
fectar seriamente a las aves entre
8—20 semanas de vida, aunque
puede presentarse fuera de ese
lapso. Se reconocen dos formas
clinicas de la enfermedad clasica,
en la que predominan las lesiones

neurales y aguda, con tumoracio-
nes viscerales, esta ultima ha éx-
perimentado un notable incre-
mento en su incidencia conjunta-
mente con el desarrollo de méto-
dos de crianza intensivos.

La reproduccion experimental
de la enfermedad ha sido perfec-
tamente establecida por Calnek y
col. (4) y Nazerian y Witter (10)
utilizando filtrados libres de ele-
mentos celulares obtenidos de
foliculo de pluma. Trabajos pos-
teriores demostraron que el fo-
liculo de pluma es el sitio de re-
plicacion viral (3 ).

El objetivo central de nuestro
trabajo es la reproduccion de la
enfermedad con los aislamientos
realizados por nosotros en el
pais durante 1970—1972 (14 15),
y como objetivo secundario, eva-
luar de acuerdo al muestreo rea-
lizado las caracteristicas de los ais- !
lamientos en base a su patogene-
cidad experimental.

MATERIALES Y METODOS

Aves: Se utilizaron pollitos de
1 dia de edad de una linea comer-
cial, con anticuerpos maternales
contra Enfermedad de Marek.

Localizacién: Las aves de ex-
periencia se mantuvieron en un
cuarto con relativo aislamiento,
desinfectando luego de cada expe-

riencia, y trabajando con un ais-
lamiento por vez. Los controles
llevados en paralelo a cada expe-
riencia se criaron en lugares ale-
jados, con mantencion y perso-
nal de atencion diferente.

loma de muestras: Para el
reaislamiento del agente se pro-
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cedio segun (15). En los casos
en que se extrajo piel, se triturd
con tijera, homogeneizando luego
a 30.000 rpm. y resuspendiendo
en PBS pH 7,4 1/10 (peso/volu-
men), centrifugando posterior-
mente a 600xg 15’ y tomando el
sobrenadante se lo somete a dos
ciclos de sonicacion (30’ y 80 Kv)
filtrandolo finalmente a través de
membranas de 450 nm y 100 nm
de diametro de poro. *

Inoculum: Se utilizé 0,2 ml
de una suspension celular en PBS
tal como se describe en (15) por
via intraperitoneal a pollitos de un
dia de edad o a cultivos celulares.
Los* controles recibieron solo cé-
lulas sin infectar en PBS o bien
PBS solo en 0,2 ml de volumen.

Histopatologia: Todas las aves
muertas se examinaron histopa-
tologicamente (nervios periféricos,
higado, bazo, riion, bolsa de
Fabricius, gonadas y tumores).

Anticuerpos: Detectados por el
método de precipitacion en agar
segun (6).

Origen de los aislamientos:
FCV—1, de 7 pollas de postura del
partido de Munro, de 42 dias de
edad, con pérdidas estimadas en

un 8 ©/o y forma de presentacion
neural-visceral. FCV—2, de 6 po-
llas de postura de 14 semanas, de
Mar del Plata, con presentacion
clasica y mortalidad del 3 ©/o.
FCV—3, dé 16 aves de postura de
23 semanas de Concepcion del
Uruguay, con presentacion clasica
y pérdidas estimadas en un 3 ©/o.
FCV—4, de 8 aves de postura de
17 semanas de La Plata, con pre-
sentacion clasica y perdidas esti-
madas en 6 ©/o. FCV—5 de 7 po-
llos -parilleros de 9 semanas de ]a
Provincia dé Coérdoba, con presen-
tacion clasica de la enfermedad.
FCV-—6, de 6 pollas de postura

de 20 semanas de Pilar, con pre-
sentacion visceral y 8 ©/o0 de mor-
talidad. FCV—7, de 11 pollas de
postura de 26 semanas de La
Plata, con presentacion -clasica.
FCV—8, de 9 pollos parilleros de
17 semanas, de la zona de Pilar
con mortalidad de 18 ©/o y pre-
sentacion visceral. FCV—9, de 20
pollas de postura de 16 semanas,
de la zona Mar del Plata, con pre-
sentacion clasica. FCV—10, de 7
pollos machos parrilleros de 60
dias de Bahia Blanca con presen-
tacion clasica con lesiones neura-
les y viscerales.

RESULTADOS

La reproduccion experimental
de la enfermedad se intentd
con inoculum celulares y plasma,
CUADRO Nro. 1, sin embargo
la posibilidad de obtencién de
virus libre de elementos celula-
res a partir de piel de aves enfer-
mas se realizo con tres de nuestros

aislamientos (FCV—4, FCV-5 y
FCV—6). Tal como se detalla en
CUADRO Nro. 1, en los casos es-
tudiados se reaisld virus en culti-
vos celulares, se observaron lesio-|
nes macro y microscopicas y se
detecto la presencia de anticuer-
pos especificos en aves experimen-
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talmente inoculadas, resultando
negativos los intentos de aisla-
mientos en las aves utilizadas co-
mo controles.

A fin de reproducir la enfer-
medad por la inoculacién de
cultivos celulares infectados con
los agentes aislados, se inocularon
pollitos de 1 dia de edad por via
intraperitoneal con 2 x 106 célu-
las/ave en 0,2 ml de volumen. Los
resultados se presentan en el CUA-
DRO Nro. 2.

Para cumplimentar los postula-
dos de Koch y atribuir asi la co-
rrespondiente etiologia a nuestros
aislamientos, tomamos como pro-
totipos a dos de ellos, FCV—5 y
FCV—6, inoculando 10 aves con
0,5 ml de sangre heparinizada
de los aislamientos originales a ca-
da pollo por via intraperitoneal.
A las 12 semanas P.I. de las aves
que presentaban lesiones neurales
y viscerales mas severas se extrajo
piel y se proces6 segin Materia-
les y Métodos, inoculando por
via intraperitoneal 0,2 ml a po-
llitos de 1 dia de edad y cultivos
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celulares de fibroblastos de em-
brion de pato. Simultaneamente
se utilizd6 como control negativo
material procesado en la misma
forma extraido de pollitos de 1—7
dias no inoculados. Los animales
inoculados se mantuvieron en ais-
lamiento durante 17 semanas, rea-
lizando tomas de muestras en for-
ma semanal. Todas las aves muer-
tas durante el periodo experi-

mental se necropsiaron y estudia-
ron microscopicamente. A las 12
semanas P.I. se tomaron 2 pollos
con sintomas clinicos evidentes y
luego de sacrificados, se obtuvo

virus libre de células a partir de
piel en la forma ya descripta, ino-
culando pollitos de un dia de edad
y cultivos celulares, obteniendo en
ambos casos resultados positivos al
presentar los pollitos inoculados

lesiones macro y microscopicas de
E. de Marek y efecto citopatogé-
nico en cultivos celulares, no asi
con el material procesado como
control. Los resultados se deta-

“llan en el CUADRO Nro. 3.

DISCUSION

La estrecha asociacion celular
del agente etiologico de Enferme-
dad de Marek en cultivos celula-

res, dificulta la obtencion de re- .

sultados inequivocos que impli-
quen al agente aislado como la
causa etiologica de la enfermedad,
sin embargo todas las evidencias
aportadas en cuanto a aislamiento
y reproduccion de la enfermedad
in—vivo con filtrados libres de ele-

mentos celulares por este trabajo
y referencia a los resultados obte-
nidos por otros (1 3 4 10) nos per-
miten atribuir a nuestros aisla-
mientos relacion causal con la en-
fermedad.

Los 10 aislamientos realizados
presentaban la forma clasica de la
enfermedad, pese a la presencia
de lesiones viscerales en varios de
ellos. No podemos descartar que
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10 aislamientos luego de las
sbas experimentales (u-origina-
1ente) estuvieran constituidos
mas de una cepa (2 5), sin em-
10 observando nuestros resul-
»s podriamos inferir que to-
los aislamientos realizados a
epcion de FCV—6 y FCV-8
de baja patogenicidad. Datos
en cierta forma son corrobo-
> en el CUADRO Nro. 3,
de se parte de cultivos celula-
como inoculum.
.a obtencion de virus libre de
nentos celulares de foliculo de
na (4 10) tiene intima rela-
I con la transmicion de la
srmedad. En nuestro caso se
1y0 su obtencion sélo en algu-
de los aislamientos, pues la
1ica un tanto laboriosa sobre
0 en la obtencion de suficiente
erial libre de contaminantes
1 inocular sobre cultivos celu-

lares. La retencion de la infeccio-
sidad del material por filtros de
100 mm de diametro de poro co-
rrobotan datos obtenidos en otras
experiencias (8 5.15).

En los sucesivos pasajes de los
aislamientos FCV—6, FCV—8 y
FCV—9 es posible observar que se
mantienen las caracteristicas pato-
logicas de cada una de ellas pese
a los varios pasajes. El hallazgo de
anticuerpos en aves inoculadas con
cepas de baja o alta patogenici-
dad es constante, por lo que la
produccion de anticuerpos no es-
taria determinada por la patogeni-
cidad de la cepa. Las lesiones ma-
croscopicas y microscopicas halla-
das, no varian de las ya descriptas
por otros (12 13) sin embargo con
la cepa FCV—6 se observaron
severas infiltraciones nerviosas y
cambios degenerativs en Bolsa de
Fabricius a las 6—8 semanas P.I.

CONCLUSIONES

aves de planteles comerciales
'on diagnostico patologico de
ermedad de Marek se realiza-
10 aislamientos, que fueron
icterizados como virus Herpes.
material proveniente de piel
Vi - FCV5 - FCVE) se reaislo
s en cultivos celulares en
de se observaron lesiones ma-

y microscOpicas, y en aves
:uladas con estos materiales se

detectaron anticuerpos precipitan-
tes, siendo negativos los aislamien-
tos realizados con material del
lote de animales de control.

Los aislamientos de virus libre,
inoculacion en aves y el posterior
reaislamiento del virus en culti-
vos celulares nos permite atribuir
a nuestros aislamientos relacion
causal con la enfermedad.
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CUADRO Nro. 1

Detalle de aislamiento, materiales originarios, aislamientos en cultivo celular
y resultados de la inoculacion de ese mismo material a pollos B.B. de un dia de edad

AISLAMIENTO INOCULUM CULTIVOS CELULARES INOCULACION EN POLLOS CON-
- TROL
FEPo REP FEPa ANTIC. MORT. LMa LMi
FCV—1  Clasica Sangre + + + 6/6 3/10 4/10 10/10 0/5
V-N Heparinizada
FCV—2  Clasica Sangre NT + + 5/5 0/5 3/5 5/5 0/5
N Heparinizada
FCV—-3 Clasica Sangre Hep. + + NT 5/5 0/5 4/5 5/5
N Plasma - NT = 3/5 .0/6 0/5 0/5 0/5
FCV—4  Clasica Sangre Hep. NT + + 9/10 2/10 6/10 10/10
N Piel NT + + 4/4 1/10 7710 10/10 0/4
FCV-5 Clasica Sangre Hep. NT + 6/6 1/6 5/6 6/6
N Bazo NT + + 6/6 0/6 3/6 6/6 0/5
Piel + + 6/6 0/6 4/6 5/5
FCV—6  Clasica Sangre Hep. + + + 9/10 4/10  7/10 10/10
N-V Tumor + + + 10/12 6/12 8/12 12/12 0/6
Piel + + + 6/6 3/6 4/6 6/6
FCV—-7  Clasica Sangre Hep. NT + + 6/6 /10 6/10 10/10 0/5
N-V Plasma = = 0/6 0/6 0/6 2/5
FCV—8  Clisica Sangre Hep. + NT + 4/4 6/10 7/10 10/10 0/6
N-V Tumor + + 5/6 5/8 4/8 8/8
FCV—-9  Clisica Sangre + NT + 4/4 1/10 6/10 8/10 0/5
N Heparinizada
FCV-—-10 Clasica Sangre + NT + 7 2/10 710 10/10 0/5
N-V Heparinizada

FEPa: Fibroblasto embrion pollo
FEPa: Fibroblasto embrion pato
REP: Rifién embrion pollo

NT: No testado

LMa: Lesiones macroscopicas  positivo/ total
LMi: Lesiones microscopicas pogitivo/total
Anticuerpos, Moralidad positivo/total

+: Efecto citopatogénico

— : No efecto citopatogénico,
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CUADRO Nro, 2
Reproduccion de la enfermedad en pollitos BB de 1 dia de edad
con los diferentes aislamientos por inoculaciéon de cultivos celulares
infectados con cada una de las cepas y con citopatogenicidad confluente
lum Nro. Anticuerpos Mortalidad LMa LMi Controles
-1
12 6/6 3/10 7/10 10/10 0/5
-2
10 3/3 1/10 5/10 9/10 0/5
3
=5
7 5/5 3/7 6/7 6/6 0/5
l
=1
10 5/5 1/10 3/10 10/10 0/6
-5
8 5/5 3/8 6/8 8/8 0/6
-6 10 5/5 6/10 9/10 10/10
L 10 4/4 4/10 9/10 10/10 0/6
+ 10 5/5 5/10 7/10 9/9
)
=
8 5/5 1/8 4/8 717 0/5
-8 8 5/5 6/8 8/8 8/8
+ 0/6
8 4/4 4/8 3/8 717
_9
10 6/6 2/10 7/10 10/10 0/5
-10
8 5/5 0/8 1/8 6/8 0/5

.z Fibroblasto de embrién de pato
1: Fibroblasto de embrién de pollo

Rinén de embrion de pollo

uerpos, Mortalidad y Controles : positivos:
Lesiones macroscopicas
Lesiones microscopicas
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CUADRO Nro. 3

Aislamiento, Reproducciéon y Reaislamiento
de virus de Enfermedad de Marek

Ais%g(r)nien- Aislamiento Reproduccién Reaislamiento
to
Pollos Cultivos "Filtro  Cultivos Pollos Cultivos Pollos
Celulares Celulares Celulares

450 nm + + + +
FCV—5 + +

100 nm = — — =
CONTROL = = 450 nm = — = — =

450 nm + + + +
FCV—6 + +

100 nm = = = =

CONTROL - - 450 nm = — = —
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