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Resumen

El diagnostico de las enfermedades tumorales en avicultura es complejo y las consecuencias economicas de
un diagndostico incorrecto son muy graves. Esta revision estd dirigida a los profesionales en el campo avicola
con el fin de clarificar conceptos bdsicos para el diagnostico diferencial de las enfermedades neoplasicas. En
particular se ha prestado mayor atencion a la enfermedad de Marek (MD) y al diagnostico diferencial entre
MD y los tumores inducidos por retrovirus. El trabajo incluye la descripcion de los diferentes agentes causales
de enfermedades neopldsicas en avicultura; los diferentes métodos para el diagnostico diferencial y para el
diagnostico precoz de MD; asi como recomendaciones sobre la toma de muestras y métodos de conservacion
adecuados para cada método diagnostico.

Palabras clave: Avicultura retrovirus, salud publica, tumores

Abstract

The diagnosis of tumor diseases in poultry is very complex and the economical consequences of an incorrect
diagnosis extremely severe. This paper is written for the professionals in poultry industry to clarify important
concepts in the differential diagnosis of tumor diseases in poultry. In particular, the focus of this work has been
on the diagnosis of Marek’s disease (MD) and the differential diagnosis between MD and tumors induced by
avian retroviruses. The paper has been divided into various sections that include a description of the different
agents able to induce tumors in poultry; a complete review of the currently available methods for the diagnosis of
tumor diseases and also for the early diagnosis of MD; and guidance for collection and storing of the adequate
samples for each diagnostic procedure.
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Introduccion

La enfermedad de Marek (MD) es una enfermedad
linfoproliferativa de los pollos de gran relevancia para
la industria avicola debido a las pérdidas econdémicas
que ocasiona (Marek, 1907). La enfermedad es causada
por un a-herpesvirus, que fue aislado por primera vez
en 1968 (Churchill y Biggs, 1968; Nazerian, 1968). El
virus de la enfermedad de Marek (MDV) se diferencia
de los otros a-herpesvirus por estar estrictamente ligado
a células (Calnek et al., 1970), establecer estados de
latencia en los linfocitos (Calnek et al., 1984), incluir
un oncogén (meq) en su genoma (Jones et al., 1992),
y ser capaz de inducir linfomas (Biggs y Payne, 1967).
El MDYV incluye tres serotipos, que se diferencian
entre si tanto en su genoma como en sus caracteristicas
biologicas (Biilow y Biggs, 1975; Biilow et al., 1975).
El serotipo 1 se aisla generalmente en pollos e incluye
todas las cepas oncogénicas y sus formas atenuadas; el
serotipo 2 se aisla solo en pollos y no tiene propiedades
oncogénicas; y el serotipo 3 son los virus de pavos
que carecen también de propiedades oncogénicas. Los
virus del serotipo 3 son generalmente conocidos como
herpesvirus de pavos o HVT por las siglas de su nombre
en inglés. Los tres serotipos han sido puestos taxonomi-
camente en el género Mardivirus. Se ha propuesto que
los tres serotipos se clasifiquen en grupos diferentes (Os-
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terrieder y Vautherot, 2004). Los virus de los serotipos
2 y 3, asi como las cepas atenuadas del serotipo 1 son
usados como vacunas.

La MD ha sido controlada mediante la utilizaciéon de
vacunas desde finales de la década de los 60°s (Churchill
et al., 1969; Rispens et al., 1972; Witter et al., 1970).
La eficacia de las vacunas de MD es muy alta pero aun
aparecen casos aislados que ocasionan pérdidas econd-
micas importantes. Existen multiples factores que con-
tribuyen a la presentacion de casos en el campo (Figura
1). La evolucién constante del MDV hacia formas mas
virulentas ha contribuido a disminuir la eficacia de la
vacunacion (Witter, 1997). Por otra parte, los llamados
“fallos vacunales” son responsables también de los
casos esporadicos que aparecen en el campo. Los “fallos
vacunales” pueden ocurrir por diferentes motivos, entre
otros: almacenamiento y/o manejo incorrecto de las
vacunas; combinacion de la vacuna de Marek con otras
vacunas; adicion de antibidticos a la vacuna de Marek;
exposicion temprana al virus; y coinfeccion con agentes
inmunosupresores.

El monitoreo de MD en el campo es complejo ya que
infeccion y enfermedad no van necesariamente ligados.
La prevalencia de la infeccion con MDV en el campo es
cercana al 100%, sin embargo la morbilidad o mortali-
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Figura 1. Fcatores que afectan el proceso de inmunizacion contra Md en las

aves comerciales



dad por MD es mucho maés baja. La deteccion de MDV
por si sola no es un criterio diagnostico de MD. La de-
teccion de anticuerpos neutralizantes tampoco puede ser
usada para medir el nivel de proteccion conferido por
la vacuna. La vacunacion induce una respuesta humoral
muy fuerte con produccion de anticuerpos neutrali-
zantes pero la presencia de anticuerpos neutralizantes
no protege contra la presentacion de tumores (Schat,
1992). La monitorizacion de la eficacia de las vacunas
a nivel de campo también es compleja y son muchos
los trabajos que se han realizado para desarrollar
métodos que permitan determinar si los animales estan
correctamente inmunizados contra MD. La asociacion
entre los niveles de viremia de HVT y la proteccion
contra MD se ha sugerido en varios trabajos (Cho et
al., 1976; Okazaki et al., 1973). Recientemente, Baigent
et al., (2007) desarrollaron la técnica de reaccion en
cadena de polimerasa en tiempo real (real time PCR),
para medir la cantidad de ADN del virus vacunal. De
acuerdo con estos autores este método se puede utilizar
para confirmar que la administracion de la vacuna fue
correcta. Sin embargo cuando el virus de campo es su-
ficientemente virulento, la cantidad de virus vacunal no
esta relacionada con proteccion (Gimeno et al., 2008).
La cuantificacion del genoma viral del virus de campo,
por el contrario, si permite una deteccion precoz de
fallos en la inmunizacion (Gimeno et al., 2008; Islam
et al., 2006).

Esta revision estd dirigida a los profesionales en el
campo de la avicultura, médicos veterinarios, médicos
veterinarios zootecnistas y zootecnistas, con el proposi-
to de brindar conceptos basicos de MD y las diferentes
técnicas existentes para su diagnostico. Los autores de
esta monografia confian que esta informacion sera de
gran utilidad para el diagnoéstico de MD en el campo
y proporcionaréd informacién sobre las herramientas de
laboratorio que existen para el adecuado diagnoéstico de
la enfermedad.

Diagnéstico de la enfermedad
de Marek

Diagnéstico diferencial

El diagndstico de MD, es mas complicado en la practica
de lo que normalmente se considera. Desafortunada-
mente, no existe una lesion macroscopica patognomo-
nica. Ademas, las lesiones que induce el MDV son muy
parecidas a las inducidas por otros virus como son el
complejo leukosis-sarcoma virus (ALV), o el virus de
la Reticuloendoteliosis (REV). Para complicar mas el
diagnostico, la coinfeccion con varios virus oncogénicos
es bastante comtin (Cui et al., 2003), y en ninguno de los
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casos la presencia del virus es indicativa de enfermedad
(Witter et al., 2003). E1 MDV es altamente contagioso
y ubicuo entre los pollos, pero solo un pequeiio porcen-
taje de pollos infectados desarrollan MD. De la misma
manera la infeccion con retrovirus no necesariamente
conlleva el desarrollo de tumores. Es posible ademas
encontrar tumores inducidos por retrovirus aunque no
se pueda aislar el virus en esos tumores (Witter et al.,
2003).

La descripcion detallada de todas las enfermedades a
considerar en el diagndstico diferencial de las enferme-
dades neoplésicas en las aves sobrepasa los objetivos
de esta monografia. A continuacidén se proporciona una
lista de las enfermedades que deben considerarse para el
diagnostico diferencial.

Leucosis Linfoide (LL): caracterizada por el desarrollo
de linfomas de células B en varias visceras que surgen
de uno o varios foliculos neoplasicos en la bolsa de
Fabricio. Esta enfermedad esta principalmente causada
por subgrupos A y B de ALV, no obstante, otros
subgrupos exdgenos pueden estar ocasionalmente invo-
lucrados. En ciertas condiciones, y cuando existen virus
endogenos completos en el genoma de las aves (ALV
subgrupo E), ALV-E puede también ocasionar LL.

RE linfoma bursal: este sindrome es un linfoma de
células B, virtualmente idéntico a LL, pero causado por
la infeccion de REV.

RE linfoma no bursal: este sindrome es un linfoma de
células T. Aun no ha sido reportado en el campo, pero es
inducido por la infeccion de ciertas lineas genéticas de
pollos con REV bajo condiciones de laboratorio.

Leucosis mieloide: este tumor estd compuesto por
células del linaje mieloide y es mas comiin en pollos
tipo carne infectados con ALV-J.

Otros tumores: pueden ser confundidos con tumores
linfoides o mieloides. Algunos ejemplos incluyen eri-
troblastosis, sarcomas, nefroblastomas y carcinomas de
células escamosas.

Condiciones no neoplasicas: Ademas de los tumores
inducidos por otros virus, existen varias condiciones
no neoplasicas que necesitan ser distinguidas de las
enfermedades neoplasicas linfoides y mieloides durante
el proceso de diagnostico diferencial.

Neuropatia periférica (PN): sindrome caracterizado por
paralisis y engrosamiento de los nervios periféricos. La
etiologia de este sindrome no esta clara pero se trata
probablemente de un proceso autoinmune iniciado
por la accion de factores pobremente definidos (Bacon
et al., 2001). Esta lesion no es un linfoma, pero tiene
algunas caracteristicas linfoproliferativas que pueden
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ser facilmente confundidas con MD, en particular con
las lesiones tipo B de los nervios periféricos.

Neuritis Reticuloendoteliosis (RE): este sindrome esté
caracterizado por engrosamiento de los nervios peri-
féricos y se asocia con la infeccion de REV en pollos
jovenes. El tipo de células son mas de tipo inflamatorio
que neoplasico. Este sindrome no se acompana del
desarrollo de tumores y aparece normalmente junto a
cuadros de inmunosupresion.

Otras Lesiones no tumorales: lesiones no neoplésicas
como granulomas pueden confundirse con tumores lin-
foides o mieloides. Un sindrome conocido como histio-
citosis multicéntrica (Goodwin y Hafner, 1994; Hafner
et al., 1994) ha sido reportado en pollos, su etiologia es
desconocida pero puede ser confundida con enfermeda-
des neoplasicas. Es de particular relevancia diferenciar
la histiocitosis multicéntrica de etiologia desconocida de
los sarcomas histiociticos inducidos por ALV-J (Arshad
et al., 1997, Pandiri et al., 2009).

Las lesiones granulomatosas (colibacilosis, tuberculosis,
aspergilosis, y salmonelosis) también necesitan diferen-
ciarse de las lesiones neoplasicas. Las lesiones de tipo B
en los nervios podrian confundirse con procesos autoin-
munes y con deficiencias nutricionales. Por otra parte,
los signos neuroldgicos deben ser diferenciados de los
ocurridos en la presentacion de otras encefalitis viricas
(New castle, Influenza) o bacterianas (S. arizonae, E.
coli).

Criterios de diagnéstico de MD

Los métodos para diagnosticar MD se han clasificado
en dos grupos: estandar y avanzado. El criterio estdndar
incluye patologias macroscopicas y microscopicas,
acompafiadas con caracteristicas epidemioldgicas que
son conocidas y viables para todos los que diagnostican.
En la actualidad los métodos diagndsticos avanzados
que estan validados son la inmunohistoquimica para el
estudio fenotipico de los tumores y la expresion de meq,
el estudio de la reaccion de polimerasa en cadena PCR
para MD (Gimeno et al., 2005a), el Southern blot/PCR
para la insercion de retrovirus en el genoma del pollo
(Ewert, 1997).

Criterios de diagnéstico estandares

Criterios epidemiologicos para el
diagnostico de MD

Tradicionalmente, la diferenciacion entre MD vy las en-
fermedades tumorales inducidas por retrovirus se hacia
en base a la edad de los animales afectados. Los tumores
inducidos por retrovirus no aparecen normalmente en

animales menores de 16 semanas y los inducidos por
MDYV pueden aparecer en animales jovenes. En la actua-
lidad esta diferenciacion ya no es tan clara. Los tumores
inducidos por MDYV suelen aparecer en aves de mas de
8 0 9 semanas de vida (Kreager, 1997). Sin embargo, se
han encontrado reportes de casos en los cuales aves de 3
a4 semanas de vida han sido afectadas, incluso se puede
dar en aves de mas edad las cuales ya ha pasado por
un proceso de muda forzada (Nicholls, 1984). Cuando
aparecen tumores en edad adulta significa que el animal
se infectd en los primeros dias de vida puesto que si la
infeccion ocurre en animales adultos no se desarrollan
tumores (Witter y Gimeno, 2006).

Criterios clinicos para el diagnostico de MD

La MD puede inducir dos tipos de sindromes, los no
neoplasicos o no linfoproliferativos y los neoplasicos o
linfoproliferativos. El objetivo de esta monografia es el
diagnostico diferencial de enfermedades oncogénicas en
las aves y por lo tanto no vamos a tratar la signologia no
neoplasica.

Los signos asociados a los procesos neoplasicos pueden
ser inespecificos, como anorexia, caquexia, deshidra-
tacion, palidez de piel y mucosas, o neuroldgicos. La
signologia nerviosa depende de la localizacién de las
lesiones. Es bastante comun observar ceguera por daflo
en el nervio Optico, retina, coroides, pecten, iris y/o
cornea. También se puede apreciar torticolis, ataxia,
tics nerviosos en el caso de lesiones a nivel de sistema
nervioso central. En el caso de que las lesiones afecten
al plexo braquial se aprecia paralisis de extremidades
superiores y si las lesiones afectan al nervio cidtico se
produce paralisis en las extremidades inferiores.

Criterios patologicos para el diagnodstico
de MD: Lesiones macroscopicas

Tumores viscerales

Los tumores inducidos por MDV se pueden encontrar
como infiltrados difusos del parénquima o en forma
nodular (Figura 2). Cuando este infiltrado aparece
difuso, las visceras se muestran hipertréficas, con con-
sistencia friable y lesiones puntiformes blanquecinas.
En su forma nodular, se destaca la presencia de masas
blanquecinas o grisaceas, de consistencia firme y bien
delimitada. En los casos en que el crecimiento del tumor
es rapido se pueden observar focos necroticos incluidos
en la masa tumoral. Las lesiones tumorales en visceras
no son nunca patognomoénicas para MD puesto que ALV
y REV pueden inducir igualmente este tipo de lesiones.

Tumores en sistema digestivo: El higado y el pro-
ventriculo son en general los o6rganos mas afectados
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Figura 2: Tumores viscerales inducidos por MDV. (A) Higado con formaciones nodulares afectando todo el

parénquima. (B) Corazon con lesiones multinodulares. Noétese que cuando los nédulos aumentan de tamafio
tienden a coalescer y acaban afectando a todo el miocardio; (C) Rifién con lesiones nodulares bilaterales que

afectan a los tres lébulos (Foto: Ramirez et al., 2009).

del aparato digestivo, el tipo de lesion que se presenta
puede ser multifocal, nodular o difuso (Figura 2A).
El intestino y el pancreas también se pueden afectar
aunque en menor frecuencia. Para detectar las lesiones
en el proventriculo se aconseja la palpacion ademas de
la inspeccion visual para diferenciarlos de otros casos
de dilatacion de proventriculo como la proventriculitis
transmisible. Cuando el proventriculo presenta tumores
de MD la pared tiene una consistencia firme.

Tumores en érganos linfoides: El patron de lesion
del bazo puede ser difuso o nodular. Generalmente se
observa aumentado de tamafio con manchas blanque-
cinas. El timo esporadicamente se encuentra afectado,
cuando este se afecta, en general se pueden observar
lesiones en un solo l6bulo. MDV también puede inducir
tumores en la bolsa de Fabricio que se producen debido
a la proliferacion de las células T intersticiales y tienen
que ser diferenciadas de aquellas que se derivan de las
células B interfoliculares inducida por retrovirus.

Tumores en corazén y pulmén: En el corazon las
lesiones comienzan nodulares muy pequefias y acaban
coalesciendo llegando a dar nédulos que afectan gran
parte del miocardio (Figura 2B). Los tumores en el
pulmoén son frecuentes y pueden ser difusos afectando
inclusive el parénquima pulmonar o pequefios nodulos
que solo pueden ser detectados por palpacion.

om 7

Tumores en riiién y gonadas: Las lesiones en rifion
suelen ser bilaterales, difusas de coloracion blanquecina
y los organos se encuentran aumentados de tamafio
(Figura 2C). En gonadas las lesiones son muy frecuen-
tes y en el caso de los testiculos lo normal es que se
presenten en forma unilateral. En ovarios inmaduros las
primeras lesiones se observan en forma de coliflor, en
lesiones mas graves los tumores se muestran como una
masa solida blanquecina.

Lesiones cutaneas

Las lesiones cutaneas son la causa numero uno de
decomisos de pollos de engorde en las plantas de
sacrificio. Estas lesiones se inician como una perifoli-
culitis asociada siempre a los foliculos de la pluma pero
evolucionan hasta dar noédulos de gran extension donde
varios foliculos se ven afectados (Figura 3). En los
casos mas severos estos nodulos se ulceran y es posible

Figura 3: Lesiones cutaneas inducidas por MDV.
Lesiones severas generalizadas asociados al foliculo
plumoso que se detectan tras el desplume de las
canales de los pollos de engorde durante el procesado
(Foto: Ramirez et al., 2009).
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encontrarlos con un aspecto pustuloso. Las regiones
que con frecuencia se encuentran mas afectadas son la
crural externa e interna y cervical dorsal. También es
posible observar ndédulos tumorales en patas, cresta, y
barbillas. Las lesiones cutaneas son importantes para el
diagnéstico porque son mucho mas frecuentes en casos
de MD que en casos de LL. Sin embargo es necesario di-
ferenciarlas de otras lesiones cutaneas como los tumores
de células escamosas.

Lesiones oculares

Las lesiones oculares se han asociado generalmente a la
presencia de virus altamente patdgeno, sin embargo en
condiciones experimentales, virus de cualquier patotipo
pueden inducir este tipo de lesiones. Usualmente se
encuentra una infiltracion del iris por células linfoides
que causa una coloracion blanquecina del ojo. La pupila
es usualmente irregular y no responde a cambios en la
intensidad de la luz.

Lesiones nerviosas

MDYV induce lesiones en sistema nervioso central como
hipertrofia de los ganglios espinales. Sin embargo, a
nivel practico es bastante infrecuente que se haga la di-
seccion de los ganglios espinales y la mayor parte de las
veces estas lesiones pasan inadvertidas. Las lesiones que

Figura 4: Lesiones macroscoépicas en los nervios
periféricos inducidas por MD. Hipertrofia severa del
nervio vago. Nétese que los nervios afectados por MD
presentan hipertrofia (2 o 3 veces el tamafio de los
nervios no afectados), su coloracién es amarillenta
(debido al edema) y pierden por completo sus estriacio-
nes transversales (Foto: Ramirez et al., 2009).

normalmente se evalian para el diagnostico de MD son
las lesiones en el sistema nervioso periférico. Cualquier
plexo puede estar afectado unilateral o bilateralmente y
el grado de afectacion de cada plexo varia dentro de un
mismo nervio de unas zonas a otras (Figura 4). Por ese
motivo se recomienda revisar varios plexos y de forma
bilateral. Los plexos nerviosos de mayor accesibilidad
son vagos, braquiales y ciaticos.

Cuando los plexos nerviosos estan afectados, los nervios
se encuentran engrosados y con aspecto edematoso.
Ademas, al tacto se percibe una irregularidad en su
forma y se observa una pérdida de su coloracién normal
que pasa de color perla a grisdceo-amarillento. También
es comun observar la perdida de las estriaciones del
nervio debido al edema y la infiltracion linfoide (Figura 4).

Criterios patoldgicos para el diagnostico de MD:
Lesiones histoldgicas

Las lesiones linfoproliferativas causadas por el MDV se
consideran como un combinacion de lesiones neoplasi-
cas ¢ inflamatorias. En casos severos es facil diagnosti-
car que se trata de lesiones neoplasicas pero hay veces
en que es muy dificil determinar si las lesiones son de
naturaleza inflamatoria o neoplasica.

Histologicamente, los tumores inducidos por MDV se
caracterizan por incluir un infiltrado de células mononu-
cleares muy heterogéneo compuesto fundamentalmente
por linfocitos y macrofagos. La presencia de células
plasmaticas y heteréfilos es muy infrecuente. La natu-
raleza heterogénea de las células es uno de los criterios
que mas se utilizan para diferenciar MD de LL. En el
caso de LL los tumores son clonales y el aspecto de las
células es muy uniforme, todas ellas son linfoblastos
poco diferenciados.

Los tumores inducidos por MDYV incluyen células neo-
plasicas y células inflamatorias. Las células neoplasicas
son células linfoides de gran tamafio que en muchas
ocasiones muestran mitosis aberrantes. Las células
inflamatorias incluyen linfocitos de varios tamafios y
macrofagos. Tanto las células tumorales como las infla-
matorias pueden estar infectadas por el virus. Diversos
estudios se han realizado para detectar marcadores de las
células tumorales (Burgess et al., 1996; Gimeno et al.,
2005a; Witter et al., 1975) pero ninguno es un indicador

exclusivo de neoplasia.

Lesiones tumorales en visceras

La descripcion histopatolégica de los linfomas es
practicamente igual a la descrita anteriormente indepen-
dientemente de la viscera que se encuentre afectada. Los
tumores pueden aparecen como nodulos perfectamente
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circunscritos o como infiltrados que se extienden por el al MDV a edades muy tardias (Witter y Gimeno,
parénquima provocando la destruccion del mismo. 2006); y cuando los pollos se exponen a virus recom-
binantes carentes de la fosfoproteina pp38 (Gimeno
et al., 2005b). Las lesiones de tipo B no son criterio
diagnostico de MD porque lesiones muy parecidas se
Sistema nervioso periférico: Los tipos de lesiones pueden dar en aves con el sindrome de la neuropatia
existentes (neoplasicas e inflamatorias) descritas ante- periférica (PN) (Bacon et al., 2001)

riormente se hacen mucho mas evidentes en los plexos
nerviosos (Figura 5). Payne y Biggs, (1967) clasificaron
las lesiones en nervios periféricos en tres tipos:

Lesiones en sistema nervioso

* El diagnéstico diferencial entre las MD y PN se
hace en funcion de la epidemiologia (PN aparece en
pollitas entre 9-11 semanas), las lesiones (PN nunca

* Lesiones de tipo A: Estas lesiones se caracterizan va acompafiada de tumores en visceras), y el diag-
por un cuadro neoplasico tipico con infiltrado masivo nostico molecular (inmunohistoquimica y real time
de células linfoides y poco componente inflamatorio PCR) (Gimeno et al., 2005a).

(Figura 5A). Cuando las lesiones de tipo A estdn pre- o esiones de tipo C: La naturaleza de estas lesiones
sentes es patognomonico de MD y siempre es criterio estd muy poco clara. Payne y Biggs, (1967) las
diagndstico. describen como lesiones similares a las tipo B pero

mucho menos severas. Posteriormente otros autores
las clasifican como lesiones inflamatorias que se
pueden dar independientemente de las lesiones de
tipo A.

* Lesiones de tipo B: Estas lesiones se caracterizan por
la existencia de edema y el infiltrado de células plas-
maticas (Figura 5B). Es también frecuente observar
macrofagos y de forma esporadica se pueden
encontrar heter6filos. En casos severos también se  Sistema nervioso central: La presentacion de lesiones
puede encontrar un proceso de desmielinizacion en el encéfalo en el transcurso de la MD ha sido muy
secundaria a las lesiones neoplésicas. La patogenia discutida desde las primeras publicaciones sobre la
de estas lesiones no es muy clara pero se considera misma (Lawn y Watson, 1982; Pappenheimer et al.,
que aparecen como consecuencia de una respuesta  1926; Wight, 1962). Sin embargo, se ha demostrado
inmune a las lesiones tumorales (Payne y Biggs, posteriormente que los patotipos de mayor virulencia
1967). Lesiones de tipo B se han descrito también son capaces de generar lesiones muy severas que se
en animales adultos que se exponen por primera vez comparan con las descritas en el sistema nervioso peri-

Figura 5: Lesiones histoldgicas inducidas por MDV en los nervios periféricos. (A) Ejemplo de las lesiones
nerviosas de tipo A inducidas por MDV. Las lesiones de tipo A se caracterizan por infiltracion moderada a
severa de células mononucleares. En los casos mas graves, los infiltrados celulares acaban destruyendo
la arquitectura del nervio; (B) Ejemplo de las lesiones nerviosas de tipo B inducidas por MDV. Las
lesiones de tipo B se caracterizan por la presencia de edema e infiltracion de células plasmaticas,
macro6fagos y heterdfilos (Foto: Ramirez et al., 2009).
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férico (Cho et al., 1999; Gimeno et al., 2001a; Gimeno
et al., 2001b; Gimeno et al., 1999; Witter et al., 1999).

Globo ocular: El cambio mas constante que se presenta
en el globo ocular es el infiltrado mononuclear en el iris,
pero este infiltrado puede estar también presente en los
musculos del ojo, especialmente en el recto lateral y
musculo ciliar.

Otras lesiones menos frecuentes se observan en la
cornea (cerca al canal de Schlemm’s) conjuntiva, pecten
y nervio optico.

Gimeno et al en 2008 clasificaron las lesiones oculares
segiin su localizacion y por la severidad en lesiones
tempranas (6 a 11 dias posteriores a la inoculacion) y
lesiones tardias (26 a 56 dias posteriores a la inocula-
cion). Las lesiones tempranas afectan iris, cuerpo ciliar y
capa coroidea y se caracteriza por hipertrofia de células
endoteliales, vasculitis e infiltracion de linfocitos, células
plasmaticas, macrofagos y heterofilos. Las lesiones
tardias consisten en uveitis linfohistiocitica severa, que-
ratitis, pectenitis, vitreitis, retinitis y necrosis de la retina
que varia de segmentada a difusa. La infiltracion celular
incluye macroéfagos, granulocitos, células plasmaticas y
células CD4 y CD8 de varios tamafios.

Tegumento: Las lesiones cutianeas como en los casos
anteriores resultan de una combinacion entre lesiones
neoplasicas e inflamatorias, no obstante las lesiones que
suelen predominar poseen un componente inflamatorio.
Generalmente la estructura del tegumento se mantiene
y lo inico que se puede apreciar son infiltrados mono-
nucleares, generalmente inflamatorios, en torno a los
foliculos de las plumas. Sin embargo en algunos casos
se observan lesiones neoplésicas tipicas en la dermis
que pueden alcanzar un gran tamafio provocando la
ruptura de la estructura de la piel formando ulceras. Esto

es mas frecuente en el tegumento de cresta y barbillas
que en otras zonas pero también se puede observar en
la piel de los tarsos. Lesiones similares a las observadas
en los nervios se producen en la pulpa de las plumas y
puede servir como método de diagndstico antemortem
(Moriguchi et al., 1989). Sin embargo, la validez de este
método como diagndstico esta atin por estudiar.

Métodos diagnésticos avanzados

Inmunohistoquimica: Las técnicas de inmunohistoqui-
mica tienen gran utilidad para el diagndstico de MD y
pueden ser utilizadas para la caracterizacion fenotipica
de los tumores y para estudiar la expresion del oncogén
meq (Figura 6).

Caracterizacién fenotipica de los tumores: Los
tumores de MD son mezclas de células transformadas
e inflamatorias. En los tumores producidos por MD
se observa principalmente transformacion de células
T, mientras que en tumores inducidos por la Leucosis
linfoide (LL), se observa fundamentalmente transfor-
macion de células B. Tradicionalmente se ha utilizado
la tincion de metil verde pironina para diferenciar entre
células B (que tifien en rojo debido a la alta concentracion
de ARN) y células T. En la actualidad se pueden utilizar
anticuerpos monoclonales especificos para células T
y células B que se pueden conseguir comercialmente
(Figura 6B). Desafortunadamente, aunque estas técnicas
pueden confirmar el diagndstico en un alto porcentaje
de casos no se ofrecen como diagnostico para MD en
muchos laboratorios.

Otros marcadores celulares como MATSA y AV37, en
un principio fueron considerados de valor diagnostico
para MD (Burgess y Davison, 2002; Burgess et al.,

Figura 6: Caracterizacién fenotipica de los tumores inducidos por MDV mediante inmunohistoquimica.
(A) Expresién del oncogén meq en un tumor inducido por MDV. Nétese que el antigeno meq del MDV
se expresa en los nucleos, nucléolos y cuerpos de Cajal; (B) Expresién del antigeno celular CD4 en

un tumor inducido por MDV. Nétese que la mayor parte de las células constituyentes del tumor son
linfocitos CD4+; (C) Expresion del antigeno celular CD8 en un tumor inducido por MDV. Nétese que muy
pocas células en el tumor son linfocitos CD8+ (Foto: Ramirez et al., 2009).



2001; Witter et al., 1975), pero actualmente se sabe
que no son marcadores tumorales y pueden aparecer en
linfocitos activados (MATSA) y en tumores de LL para
AV37 (Gimeno et al., 2005a).

Expresiondel oncogén meq. EIMDYV codificaun antigeno
meq, comunmente expresado por células tumorales de
MD (Ross et al., 1997) y no ha sido encontrado en otros
tumores atin cuando la infeccion de MDYV esta de forma
latente (Gimeno et al., 2005a) (Figura 6A). Aunque
meq puede estar presente en tejidos productivamente
infectados con MDYV, como el epitelio de los foliculos
de las plumas o los organos linfoides, la expresion de
meq durante la infeccion citolitica es mucho menor que
en células transformadas. El antigeno meq no se puede
conseguir en forma comercial, y por tanto es una técnica
que no se puede realizar en todos los laboratorios.

PCR en tiempo real: La cuantificacion del genoma de
MDYV en tumores permite determinar si un tumor esta
producido por MD. Se ha demostrado que los linfomas
inducidos por MDV poseen muchas mas copias del
genoma de MDV que los tejidos que estan latente-
mente infectados con el virus (Gimeno et al., 2005a).
Esta técnica nos permite no solo proveer discriminar
entre MD y tumores inducidos por retrovirus, sino que
también nos permite un diagnostico precoz de la enfer-
medad (Gimeno et al., 2008).

Southern blot y PCR para retrovirus: El inico método
diagndstico para determinar si un retrovirus es respon-
sable del desarrollo de LL es detectar la insercion del
genoma del retrovirus en las proximidades del oncogén
celular c-myc (Ewert, 1997). Existen dos técnicas para
detectar el lugar de insercion del virus: Southern blot y
PCR. Lamentablemente ninguna de estas técnicas se ha
utilizado extensamente para diagnodstico y en la actuali-
dad existen pocos laboratorios que tengan la capacidad
de realizarlas.

Aislamiento de retrovirus: el aislamiento de los
retrovirus no debe tenerse en cuenta como un criterio
diagnostico para el desarrollo de tumores de MD, pero
permite determinar si un lote esta contaminado con re-
trovirus, cuando todos los lotes deben ser libres teniendo
asi repercusiones legales. Para el aislamiento del virus
de la leucosis aviar se necesita crecer el virus en células
de la linea 0, que no permite el crecimiento de virus
enddgenos. Ademas se debe cambiar el medio de cultivo
a las 24 horas para asegurar que los virus endogenos
presentes en el inoculo han desaparecido del cultivo.

Otras técnicas de diagnostico virolégico para MDV.
El aislamiento de MDYV en cultivos celulares, su detec-
cion por PCR convencional, secuenciacion parcial o
total del genoma del virus, o la deteccion en los tejidos
de antigenos del virus (diferentes al oncogén meq) son
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evidencias de la infeccion con MDV pero no criterios
de diagnostico de la enfermedad. De ninguna manera
se puede confirmar un diagnodstico de MD en base a
cualquiera de estas técnicas.

Diagnéstico precoz de la enfermedad de
Marek

El diagnostico de MD normalmente se hace una vez
que los lotes han empezado a desarrollar tumores o
muestran signos neuroldgicos. Sin embargo, gracias al
desarrollo de las técnicas moleculares y a un mejor co-
nocimiento sobre la patogenia de MDV es posible hacer
un diagndstico precoz de MD. El diagnoéstico precoz de
la MD se realiza mediante la medicion en sangre o en
pulpa de las plumas de la cantidad del genoma viral del
virus de campo mediante real time PCR (Gimeno et al.,
2008; Gimeno et al., 2004; Islam et al., 2006). Aunque
el desarrollo de tumores macroscopicos tarda varias
semanas en producirse y es bastante infrecuente detectar
tumores macroscopicos antes de las 6-7 semanas en el
campo, los tumores microscopicos se desarrollan mucho
antes. Los animales que ya han desarrollado tumores
microscopicos tienen mayor cantidad del virus en sangre
periférica y en la pulpa de la pluma que los animales
que no desarrollan tumores incluso a las 2-3 semanas
del desafio (Gimeno et al., 2008). El diagnostico precoz
puede ser de gran utilidad en el caso del pollo de carne
para decidir la fecha de sacrificio o incluso en pollitas de
levante para predecir si se van a dar problemas de MD
durante la puesta.

Tipo de muestras necesarias para el
diagnostico de la Enfermedad de Marek

Para un diagnostico adecuado de MD es necesario que
se tome en consideracion dos aspectos fundamentales:
la seleccion y la toma de muestras y la preservacion de
las muestras hasta que lleguen al laboratorio. El tipo de
muestra y la forma de preservacion depende de la técnica
que se quiera realizar como detallamos a continuacion.

Histopatologia: Las muestras a tomar deben incluir
tumores y nervios periféricos fijados en formalina al
10%. Es recomendable tomar las muestras de animales
que se hayan sacrificado en ese momento. No se deben
tomar muestras de animales que estén muertos y que
se desconozca cuanto tiempo ha pasado desde que
murieron.

Inmunohistoquimica: Las muestras de tejido tumoral
o los nervios hipertrofiados deben ser congeladas en
nitrogeno liquido y conservadas a -70 grados Celsius.
Los bloques de tejidos congelados se deben mandar
congelados en nieve carbonica para asegurar que no se
descongelan durante el transporte.
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PCR en tiempo real (real time PCR): La técnica se puede
realizar a partir de ADN extraido de tumores nodulares,
de muestras de sangre tomadas en EDTA o de pulpa de
las plumas. Las muestras pueden mantenerse en refrige-
racion si el transporte al laboratorio se realiza en menos
de 8 horas. De no poder ser asi deberan ser congeladas y
enviadas con hielo seco al laboratorio.

De gran utilidad para la toma de muestras y el transporte
son las tarjetas Flinders Technology Associates (FTA).
Recientemente, se ha demostrado que las muestras de
tumores, sangre y pulpa de las plumas pueden tomarse
en tarjetas FTA, mantenerse incluso por varios meses en
temperatura ambiente y mandarse por correo ordinario
al laboratorio (Cortes et al., 2008).

Southern blot: Se debe enviar material obtenido por
biopsia, necropsia o muestras citologicas en refrigera-
cion si el traslado al laboratorio no supera las 8 horas, de
lo contrario se deben congelar y enviar con hielo seco.

Aislamiento viral: Para el aislamiento de ALV o REV se
pueden mandar muestras de plasma o suero mantenidas
en refrigeracion o congeladas.

Para el aislamiento de MDV (aunque como ya hemos
mencionado no tiene valor diagnéstico) las muestras de
eleccion son animales vivos. Cuando esto no es posible,
y siempre que se puedan mandar las muestras en menos
de 24 horas, se puede intentar el aislamiento de muestras
de sangre tomadas en heparina. En caso de no poder
enviar animales vivos o mandar muestras de sangre
es posible mandar leucocitos congelados en nitrégeno
liquido y mantenidos en nieve carbdnica durante el
transporte.

Conclusidn y consideraciones futuras

El diagnostico de MD en la practica es mucho mas com-
plicado de lo que se considera, debido a que no existe
una lesion patognomonica real. Es de gran importancia
entender que infeccion por MDYV y enfermedad de MD
son totalmente diferentes. El aislamiento de MDV no
significa que una animal tenga o vaya a desarrollar MD.

El diagndstico de MD debe hacerse en forma secuencial
como un proceso ordenado, una sola prueba diagndstica
por si sola no es definitiva para emitir un diagndstico
acertado. En esta monografia hemos revisado los
métodos de diagnostico que estan disponibles en la ac-
tualidad. A medida que la patogenia de las enfermedades
se conoce mejor y las técnicas moleculares avanzan es
posible que en un futuro se desarrollen nuevos métodos
que faciliten el diagndstico diferencial de las enferme-
dades neoplasicas.
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