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USO DE ANTICUERPOSMONOCLONALESPARA CARACTERIZAR
TUMORESLINFOIDESAVIARES

Richard Tasayco A.%, Rall Rosadio A.%3, ElianalcocheaD’A.*y Hermelinda Rivera G.?

ABSTRACT

Macroscopic and histological testswere compared with presence of cell marker tests
to better differentiate between Marek’ s Disease (MD) and Lymphoid Leukosis (LL) to
improvethediagnosiscriteriaon avianlymphoid tumors. Thesetestswerecarried out on
40 laying hens affected with tumors from commercial farms on the North coast of Peru
(Trujillo, Limaand Chincha). Initially, using macroscopic criteria(age and affected organ)
it was determined that 60% (n=24) were affected from MD and the other 40% (n=16) from
LL. Subsequently, presenceof infiltrated pleomorphyclymphocytesin histopathol ogical
tests (HP), wasacriteriaused to determinethat 45% (n=18) of thetumorswere caused by
MD and the other 22 had histological characteristics corresponding to LL (presence of
homogeneouslymphobl astsforming nodul es). In thisway, the direct immunofluorescence
test (IF) usingmonoclonal antibodies(MoAb) that was devel oped toidentify lymphocyte
T markers(CD3+), confirmed that only 50% (9/18) of the animalshistologicaly diagnosed
withMD had transformed T cells. Similarly, the MoAb for lymphocyte B (Ig M+), detected
that only 54.6% (12/22) had transformed cells corresponding to lymphocyte B. Surprisingly,
in 12/40 hens with nodular lymphoid tumors neither cell T nor cell B markers could be
identified andin 9/40 cell markersfor both kinds of cell (T and B) wereableto beidentified
in the tumors. Also, in 3/18 and 2/22 of the samples diagnosed histopathol ogicaly with
MD and LL respectively, the presencefor myel ociteswasfound suggesting the presence
of avian leukosis virus subgroup J. Kappa and McNemar statistic tests showed that for
Marek’ s Disease had low concordance between HPand | F (-0.045); however, both methods
(HP and IF) had a reasonable rate of concordance (0.314) for lymphoid leukosis. It is,
concluded that the immunofluorescence test using the cell markers detection for
monoclonal antibodies allows a more exact and efficient differential diagnosis than the
histopathological test on avian lymphoid tumors. However, the histopathological and
the immunofluorescence test are not mutually replaceable.

Key words: Marek’ sdisease, lymphoid leukosis, lymphoid tumors, immunofluorescence
test

REsuUMEN

Con el objetivo de mejorar |oscriterios diagnosticos en tumoreslinfoidesaviares, se
compararon examenes macroscopi cos, histopatol 6gicosy presenciade marcadores celu-
laresparadiferenciar enfermedad deMarek (EM) y leucosislinfoide (LL). Seutilizaron 40
gallinas ponedoras afectadas por tumores, procedentes de granjas comerciales de la
costadel Perti (Trujillo, Limay Chincha). Inicialmente, utilizando criterios macroscdpicos
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(edad y 6rganos afectados), se determind que el 60% (n=24) padecian de EM y las 16
restantes de LL. Posteriormente, la presencia de linfocitos infiltrantes pleomérficos en
examenes histopatol 6gicos (HP) en estas mismas aves, fue usado como criterio para
diagnosticar que el 45% (n=18) correspondian aEM vy las 22 restantes tenian caracteris-
ticas histoldgicas correspondientes a LL (presencia de linfoblastos homogéneos for-
mando nédul os). Lapruebadeinmunofluorescencia(IF) directay utilizando anticuerpos
monoclonales (AcMo) desarrollados paraidentificar marcadoresdelinfocitos T (CD3+),
confirmd que solamente el 50% (9/18) de animal es histol 6gicamente diagnosticados como
EM, contenian células T transformadas. Similarmente, el AcMo paralinfocitosB (IgM+)
detect6 que solamente el 54.6% (12/22) tenian célul astransformadas correspondientes a
linfocitos B. Sorprendentemente, en 12/40 (30%) delasaves con tumoreslinfoides, no se
logréidentificar marcadoresde células T ni de B y en 9/40 selogré identificar marcadores
de ambas células (T y B) en los tumores. Por otro lado, en 3/18 y 2/22 de las muestras
diagnosticadas histopatol6gicamente como EM y LL, respectivamente,
microscopicamente se encontrd, ademas, la presencia de mielocitos, sugiriendo la pre-
senciadel virusdeleucosisaviar tipo J. Las pruebas estadisticas de Kappay Mc Nemar
mostraron que para la enfermedad de Marek, la concordancia es bgja entre HP e IF (-
0.045); sin embargo, paraleucosislinfoide, anbos métodos (HP e F) presentan un indice
regular de concordancia (0.314). Finalmente, se concluye que la inmunofluorescencia
mediante la deteccidn de marcadores celulares, usando anti cuerpos monoclonales, per-
mite un diagnostico diferencial mas preciso y es mas eficiente que el examen
histopatol 6gi co en tumoreslinfoides aviares; sin embargo, el examen histopatolégico y
lainmunofluorescencia no son mutuamente reemplazabl es.

Palabrasclave: Enfermedad de Marek, leucosis linfoide, tumores linfoides, prueba de

inmunofluorescencia

INTRODUCCION

Lostumoreslinfoideso linfomassonlas
enfermedades neopl &sicas mas comunes de
las aves. Estos tumores son producto de in-
fecciones virales, generamente por herpes-
virusy retrovirus. El virus de la enfermedad
de Marek (MDV), miembro de la familia
Herpesviridag, produce linfomas usuamente
en linfocitos T. Las infecciones retroviraes
gue se describen en aves son producidos por
los denominados virus exdgenos agrupados
como retrovirus de la leucosis aviar (ALV).
Estos retrovirus producen una gama de tu-
mores de origen linfocitario de células B
(leucosis linfoide), eritroideo (eritroblastosis)
y miloide (mieloblastosisy miglocitomatoss),
pudiendo ademéas ocasionar infiltraciones
tumoraesen unavariedad detejidos parenqui-
matosos (tumores solidos). Por otro lado, se
described retrovirusdelareticuloendoteliosis

(REV) con capacidad de causar linfoma de
célulasB en pollosy células T en otras espe-
cies de aves (Payney Mc Kay, 1999).

En & diagnostico diferencia de los tu-
mores linfoides en aves se utilizan varios cri-
terios que incluyen € clinico y las dteracio-
nes macro y/o microscopicas, y, usuamente,
se busca diferenciar las infecciones aviares
mas prevalentes, como la enfermedad de
Marek (EM) y laleucosis linfoide (LL). En-
tre lasinfecciones herpéticas, laenfermedad
de Marek (EM) es lamas comun de las en-
fermedadeslinfoproliferativas de pollos, y se
caracteriza por infiltraciones de células
mononucleares en nervios periféricos y/o
gonadas, iris, higado, bazo, corazdn, rifiones,
proventriculo, pulmén, mesenterio, bursa,
timo, glandula adrenal, pancress, intestino,
musculosy piel (Calnek y Witter, 1997). Es-
tas infiltraciones producen signos clinicos en
pollos que muchas veces, con la excepcidn
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del compromiso neura, son de poca ayuda
para establecer un diagnéstico diferencial
adecuado (Calnek y Witter, 1997; Murioz,
2000). Las lesiones neoplésicas viscerales
macroscopicas observadas en animales in-
fectados por laEM son indistinguibles de las
lesiones|eucdsicasinducidas por infecciones
retroviraes.

El término de leucosis o0 sarcoma aviar
es utilizado para describir a una variedad de
neoplasiastransmisibles en aves que son pro-
ducto deinfeccionesretroviraes. Laleucoss
linfoide es la forma més comin de este gru-
poy lamas devastadora en las explotaciones
avicolasanivel mundia. Lostumoresen esta
enfermedad comprometen la bursa, higado,
bazo y otros 6rganos viscerales con cambios
macroscopicos que muchas veces no son fa-
cilmente distinguibles de las ocasi onadas por
infecciones herpéticas. El diagnostico dife-
rencial de lostumoreslinfoides aviares se ha
complicado por lostumores de origen midoide
(mielocitomatosis y/o mieloblastosis).
Macroscopicamente, las céulas mieloides
transformadas tienden a involucrar a la su-
perficie de los huesos y una variedad de 6r-
ganos viscerales que ayudan adiferenciarlas
de otrostipos de tumores, pero estostipos de
tumores tienden a coexistir con otras infec-
ciones virales (Spencer, 1998).

Lostumores asociados ainfecciones por
d virus delaleucos s aviar son blandos, lisos
y brillosos. Al corte son de color ligeramente
gris a blanco acuoso con &reas de necrosis.
El crecimiento puede ser nodular, miliar, difu-
s0 0 combinado. En laforma nodular varian
de 0.5 a5 cm de diametro y pueden ser po-
cos 0 numerosos. La forma miliar consiste
en numerosos nodulos menores a 2 mm de
didmetro, distribuidos en forma uniforme. En
laformadifusad organo esta agrandado uni-
formemente, ligeramente gris y usuamente
muy friable (Payne y Fadly, 1997).
Microscopicamentelostumores estan forma-
dos por grandes células linfoides, con una
membrana citoplasmética pobremente defi-
nida, nicleo vesicular y condensacion de la
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cromatinay uno o més nucléolos acidofilicos
notorios.

Tradiciondmente, laEM y laLL sehan
diagnosticado asociando criterios clinicos y
cambios macro y/o microscopicos. En este
contexto, € criterio clinico de la edad de la
infeccion, los 6rganos y € tipo de lesion
tumora observada, son utilizados como cri-
terios de tamices inicides en € diagnéstico
de tumores linfoides. La presencia de una
poblacion linfocitaria de diferente tamafio y
maduracién (pleomérfica) y su formadein-
filtracion difusa, son criterios para d diag-
nostico de la EM. En cambio, € diagndstico
delaLL se basaen lapresencia de una po-
blacion de linfoblastos grandesy homogéneos
(monomorficos) agrupados formando foliculos
(Neumann y Witter, 1979; Randall, 1990;
Torriani, 1997).

Estos criterios diferenciales son muchas
veces insuficientes y causante de frustracion
entre los especidigtas, sobre todo cuando los
tumores linfoides de diferente etiologia, infec-
tan los mismos 6rganos visceraes y/o com-
prometen aaves en un mismo periodo de edad.
Esto seve agravado con laposibilidad de pro-
ducirse coinfeccionesviral es, desencadenan-
do infiltraciones neopl &si cas que muchas ve-
cesimposibilitaunaadecuada caracterizacion
microscopica.

Estas dificultades diagndsticas pueden
superarse gracias a la prueba de inmuno-
fluorescencia directa utilizando anticuerpos
monoclonaes (AcMo) especificos para los
linfocitosBy T aviares. Su aplicacion sefun-
damenta en que € virus productor de laEM
infectay transforma en un 90% a linfocitos
T mientras que & virusdelaLL lo hacen en
similar proporcion a los linfocitos B (Fadly,
1997). En ta razdn, € presente estudio re-
porta € diagnostico diferencia en 40 aves
con tumores linfoides, en € que ademés de
los criterios clinicos, macro y microscopicos,
seutilizd AcMo paraloslinfocitos Ty B para
establecer un diagndstico més preciso de los
tumores linfoides aviares.
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Lugar de estudio

La necropsia de gallinas ponedoras se
reaizd en € Laboratorio de Patologia Aviar
de laFacultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM) en Lima (Pert), y en las mismas
granjas. Las aves procedieron de granjas de
las ciudades de Trujillo, Chinchay Lima. El
trabajo de histopatologia y la prueba de
inmunofluorescencia se llevo a cabo en los
laboratorios de Histopatologiay Virologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la
UNMSM.

Examen de necropsiay toma de muestras

Las necropsias de las aves muertas y
las sacrificadas por sospechas de presentar
enfermedad tumoral, se realizaron siguiendo
la técnica convenciona (Perusquia, 1985).
Las muestras para andlisis histopatol 0gicos
procedieron de érganos que macroscopica
mente presentaban formaciones tumorales
(6rganos agrandados, con decoloracion
grisacea difusa o formaciones nodulares en
el parénquimade higado, bazo, corazon o ri-
fiones; o con ateraciones morfoldgicas en €
tamario y color, tales como engrosamiento del
proven-triculo o intestino, agrandamiento del
ovario en formade coliflor, bursa aumentada
o atréfica, asi como agrandamiento delos pul-
mones o pancreas (Perusquia, 1985; Inga,
1991; Canek y Witter, 1997).

Histopatologia

Las muestras conservadas en formalina
al 10% fueron sometidas al proceso
histologico empleando la coloracion
hematoxilina/leosina. Los cambios citol6gicos
compatibles con LL estan referidos a la ho-
mogeneidad de las cd ulastumorales con pre-
senciade mitosis, atipia celular, presenciade
linfocitos grandes (linfoblastos) y uniformes
(homogéneons). Loslinfoblastos presentan una

membrana citoplasmética pobremente defi-
nida, mucho citoplasma basofilico y un ni-
cleo vesicular prominente en el cua hay
marginaciény condensacién de lacromating,
y uno o mas nucléolos acidofilicos.

Los cambios asociados a EM corres-
ponden a presencia de células atipicas y
pleomorfismo linfocitario (variacion en tama
fio y maduracion de los linfoblastos de pe-
guefios a medianos). La proliferacion es en
forma difusa con figuras mitéticas (“célula
de Marek”), caracteristica patognomonica.
Estos linfocitos transformados son grandes
y, en muchos casos, estdn en proceso de
muerte celular con evidencias de cariorrexis
y caridliss.

Inmunofluor escencia (1 F)

Las muestras parala pruebade IF fue-
ron cortadas con € micr6tomo de congela
cion. Lostejidos tumorales fueron sometidos
al proceso de congelamiento antesy durante
el proceso de corte para obtener tejidos de 4
micras de espesor. Cada pieza de tgjido con-
gelado fue depositada en una lamina
portaobjetos y, posteriormente, fijada en
acetona refrigerada por 15 y guardada en
congelacion antes de ser sometido ala prue-
ba de IF. En cada corte de tegjido se aplico €
anticuerpo monoclona respectivo marcado
con fluoresceina (Southern Biotechnology
Associates, Inc. USA). Paralaidentificacion
de los linfocitos B, € anticuerpo monoclona
(anti 1g M) se diluyd con PBS, en una pro-
porcion de 1:100 para obtener una concen-
tracion de 5 pg/ml. Para los linfocitos T, d
anticuerpo monoclona (anti CD3) se diluy6
con PBS en una proporcion de 1:50 para ob-
tener una concentracion de 10 pg/ml. Los
conjugados respectivos se agregaron d teji-
do y fueron incubados en estufa a 37 °C por
35 (en cdmara humeda). Terminada la
incubacién, las muestras fueron lavadas con
PBSYy cubiertas con glicerina. Las muestras
fueron observadas en e microscopio defluo-
rescencia buscando la distribucion del mar-
cador enlasuperficiedelas cdulastumordes.
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La muestra se consideraba positiva a
linfocitos B (LL), cuando a aplicar € conju-
gado anti-lg M, se notaba € color amarillo
verdoso formando masas que correspondian
a las células tumorales. La positividad a
linfocitos T (MD) se determinaba cuando a
aplicar d conjugado anti-CD3, se apreciaba
el color amarillo verdoso correspondiente.

Andlisis estadistico

L os cambios macroscopi cos observados
fueron comparados con los halazgos de los
exadmenes histopatol égicosy con los resulta
dos de la prueba de IF directa. El grado de
concordanciaentrelosresultadosdel examen
histopatol 6gico y deinmunofluorescenciafue
utilizado para determinar s uno de los ex&
menes es excluyente mediante la prueba de
Kappay Mc Nemar.

Examen de necropsia

En d examen de necropsia se detectaron
tumoresend higado (Fig.1), bazo, proventriculo,
corazon, ovarios, rifiones, pulmones, mesente-
rio, intestino, nervio, bursa, pancress, timo, piel
y misculo. El higado,  bazoy € proventriculo
fueron los organos afectados con mayor fre-
cuencia(67.5, 52.5y 47.5%, respectivamente.
Cuadro 1). Lapid, d misculo esquelético y €
timo fueron los érganos menos afectados. Las
ateraciones macroscopicas produjeron unaevi-
dente pérdida de la arquitectura normd de los
tgjidos afectados. Los tumores en ovario mos-
traban unagparienciadecaliflor, € proventriculo
se encontraba generamente engrosado y la
bursa presentabatumores detipo nodular o en-
grosamiento difuso.

Una gallina llegd a presentar ocho 6r-
ganos con tumores (higado, bazo, corazdn,
proventriculo, rifiones, pulmones, nervio y
ovario). Dentro de las aves afectadas, 27/40
presentaron entre 2-4 Grganos afectados, 7/
40 entre 5-8 drganos comprometidos y 6/40
con un solo 6rgano afectado (Cuadro 2).
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El higado, que fue d drgano afectado
con mayor frecuencia, se encontraba agran-
dado ocupando gran parte de laregion abdo-
mind y con zonas de color més claro de lo
normal. Cuando €l bazo estaba comprometi-
do se encontraba aumentado de tamarfio en
forma homogénea.

El examen de necropsia determiné que
24/40 aves examinadas tenian lesiones com-
patibles con la enfermedad de Marek y las
restantes (16/40) con lesiones compatibles
con leucosis linfoide (Cuadro 3). El engrosa-
miento de los nervios, tumores en proven-
triculo y € caracter difuso del proceso fue-
ron evidencias patoldgicas sugerentes de la
GM. Los tumores de tipo nodular afectando
alabursa, higado y bazo fueron los aspectos
macroscopicos considerados para arribar a
un posible diagnostico de LL.

Histopatologia

El 75% (18/24) delas aves diagnostica-
das macroscopicamente como EM tenian
infiltracioneslinfoides pleomorficas compati-
bles histol 6gicamente con EM, en tanto que
las otras (6/24) poseian cambios histol égicos
monomarficos compatiblescon LL. Todaslas
aves diagnosticadas macroscopicamente
como LL (16/40) presentaron evidencias
histol 6gicas correspondientesa L L.

En el grupo de aves con cambios
histol6gicos compatibles con EM se obser-
varon laslesionesintestinales caracterizadas
por infiltracion difusa de poblaciones
pleomorficas de linfocitos con figuras
mitéticas en todas |as capas del intestino (Fig.
2). El nervio ciético engrosado estuvo reple-
to de céulas tumoraes que distorsionan su
estructuray desplazan las neuronas (Fig. 3).
End bazo, lainfiltracion dterabalosfoliculos
esplénicosy en € pancreas se produjo diso-
ciacion de los acinos (figs. 4y 5).

Laegtructurahistol6gicaesdiferenteen
€l caso de LL. Laslesiones son focales con
presencia de linfocitos grandes uniformes
(homogéneos), encontrandose en la misma
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etgpadedesarrollo primitivoy referidos como
linfoblastos de laleucosis aviar. En € higado,
los tumores fueron multifocales con despla-
zamiento y/o compresion de los hepatocitos
acausadd crecimiento expansivo de los fo-
costumorales (Fig. 6). En el ovario con apa
riencia microscopica de coliflor, se gprecia
gran cantidad de cél ulas tumora es monomor-
ficasarededor delosfoliculosovéricos (figs.
7y 8). Las células tumorales comprimen las
células parenquimatosas del 6rgano afecta-
do, no seinfiltran entre dlas, tienen unamem-
brana citoplasmatica pobremente definida,
mucho citoplasma basofilico y un nucleo
vesicular en e cuad hay marginacion y con-
densacion delacromatinay presenciade uno
0 més nucleolos acidofilicos .

En agunas laminas se observaron ade-
mas del patron caracteristico, grupos de cé-
lulas identificadas como mielocitos, presen-
tes mayormente en higado y ovarios,
sugeriendo lapresenciade unainfeccion mixta
y generamente con laenfermedad de Marek.

Inmunofluor escencia

Nueve de los 18 (50%) tumores clasifi-
cados por histopatologia como enfermedad
de Marek, fueron positivos a marcador CD3
(cdulas T) en la prueba de inmunofluores-
cencia (Cuadro 4). De estos 9 positivos, 6/9
solamente fueron positivosparael CD3y 3/9
aambos marcadores CD3 (células T) e IgM
(células B). En los 9/18 restantes se logré
observar que 8/9 fueron negativos a ambos
marcadores CD3 elgM, y en 1/9 resulto po-
stivoparalgM (LL). Similarmente, en 12/22
(54.6%) diagnosticados por histopatologia
como leucosis linfoide, se identificaron mar-
cadores de células B (IgM+). Seis de estas
aves fueron solamente positivosalgM vy las
otras sai's presentaron marcadores para am-
bos tipos de cdlulas. En € resto (10/22) con
cambios histologicosindicadoresde LL, 6/10
fueron positivos a marcadores CD3 (células
T) y los 4 restantes negativos para ambos
marcadores (Cuadro 4).
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La prueba de inmunofluorescencia per-
miti6 la deteccion mas precisa dd tipo de tu-
mor involucrado. La utilizacion de esta prue-
ba determiné que 12/40 (30%) animales con
tumores tenian marcadores CD3 (Enferme-
dad de Marek), 7/40 (17.5%) eran positivos
algM (Leucosis Linfoide), 9/40 (22.5%) te-
nian ambos marcadoresde cdlulas Ty B (in-
fecciones mixtas) y losrestantes 12/40 (30%)
fueron negativos para ambos marcadores
(Cuadro 4).

Todoslos casos (4/4) enlos que macros-
copicamente estuvo involucrado e nerviore-
sultaron positivos a CD3, corroborando que
estas dteraciones son tipicas de EM. Con
excepcion de los tumores detectados en la
piel y e musculo (negativos aambos marca
dores), todo € resto de Grganos comprome-
tidos reaccionaron alos 2 marcadores. Mas
del 50% de las lesiones encontradas en los
intestinos, bursay proventricul os fueron po-
sitivos a marcadores de células T en tanto
gue més del 50% de las|esiones encontradas
en € mesenterio, pancreas 'y ovarios fueron
positivos a marcador de las células B. El
Unico tumor detectado en € timo resultd po-
sitivo paraambos marcadoresde cdlulas T 'y
B (Cuadro 5). Entota, 7/27 lesiones hepéti-
cas, 7/13 cardiacas, 2/6 pulmonares, 2/8 re-
nales, 1/21 esplénicas, 1/9 ovéricas y 1/19
proventriculares resultaron negativas para
ambos marcadores.

Las pruebas de Kappa y Mc Nemar
mostraron que paralaenfermedad de Marek,
el grado de concordanciaentre histopatol ogia
einmunofluorescenciaesde-0.045 (p>0.05);
y paraleucosis linfoide € grado de concor-
dancia entre ambas pruebas (HP e IF) esde
0.314 (p>0.05), por 1o que se deduce que
ambos métodos de diagnéstico no son mu-
tuamente reemplazabl es.

Lostumoreslinfoidesaviares ocasio-
nados por agentes virales son generamente
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Figura 2. Intestino delgado con infiltracion difusa de células tumorales afectando capa
mucosa (M) musculo liso (ML) y serosa (S) en la enfermedad de Marek. 10X
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Figura 3. Nervio ciatico con infiltracion difusa tumoral de células pleomorficas (flecha) en la
enfermedad de Marek. 25X

Figura 4. Bazo con infiltracion periarteriolar de células tumorales pleomdrficas en la enfermedad
de Marek. Arteriola de Maipighi (AM), células tumorales (flecha)
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Figura 5. Pancreas con infiltracién tumoral difusa de células pleomorficas (flecha)
con disociacién acinar (A) en la enfermedad de Marex. 40X

Figura 6. Higado coninfiltracion multifocal por células tumorales (flecha) de creci-
miento expansivo en la leucosis linfoide. Hepatocitos (H). 4X
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Figura 7. Ovario con amplia proliferacién de células tumorales monomérficas de
tipo linfobasticas perifolicular (flecha) Foliculos ovaricos (FO). 10X

Figura 8. Ovario tumoral del ave de la Fig. 7. Foliculo ovérico rodeado de abundantes células
tumorales monomoérficas de tipo linfoblasticas (flecha) en la leucosis linfoide. 45X
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Cuadrol. Cuantificacion de los 6rganos afectados con tumores linfoides (enfermedad de
Marek o leucosis linfoide) observados a la necropsia (n=40) en gallinas
ponedoras de granjas comerciales de tres ciudades de Lima

Gallinas ponedoras

Organo afectado

n (%)
Timo 1 2.5
I ntestino delgado 4 10.0
Nervios 4 10.0
Piel 1 25
Bursa de Fabricio 3 7.5
Higado 27 67.5
Bazo 21 525
M Uscul o esguel ético 1 2.5
Corazodn 13 325
Proventriculo 19 475
Rifiones 8 20.0
Mesenterio 5 125
Pulmones 6 15.0
Ovarios 9 225
Pancreas 3 7.5

Cuadro 2. Numero de érganos afectados por ave con tumores linfoides, compatibles con
enfermedad de Marek o leucosis linfoide, observados a la necropsia en galinas
ponedoras (n=40) de granjas comerciales en tres ciudades de Lima

N° de 6rganos afectados

1 2 3 4 5 6 7 8

Aves afectadas (n) 6 11 8 8 3 3 0 1
Aves afectadas (%) 150 275 200 200 75 75 00 25

Cuadro 3. Resultados comparativos entre alteraciones macroscépicas a la necropsia y
prueba de inmunofluorescencia

Resultados de la Necropsia

Total
Prueba de Inmunofluorescencia Enf. de Marek Leucosis linfoide
n % n % n %
CD3 positivo (EM) 8 333 4 25.0 12 30.0
IgM positivo (LL) 4 16.7 3 18.8 7 175
CD3 elgM positivos 6 25.0 3 18.8 9 225
(infecciones mixtas)
CD3elgM negativos 6 25.0 6 375 12 30.0
Total 24 100.0 16 100.0 40 100.0
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Cuadro4. Resultados comparativos entre alteraciones histopatoldgicas y prueba de
inmunofluorescencia

Diagndstico por histopatologia

: Total
Prueba de inmuofluorescencia Enfermedad de L-eucpss
Marek linfoide
n % n % n %
CD3 positivo (EM) 6 333 6 273 12 30.0
IgM positivo (LL) 1 5.6 6 273 7 175
CD3 elgM positivos 3 167 6 273 9 25
(infecciones mixtas)
CD e lgM negativos 8 44.4 4 18.2 12 30.0
Total 18 100.0 22 100.0 40 100.0

Cuadro 5. Asociacion entre lesiones macroscopicas caracteristicas de la Enfermedad de
Marek y delaLeucosis Linfoide, y presencia de marcadores de clulas Ty B

Organo Tota de Marcador de células T Marcador de células B
muestras n % n %
Nervio 4 4 100.0 0 0.0
Piel 1 0 0.0 0 0.0
Proventriculo 19 10 52.6 8 421
Corazén 13 5 384 3 230
Bursa 3 2 66.6 1 333
Ovarios 9 3 333 5 55,5
Rifiones 8 3 375 3 375
Intestino 4 3 75.0 2 50.0
Mesenterio 5 1 20.0 4 80.0
Pancreas 3 1 333 2 66.6
Pulmones 6 2 333 2 33.3
Musculo 1 0 0.0 0 0.0
Timo 1 1 100.0 1 100.0
Higado 27 12 444 8 29.6
Bazo 21 12 57.1 8 38.0
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Uso de anticuerposmonoclonal es paracaracterizar tumoreslinfoidesaviares

producto de infecciones retrovirales del gru-
po delaLL y € herpesvirus responsable de
laEM. Estos tumoreslinfoides, en formami-
croscopica son generalmente indistinguibles
dificultando su diagndstico definitivo. El diag-
nostico diferencia usualmente dependedelas
observaciones de cambios histopatol égicos
asociados con la historia clinica, signos
macroscopicos y ciertas caracteristicas
citologicas. La histiogénesis producto de es-
tasinfeccionesindicaquee agenteretroviral
delaLL transformausuamente acélulas B
y lainfeccién herpéticaalascélulas T. Estas
evidencias han permitido utilizar AcMo diri-
gidos aantigenos (marcadores) celulares para
identificar aloslinfocitos B (IgM+) o células
T (CD3+). Estos AcMo conjugados con
isotiocianato de fluoresceina se utilizaron en
el presente estudio mediante pruebas de
immnunofluorescencia (IF) directa para la
diferenciacion de tumores linfoides aviares
asociadoscon LL y EM.

El andisis histopatoldgico fue utilizado
para agrupar ciertos cambios celulares des-
critos como pleomorfismo linfocitico con pre-
sencia de mitosis, cariorrexis y/o cariolisis
dentro de los patrones asociados con laEM
y la presencia de linfoblastos homogéneos
como caracteristicas histolégicasde LL. Con
estos criterios se clasifico ad 45% de los tu-
mores como lesiones compatibles como EM
y & 55% restante dentro de la denominada
LL. Este criterio histopatol 6gico fue utilizado
para ser contrastado con la presencia de
marcadores celulares mediante los AcMo y
poder diferenciar aloslinfocitos B delas cé-
lulas T. En algunos casos la presenciade cé-
lulas compatibles con midocitosinfiltrando los
organos, fueron tomados como una posible
infeccion o superinfeccion del virus de la
leucosis tipo J (Hihara et al., 1998; Fadly,
1999; Zavaa, 2000).

Los resultados de la prueba de IF con-
firman ladificultad en @ diagndstico definiti-
Vo de las causas de los tumores linfoides en
las aves. Por un lado, se confirma que la
histopatologia es una herramienta adicional
muy importante en € diagndstico del tipo de
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neoplasialinfoide en 6rganostumorales, pero
fundamental mente se debera tener en cuen-

ta @ principd érgano blanco transformado,

como nerviosenlaEM y bursaen LL (Julian,

1998; Payney Mc Kay, 1999). En este estu-

dio, los 4/40 casos en los que los nervios es-

tuvieron involucrados resultaron ser

histol 6gicamente e | F positivosalaEM. Esto,

sin embargo, no lo fue para casos sospecho-

sosde LL (1/3 de casos en los que la bursa
estuvo involucrada, la IF fue positiva a
linfocitos B y € resto dio positivo alinfocitos
T). Esto es contrario a lo expresado por va

rios autores que indican que la lesion de la

bursa es patognomonica de leucoss linfoide

(Fadly, 1997; Payney Mc Kay, 1999), pero
sin lugar a dudas, refuerza d concepto de la

habilidad en lalectura e interpretacion de los

cambios citolégicos. La bursa puede ser to-

mada por célulastumoralesdeorigen B (LL)

y cdulas T (EM), y ladiferenciacion depen-

de dd tipo de infiltracion tumora. Se men-

ciona que LL infiltra foca o nodularmente,

mientras que EM |o hace interfolicularmente

comprometiendo ademéas ala plicabursal.

El andlisisestadisticoindicaqueparalL,
existe una concordancia regular entre la
histopatologia e IF, mientras que parala EM
hay una pobre concordancia entre los dos
parametros. Esto se explica porque
microscopicamente, es posible una identifi-
cacién més precisa de poblaciones celulares
homogénesas de leucosis linfoide concordan-
do con € resultado de IF, a diferenciade la
dificil identificacion microscdpica de las cé-
lulas pleomérficas de la enfermedad de
Marek.

Las dificultades diagnosticas de tumo-
reslinfoidesen avesradicaen lahabilidad de
ambos agentes virales de comprometer amés
de un 6rgano anatdmico. Las neoplasias aso-
ciadasa LL y la EM suelen ocurrir en los
mismos Organos viscerales y aln durante €
mismo periodo de edad. Esta dualidad
infectiva ha podido ser identificadaen € es-
tudio, ya que con excepcidn de lesiones en-
contradas en piel y muasculo (negativos a
ambos marcadores), todos los érganos fue-
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ron positivos a uno o0 a ambos marcadores
andizados (Cuadro 5). Las habilidadesvirdes
de infectar un mismo érgano refuerzalane-
cesidad deredlizar exdmenes microscopicos,
sin embargo, esto no es definitivo, pues mu-
chas veces un acertado diagnostico depen-
dera de la habilidad en lalectura de los cam-
bios histopatol 6gicos y sobre todo de encon-
trar |as caracteristicas apropiadas en las cé-
lulastumoraesinvolucradas (Wakenell, 1997;
Payney Mc Kay, 1999). Por estas razones,
la prueba de IF representa una aternativa
viable para @ diagndstico diferencial ya que
tienelacapacidad dedistinguir entre linfomas
de células B y T, debido a que utiliza
anticuerpos monoclonaes especificos para
antigenos de superficie celular de linfocitos
Ty B (Jeurissen et al., 2000).

S bien es cierto que la prueba de la
identificacion de marcadores celulares para
loslinfocitos B y T son de ayuda en d diag-
nogtico diferencid de los tumores linfoides
en aves, estos deben ser aceptados como he-
rramientas adiciondesen € diagnostico, pues
el retrovirus causante de LL transformafun-
damentalmente a los linfocitos B. En este
concepto, el tumor con cambios histopa-
tologicos atamente compatibles con EM y
positivos acéulas B no deben ser totalmente
descartados como EM (Cuadro 4). En todos
estos casos seria necesario implementar he-
rramientas moleculares a fin de precisar o
descartar la presencia de un determinado
agente viral.

Docedelas40 (30%) lesionestumoraes
evidenciaron infecciones mixtas. EI mayor
porcentgje de estos casos (8/12) correspon-
dieron a casos que histopatol 6gicamente fue-
ron clasificados como EM (Cuadro 4). Estos
resultados refuerzan las evidencias sobre in-
fecciones concurrentes entre € virus de la
leucosisaviar y cepasmuy virulentasdel virus
dela EM en € desarrollo de tumores mas
intensos que cuando actlan de manerasepa-
rada (Witter, 1998; Alzamora, 2000; Zavda,
2000). La intensdad de los tumores no ha
sido evaluadaen € presente estudio perotam-
poco descarta esta posibilidad de ocurrencia

en nuestro medio. La coexistencia de infec-
ciones virales en lesiones con tumores en
nuestro medio se refuerza, ademés, por la
presencia de evidencias histopatol 6gicas (hi-
gado y ovario) de infeccion de virus de la
leucosis aviar dedl tipo J (Zavala, 1999).

Llama la atencidn que 12/40 (30%) de
los casostumora esfueron negativosparaam-
bos marcadores. Esto evidenciaria que estos
tumores pueden tener origen no linfoide o los
AcMo no fueron capaces de identificar
antigenos celulares. Se debe mencionar, ade-
més que |as lesiones tumorales encontradas
en la piel y masculo fueron negativas a los
marcadores empleados en el estudio. La
negatividad en todos |os casos puede deber-
se aun inadecuado muestreo o la especifici-
dad del anticuerpo monoclona empleado.

El uso combinado de cambios histopato-
l6gicos y la presencia de marcadores de los
linfocitosB y T han sdo utilizadosen d diag-
nostico diferencial en 40 casos de linfomas
aviares. Los cambios citol6gicos evidencia-
ron que 18/40 (45%) tenian lesiones compa-
tibles con EM y € restante (22/40), cambios
correspondientes a L L. Se encontrd ademas
que 5/40 (12.5%) casos tenian infiltraciones
celulares mixtas de células linfoides y
mielocitos sugiriendo la presencia de infec-
cionesdd virusdelaLL tipoJ. Lapruebade
IF directa confirmd que e 50% (9/18) de
casos clasificados como EM tenian marca-
dores de clulas T y 12/22 (54.6%) de los
casos agrupados como LL tenian marcado-
res de linfocitos B. En ambos grupos se en-
contraron infiltraciones linfoides mixtas, 3/9
(EM) y 6/12 (LL) fueron positivos a ambos
marcadores celularesparacéulasBy T. Por
otro lado en 12/40 (30%) casos no se logra-
ron detectar marcador linfoides en las
infiltraciones tumorales. Estos resultados su-
gieren la presencia de més de un retrovirus
involucrado en procesos tumorales aviares
incluyendo € LL tipo Jy probablemente €
retrovirus delareticuloendoteliosis. Sugieren
ademas, que las infecciones mixtas de virus
delaLL y d herpesvirus de la EM son mas
prevaentes de |o sospechado. Las dificulta
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des diagndsticas de estos tipos de tumores
altamente prevaentes en € pais muestran la
necesidad de implementar pruebas mole-
culares (PCR) adicionales para arribar a un
diagndstico mas preciso.
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