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DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUSDE LA
RETICULOENDOTELIOSISAVIAR EN GALLINAS PONEDORAS
MEDIANTE LA PRUEBA DE ELISA

DETERMINATION OF ANTIBODIES AGAINST RETICULOENDOTHELI0SIS VIRUS IN LAYER
Hens BY THE ELISA TEsT

Melina Grados T.1?, Eliana I cochea D.}3, Rosa GonzalesV.!y
Alberto Manchego S.*

El objetivo del presente estudio fue determinar |a presenciade anticuerpos contrael
virusdelaReticuloendoteliosis (REV) enlotesdegallinas ponedoras utilizando laprueba
de ELISA con kits comerciales. Se tomaron 630 muestras de suero, entre julio de 2004 a
marzo de 2005, de 42 | otes en produccién de 28 granjas comercial es del departamento de
LaLibertady laprovinciade Lima. Se encontrd el 33.3% (14/42) de lotes seropositivos,
siendo 22.2% (6/27) en Limay 53.33% en LaLibertad, sin encontrar asociaci 0n estadistica
delainfeccion con antecedentes de problemas tumorales, grupo etéreo y linea genética.
Este es un primer estudio realizado en gallinas ponedoras comercial es cuyos resultados
evidencian lapresenciadel REV en €l Per(.

Palabrasclave: Virus de la Reticuloendoteliosis, REV, anticuerpos, prueba de ELISA,
gallinas ponedoras

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the presence of antibodies against
Reticuloendotheliosisvirus (REV) in flocks of layers hens using commercial ELISA kits.
A total of 630 serum samples from 42 flocksin production of 28 commercial farmsin the
department of La Libertad and the province of Lima were collected from July 2004 till
March 2005. The results indicated that 33.3% (14/42) flocks were seropositive [22.2%
(6/27) in Lima and 53.3% (8/15) in La Libertad respectively], and without significant
association between the infection and history of tumor problems, age, and genetic line.
Thisisthe first study conducted in commercial layer hens and the results showed the
presence of the REV in Peru.
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Se denomina reticuloendoteliosis a un
grupo de sindromes patol 6gicos que se pre-
sentan en varias especies de aves, y es cau-
sado por la infeccién con los retrovirus del
grupo de la Reticuloendotdiosis (REV). La
enfermedad incluye: @) Sindrome del enanis-
mo, b) Neoplasia crénica de los tejidos
linfoidesy otros, y ¢) Neoplasaagudade las
célulasreticulares (Salem et al., 1989; Payne,
1998; Witter y Fadly, 2003). Los REV son
retrovirus no relacionados a los del grupo
Leucosig/Sarcoma, y pertenecen al género
de virus relacionados con laleucemiamurina
(Witter, 2000). Actuamente se consideran
dentro de los virus tipo C de los mamiferos,
del subgénero de los virus de la
Reticuloendoteliosis (Ritchie et al., 1999).

El REV no estd muy difundido, pero su
presentaci on en varios paises es mucho mas
amplia de lo que se crefa inicidmente (Ma
nual Merck, 2000). Se le encuentra en gran-
jasdepollosy pavosde lsradl, Audtrdia, Ja
pon y e sureste de EEUU (Jordan, 1990;
Manua Merck, 2000). La variedad de hos-
pederos es mucho mayor que para otros vi-
rustumoralesaviares (Witter, 1997a; Manua
Merck, 2000). La incidencia de la enferme-
dad clinicaasociadaa REV variade espor&
dica ainggnificante; sn embargo, la preva-
lencia medida por frecuencia de lotes positi-
vos es relativamente alta y tiende a
incrementarse (Witter, 1997b).

La transmision horizontal es probable-
mente mas importante que la vertica (Ma
nual Merck, 2000). Los porcentgjesdetrans-
mision vertica son generalmente més bajos
paraREV quepara€ virusdelL eucosisAviar
(Witter, 1997b). Latransmision horizontal se
presentageneral mente en avesjovenes cuan-
do d virus es difundido por las hecesy flui-
dos corpordes (Ritchieet al., 1999). Lasfuen-
tes de infeccion incluyen galpones contami-
nados, insectosy otros reservorios biol gicos
(Witter y Fadly, 2003). Asmismo, se hare-
portado lacontaminacion accidenta con REV
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de vacunas a virus vivos de Difteroviruela
Aviar y Enfermedad de Marek (Davidson y
Makinson, 1997; Witter y Fadly, 2003), y de
la vacuna contra € Herpesvirus en pavos
(Medinay Ghazikhanian, 1997).

La Oficina Internacional de Epizootias
(OIE) considera ala enfermedad neoplasica
aviar producida por € REV, juntamente con
los virus de la enfermedad de Marek y de la
Leucosis Aviar, como importantes desde €
punto de vista comercia, debido alas pérdi-
das econdmicas generadas por lamortalidad
y € bgjo rendimiento productivo que ocasio-
nan en las aves (Payne 'y Venugopal, 2000).
Asimismo, hay una creciente preocupacion
por este virus ante | os decomisos de aves por
la presentacion de tumores. El virus de la
REV, por ser un agente contaminante poten-
cid devacunasavirusvivo aviar, haforzado
alos productores de vacunas y alas empre-
sas productoras de lineas genéticas libres de
patogenos especificos (SPF) amantener una
vigilancia permanente de sus productos. Por
otro lado, ala REV se le considera una ba-
rrera para la exportacion de la progenie de
lotes infectados, limitando & comercio inter-
naciona de aves y sus productos avicolas
(Witter, 2000).

Actua mente, se encuentran disponibles
kitscomerciales de ELISA paraladeteccion
de anticuerpos en suero de pollos. Esta es
una prueba inmunoenzimética eficaz, rapida,
sensible y util para las deteccion de
anticuerpos en aves positivas, asi como para
confirmar laausenciadd virusen loteslibres
de patdgenos o lotes de reproductores para
la exportacidn (Witter, 2000). En € Per(, en
un estudio previo se demostré que todos los
lotes muestreados de gallinas reproductoras
eran negativos a la presencia de anticuerpos
ad REV (Sdas, 2005); sin embargo, no hay
datos en gallinas de postura comercia. Por
tal motivo, € objetivo del presente estudio fue
determinar la presencia de anticuerpos con-
trae virus delaReticuloendoteliosis en lotes
de gallinas ponedoras de la provincia de dos
regionesdel Per( mediante la pruebacomer-
cia deELISA.
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M ATERIALES Y METODOS

El estudio se redizd en 28 granjas co-
merciaes de la provincia de Limay de de-
partamento de La Libertad. El procesamien-
to delas muestras sellevd acabo en € Labo-
ratorio de Patologia Aviar de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universdad Na-
cional Mayor de San Marcos, Lima.

El tamafio muestral (n = 37) se determi-
no considerando & nimero tota de lotes en
produccion de granjas formales en la provin-
ciade Limay departamento de La Libertad
(n=187) y un nivel de confianza ddl 95%. Se
fijo arbitrariamente una prevalencia limite de
7% debido a que no existen estudios previos
en @ pais en lotes de gallinas ponedoras co-
merciales. Ademas, se consider6 emplear un
minimo de 15 aves por lote (Witter, 1992).

En la practica, se colectaron muestras
de sangre de 630 aves, procedentes de 42 lo-
tes de gallinas ponedoras en produccion, du-
rante los meses de julio de 2004 a marzo de
2005. Las aves se clasificaron de acuerdo a
tres variables. antecedentes por problemas
tumorales (presencia o0 ausencia), lineas
genéticas (Hy Line, Isa Brown, Lohman y
Brown Link), y grupos etareos (20-35, 36-50,
51-65, >65 semanas de edad).

El muestreo seredizé d azar y lasmues-
tras de sangre se obtuvieron por puncion de
la vena braquid (2 ml). El suero resultante
fue conservado en congelacion a-20 °C has-
ta la redizacion de la prueba diagnéstica de
ELISA utilizando kit comerciales (IDEXX
Laboratories), para la determinacion de
anticuerpos contra el virus de Reticulo-
endoteliosis Aviar. Las muestras fueron dilui-
das 1:500 en solucién buffer siguiendo € pro-
cedimiento indicado por € laboratorio fabri-
cante. Las densidades Opticas fueron medi-
das a 650 nm por un lector de ELISA ELX
800 (Biotek Intruments, Inc.). Las muestras
de suero que tuvieron cocientes M/P £0.05
se consideraron negativas y aguellas con co-
cientes >0.5 se consideraron positivas.
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Los resultados generales se expresa
ron en porcentgje con su intervalo de con-
fianzaa 95%. Un lote fue considerado posi-
tivo s d menos un suero fue podtivo ala
prueba. Se evaluo la asociacion estadistica
entre las variables antecedentes de proble-
mas tumorales, grupo etareo, y lineas
genéticas con €l resultado de la prueba
diagnéstica, a través de la prueba de Chi
Cuadrado.

REesuLTADOS

De los 42 lotes en produccion de galli-
nas ponedoras en estudio, 14 dieron positivo
alapresenciade anticuerpos contralaREV,
lo que significa una frecuencia generd de
33.3 £ 14.2%; siendo mayor d 7% delapre-
valenciareferencial esperada. No se obser-
vO diferencias estadisticas entre la presen-
cia de anticuerpos contra REV y la historia
de antecedentes tumorales, grupo etéreo o
linea genética (Cuadro 1). Cinco lotes(36%)
tuvieron menos del 25% de sueros
serorreactores y nueve lotes (64%) presen-
taron 25% O mas de sueros reactores.

Discusion

La seropositividad en 14 de 42 lotes
evaluados (33.3%) representa un ato por-
centge de la presencia dd virus en galinas
ponedoras en € pais. Las dos granjas co-
merciaes que participaron en € estudio es-
tan ubicadas en zonas de alta densidad
poblacional deavesy se caracterizan por te-
ner lamayor poblacion de galinas ponedoras
en e pais. Los resultados de la prueba de
ELISA seinterpretaron como positivo s exis-
tiaa menosun suero positivo dentro del gru-
po de aves, y en @ presente estudio se en-
contro gran cantidad de aves serorreactoras
dentro de cada lote y con vaores de densi-
dades 6pticas mucho mayores que aquellos
de los controles pogitivos. En € estudio de
Salas (2005) en lotes de gallinas
reproductoras de postura'y carne mayores
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Cuadrol. Frecuencia de lotes de gallinas ponedoras comerciales seroreactoras a
reticuloentolesiosis (REV), segin su procedencia, historia de problemas

tumorales, grupo etéreo, y lineas genéticas (2004-2005)

Lotes
N° de muestras positivas / Frecuencia
N° muestras examinadas (%)

Procedencia

Lima 6/27 22.2°

LaLibertad 8/15 53.3
Problemas tumorales

Positivo 5/13 385

Negativo 9/29 310
Grupo etareo (semanas de edad)

20a35 4/8 50.0

36 a50 4/10 40.0

51a65 2/16 125

> 65 4/8 50.0
Lineas genéticas

Hy Line 10/22 455

Isa Brown 207 28.6

Lohman vl 9.1

Brown Link 12 50.0
Total 14/42 33.3+14.2*

1 Intervalo de confianza del 95%

b superindices diferentes indican diferencias estadisticas dentro de cada variable (p<0.05)

de 50 semanas de edad solo se detecto tres
sueros positivos de un total de 180 analiza
dos, y los valores de densidad Optica fueron
inferiores alos controles positivos.

Los resultados del estudio hecho por
Sdas (2005) minimizan la posbilidad de in-
feccion por transmision vertical a nacimien-
to en pollitas ponedoras comerciales. No
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obstante, se debe tener en cuenta las defi-
cientes medidas de bioseguridad que existen
en la crianza de aves de postura comercial
comparadas con € alto nivel existente en
granjas de reproductoras de lineas pesadas.
Esta situacion conlleva a un ato riesgo de
contaminacion horizonta durante la crianza
en gdlinas de postura, haciendo posible los
hallazgos de seroconversion detectadosen €
presente estudio.
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La frecuencia de lotes seropositivos a
REV es comparable a reporte de Witter et
al. (1982) en EEUU donde se encontré 21%
deinfeccion en 101 lotes de ponedoras usan-
do la pruebadeinmunofluorescenciaindirec-
ta; sn embargo, en lazonasetenialahistoria
de la presencia del REV, mas no asi en €
Pert donde no se tiene antecedentes de este
tipo de problemas tumorales. Por otro lado,
en otros estudios se ha documentado la de-
teccion de anticuerpos contra REV en 60-
80% de las aves en algunas parvadas de
EEUU y Japdn, indicando que la frecuencia
de animales seropositivos estéd aumentando
(Witter, 2000).

La neoplasia linfoide cronicay € sin-
drome del enanismo son las manifestaciones
clinicas més comunes que ocasiona lainfec-
cion por el REV (Whiteman y Bickford,
1996), aunque también puede producir tumo-
ressmilaresalosdelaEnfermedad de Marek
y alosdeLeucosisAviar. En € presente es-
tudio no fue posible establecer una relacion
significativa entre lotes con antecedentes
tumorales y la infeccién con € REV, pero
tampoco se descarta que los problemas
tumorales hayan podido ser causados por la
REV.

Actualmente, las manifestaciones clini-
casen pollos se asocian principalmente a uso
de vacunas contaminadas con REV (Witter,
1997a). Se han encontrado tumores linfoides
cronicosen Australiaen unlote de ponedoras
luego de la administracién de una vacuna
contrala enfermedad de Marek, contamina-
da con REV (Witter, 2000); y en EEUU se
observaron linfomas relacionados con REV
en dos parvadas de reproductoras de carne
por e uso de una vacuna de viruela aviar
contaminada con este agente (Witter, 2000).
No se conoce la fuente de infeccién en €
pais, aunque es muy probable que lavia sea
lahorizontd ; no obstante, no debe descartar-
selaposibilidad de vacunas contaminadas con
REV como fuentedeinfeccidn, especiad mente
en los lotes con antecedentes tumorales. Asi
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mismo, exigte la poshbilidad de reservorios
naturales del virus como fuentes de infec-
cion (Witter, 1997b), entre elos las aves sil-
vestres (Zavaa, 2004). Ademas, sedebe con-
Siderar la posible transmision por mosquitos
(Witter,1997b).

Laedad de las aves es un factor a con-
siderar en lainterpretacion de los resultados
serol 6gicos. Lostitulos de anticuerpos podrian
ser bgjos s lainfeccion ocurre aedadestem-
pranas, de alli que seria necesario hacer una
segunda eval uacion un mes después. Por otro
lado, los titulos de anticuerpos declinan mas
rapidamente en aves de edades mayores (R.
Witter, comunicacién personal). Sin embar-
go, en este estudio no se encontrd una aso-
ciacion significativa por efecto de la edad.

La linea genética fue una variable en
estudio debido a que € virus se tranamite
verticamente; sin embargo, |as cuatro lineas
de aves evaluadas estuvieron afectadas sin
encontrarse diferenciaestadisticaentreélas.

En e 64% de los lotes de postura que
resultaron positivos a la prueba de ELISA,
por lo menos el 25% delasaves positivasfue
positivo a REV y con altos valores de
seroconversion. Se asevera que titulos altos
de anticuerpos aunados con un moderado
porcentgje de sueros positivos en los lotes
permite confirmar la presencia del virus en
dichos lotes (R. Witter, comunicacion perso-
nal). Por otro lado, € control sanitario de in-
greso de |otes de pollos importados en | sragl
consideracomo positivoaREV aunlotes €
50% 0 més de los sueros son positivos a la
pruebade ELISA Indirecta, aunque recomien-
dan un monitoreo adecuado de las aves me-
diante esta prueba y € PCR (Davidson y
Malkinson, 1997).

Debido alaevidenciadel agente infec-
cioso en @ paisy lacreciente prevalenciaen
otros paises, se debe considerar lavigilancia
epidemiologicadd REV.
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CONCLUSIONES

?

~J

Se encontré serorreaccion a virusde la
Reticuloendoteliosis mediante la prueba
de ELISA, en d 33.3% de 42 lotes de
aves de postura comercia estudiados.

No se encontré asociacion estadistica

entre lotes positivos y antecedentes
tumorales, grupo etareo y lineagenética.
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