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Capitulo |

1.1 Planteamiento del problema

La viruela aviar causa una disminucion transitoria de la produccion de
huevo y ralentizacion del crecimiento de los pollos jévenes afectando
directamente a la produccion avicola y como consecuencia perdidas

econdmicas a los que se dedican a esta actividad empresarial.

Es importante que los pequefios y grandes productores cuenten con la
informacion a detalle sobre un problema existente a nivel mundial y sobre todo

en zonas rurales; la enfermedad denominada “Viruela Aviar”.

Esta enfermedad (viruela aviar) suelepresentarse de manera peligrosa
y amenazadora para los pequefios productores de aves dado a que muchos
de ellos no cuentan ni ejercen los métodos de bioseguridad especificos para
prevenirla, se considera que las mas susceptibles a contraerla son las aves
de corral o detraspatio (consideradas también aves domésticas) por no contar
en gran parte con la capacitacion adecuada de manera tedrico-practica y una
minoria de las poblaciones del medio rural (pequefios productores) muestran

no tener interés por darle solucion a la enfermedad.

Los virus de la viruela aviar, son miembros del género Avipox de la
familia Poxviridae (Tripathy y Reed 2000), el virus es grande, oval, de 150 —
200 nm por 265- 350 nm, es un virus ADN revestido de una cubierta que se
desarrolla en el citoplasma de las células infectadas, éstas células tienen
grandes inclusiones intracitoplasmaticas (cuerpos de Bollinger) (Karstad
1977).

El virus de la viruela afecta primariamente a la piel y mucosas,
destruyendo las células y estimulando la produccion de linfa. La lesion

comienza como vesiculas de distintos tamafos, que sobresalen de la



superficie y se llenan de un fluido rico en virus, la vesicula estalla en la
superficie y la piel sobre ella se vuelve amarilla y necrotica, la linfa forma una
costra que se une a las contiguas formando una corteza, las bacterias pueden
contaminar estas lesiones y provocar una descarga purulenta y aumentar la
necrosis (Arnall y Keymer 1975). La enfermedad puede presentarse en una
forma diftérica que corresponde a lesiones fibrinonecréticas en las
membranas mucosas, estas lesiones en boca, traquea y esoéfago se
caracterizan por la formacion de laminas necroticas de células epiteliales,
conocidas como membranas diftéricas. La mortalidad es baja cuando la
enfermedad afecta sélo la piel (forma cutanea), en el caso de la forma diftérica
las aves afectadas suelen morir, especialmente cuando estas lesiones se
contaminan ya sea con hongos o bacterias; la presentacion de la
enfermedad puede ser conuna o ambas formas combinadas; en este ultimo
caso se produce una septicemia con depresion 15 aguda, disnea, anorexia
y muerte (Ritchie y Kripcarter 1995). Esta enfermedad rara vez se presenta

en las aves acuaticas.

La transmisién es través de aves infectadas en forma latente y de
insectos artropodos. En muchas areas los mosquitos sirven como los
vectores mecanicos,de diferentes formas ya sea al picar a un ave infectada
en el momento de la virémia o al posarse sobre las lesiones cuando la
vesicula se rompe (Friend y Franson 1999). La transmision directa del virus
entre aves estd directamente ligada a lesiones en la piel (Susan Lorena,
2006).



1.2 Preguntas de investigacion

¢, Qué causa la viruela aviar?

¢, Cudles son las técnicas de diagnostico?

¢, Cual es la tasa de morbilidad y mortalidad?



1.3 objetivo

1.3.1 Objetivo general

Brindares los conocimientos necesarios para las personas que se dediquen a
esta actividad, causada por la viruela aviar proporcionando un calendario de

vacunacion para la prevencion y disminucion de los contagios.

1.3.2 Objetivo especifico

— Recopilando la informacion de mayor importancia.
— Lograr reducir los contagios con un programa de vacunacion.
— Menos perdidas econdémicas para los productores y granjas

avicolas.



1.4 Justificacion

La viruela aviar es una enfermedad comun en las aves ponedoras de
gran importancia econémica, que causa pérdidas en la produccién de huevo
y un aumento en mortalidad. La enfermedad se propaga lentamente y se
caracteriza por el desarrollo de lesiones en la piel de las areas sin plumas de
la cabeza, cuello, piernas y patas (viruela seca). Las lesiones diftéricas
(viruela humeda) estan asociadas con el sistema digestivo y en las vias
respiratorias altas, especialmente en la laringe y en la trdquea. La viruela
hameda es la forma mas seria de la enfermedad y causa una alta mortalidad
en los lotes de aves. La viruela himeda puede causar una mortalidad de hasta
50-60% en los lotes sin vacunar. En las aves ponedoras esta enfermedad
puede causar una baja en la produccién de huevo y disminuir el crecimiento y

el desarrollo en las pollitas y pollonas.



1.5 Metodologia de la investigacién

En esta investigacion se define documental porque requiere de la accién de
investigar por medio de fuentes documentales, libros, revistas, experiencias
de profesionales, experiencias escritas, redes comunicacion, webs y articulos
de investigacion, que permita el avance de esa literatura como método de
apoyo, se refieren a documentos académicos, estos deben seguir con todo

rigor las normas del proceso de investigacion, sea esta documental.



1.6 Recursos de investigacion

La informacion para la investigacion permite corroborar la significativa

influencia del acceso a la informacion en los procesos que se desarrollan.

Impresos

¢ Fuentes documentales.

e Libros.

¢ Revistas.

e Experiencias de profesionales.

e Experiencias escritas.

Audiovisuales

e Diapositivas.

e Transcripciones.

Informética

e Webs.

e Redes de comunicacion.



1.7 Cronograma

Es una herramienta fundamental para elaborar calendarios de trabajo

o actividades. Es el documento en el que se establece la duracion de un

proyecto, la fecha de inicio y final de cada tarea; es decir, una manera sencilla

de organizar el trabajo. Proviene del griego formada de chronos (tiempo) y

grama (mensaje escrito o trazado).

La investigacion se realiza en un periodo que comprende del mes de

marzo al mes de julio del afio 2021.
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Capitulo Il

2.1 Historia

La viruela es una enfermedad infecto contagiosa producida por un virus de
ADN de doble cadena que pertenece a la familia de los Poxvirus, el termino
significa puastula se trata de una enfermedad endémica muy antigua temida
por el hombre presente en cualquier lugar con suficientes pobladores como
para asi mantener su transmision. La viruela por su caracter deformante y

mortifico es una verdadera peste.

Desde la Optica cientifica los eventos asociados a la investigacion con el virus
de viruela cuyo nombre cientifico es Variola-major han sido prédigos en
ensefianzas y marcaron hitos dentro del campo de la salud publica. Haciendo
menciones de los mas resonantes el virus de viruela y su noxa asociado
provoco el descubrimiento de la técnica de la vacunacion la aplicacion de esta
permitié6 que el virus de viruela fuera el primer agente infeccioso erradicado

del planeta por un esfuerzo mancomunado por numerosos paises.

Variola fue usada por primera vez por el Arzobispo Mario de Avenches en
Suiza, la palabra deriva del latin varius que significa (manchado, grano o

pustula).

La viruela aviar es una enfermedad muy antigua. El termino incluia todas las
infecciones por Poxvirus de aves, pero en la actualidad se refiere a la

enfermedad de las aves comerciales pollos y pavos.

Lo caracteristico de los cuerpos de inclusién en la viruela llamados cuerpos
de bolinger y los pequefios cuerpos particulas del virus llamado cuerpo de

borrel son patognomonicos de la enfermedad.

En la lucha para persistir como entidad bioldgica entre los humanos, a los que
necesita como huéspedes, el virus de viruela ha causado estragos en forma
natural pero también cuenta con la ayuda de sus propias victimas ya que se
considera, junto a otros microorganismos, un arma bacteriologica idea. La

conquista de América ilustra el papel importante jugando por las



enfermedades infecciosas en el éxito de la invasion espafiola. Se sabe que
junto a Cristébal Colon y las sucesivas misiones llegaron ademas de los

cerdos y los caballos, la gripe porcina, el tifus, el sarampion y la viruela.

2.2 Inicios de la viruela

Los historiadores especulan que la viruela emergié entre los habitantes de los
primeros asentamientos agricolas porque al no existir reservorios animales, el
virus tenia que circular pasando de hombre a hombre si esto fuera cierto su
irrupcién ocurrié algo asi como en unos 10.000afios a.C. Evidencias mas
tangibles de la existencia de la viruela en tiempos antiguos se encuentran las
momias provenientes de la 18ava dinastia egipcia (1580- 1350 a.C) o mas

claramente de la época de Ramsés V (1.157).

La viruela fue llevada probablemente por comerciantes egipcios a la india
durante el primer milenio a.C donde se establecié en forma endémica. No hay
descripciones de los sintomas de la enfermedad entre los griegos y los
romanos a pesar que en la biblia y en escritos grecorromanos se describen
epidemias referidas a viruela. Fue el erudito islamico Al Razi quien en el afio
910 describi6 una forma de viruela benigna, aunque creyendo que la
enfermedad formaba parte natural del engrosamiento de la sangre de los
nifos.

En china la viruela se conocié mucho antes que en el Occidente ya que se
reportd unos 1122 a.C. los sanadores de la antigua India y en China
observaron que un ataque de viruela conferia proteccion (inmunidad) de por
vida. Asi es como posterior mas deletéreo y para ello procedieron a desarrollar
un meétodo protector que consistia en moler una costra de una pustula de un
enfermo y soplar el polvo en una de las fosas nasales de un individuo sano
usando para esta operacion un tubo de plata. Lo curioso de esta practica no
siempre segura era que si era mujer en la fosa nasal derecha. Un comerciante
Joseph Lister, comunico estas practicas a un médico amigo de la Royal

Society de Londres sin que su propuesta tuviera ninguna repercusion.



Los &rabes por su parte habian desarrollado otro método de proteccién
realizaban pequeiios cortes en el brazo sano de una personay lo frotaban con
material obtenido de una pustula. De esta forma se lograba una enfermedad

leve protectora contra la infeccion natural mas virulenta.

2.3 Edward Jenner.

El 14 de mayo de 1796, el médico rural Edward Jenner (1749-1823) inoculd
la linfa de una ulcera, infectada con viruela vacuna, que tenia en la mano la
ordefladora Sarah Nelmes a James Phipps de ocho afios de edad, quien
desarroll6 la lesion tipica y de la cual se repuso en unos cuantos dias. El 1 de
julio de ese afo, Jenner le aplicé materia infectante de viruela sin mostrar
alteracion alguna. James fue expuesto al contacto directo con enfermos de
viruela, sin contaminarse. Al prevenir la enfermedad de la viruela en el nifio
James Phipps, Jenner demostrd la veracidad de su investigacion. Para
convencer a los incrédulos, y completamente seguro de la certidumbre de su

experimento, inoculd a su hijo con igual resultado.

Jenner inicid sus experimentos en 1788. Hizo suyo o corroboro la observacion
popular que asociaba el contagio de las manos de los ordefiadores con su
incapacidad para contraer posteriormente la viruela. (Las ordefiadoras eran
frecuentemente contagiadas con las lesiones ulceradas de las vacas
infectadas con lo que Popularmente se conocia como «cow-pox»). Asi pudo
apreciar que las lesiones de la viruela vacuna guardaban semejanza con las
de la viruela humana. Su idea: la capacidad inmunizante de la viruela de las

vacas, la someti6 a prueba mediante un procedimiento verificable.

La descripcion del experimento constituyé un informe que lo envié a la
Sociedad Real de Londres. Sin embargo, no le dieron importancia y se lo
devolvieron. Es explicable. Muchas ideas trascendentales, en un principio,
son insolitas y parecen ser el producto de una mente desquiciada. ¢Sera
posible que una enfermedad de animales protegia a los seres humanos?

ilncreible!



Felizmente, Jenner no se desanimé ni estuvo solo. Mantuvo prolongada
relacion epistolar con su Maestro, el cirujano John Hunter, calificado de

brillante y excéntrico, con quien discutié sus ideas, problemas y desarrollos.

Jenner creia en la unidad biologica de la naturaleza. Fue comprensivo con
quienes no compartian su idea. Y con la tenacidad y paciencia que caracteriza
a los cientificos, busco un nuevo caso de viruela vacuna. Al cabo de dos afios
lo encontro e inoculd a 23 personas. Describio las caracteristicas que fueron
presentado los pacientes, y las publicé en junio de 1798 en un folleto de 75
paginas y cuatro ilustraciones: An Inquiry into the Causes and Effects of the
Variolae vaccinae, a Disease Discovered in Some of the Gloucestershire, and
Known by the Name of the Cowpox. Su aceptacion en Inglaterra y Europa no
fue facil. Ahora este folleto constituye uno de los textos clasicos de la

medicina.

El descubrimiento de Jenner fue el primer intento cientifico de combatir una
enfermedad infecciosa por medio de una vacuna. En homenaje a Jenner, Luis
Pasteur llamé vacunacién a su exitosa inoculacion contra el antrax en 1881.
El término vacuna es usado como sinénimo de inoculacion para inmunizar. Y
se ha hecho extensivo a la proteccién contra cualquier cosa que se considera

mala, ya no Unicamente contra una enfermedad.

La viruela era un enfermedad febril y eruptiva; no respetd barreras sociales y
ocasionaba una gran mortandad; los sobrevivientes ostentaban horribles
cicatrices en el rostro y/o ceguera. Razén por la cual, Jeriner se dedico a
propagar su descubrimiento. Llegd a pronosticar la erradicacion mundial de la
viruela. Tal acontecimiento ocurrié el 9 de diciembre de 1979. (Segun la

Comision para la certificacion de la erradicacion mundial de la viruela).

Eduardo Jenner introdujo el concepto de prevencidon en las ciencias
biomédicas. Su obra y sus actitudes constituye un paradigma del

conocimiento cientifico; en el que no se desdefia el saber popular.

La conmemoracién del bicentenario de la prevencién de la viruela no sélo es
de interés para los epidemidlogos, sino tiene un especial significado histérico
para los americanos y espafoles. Fue con la invasion espafola que la

poblacién indigena descubri6 la mortifera viruela y fue diezmada. La virulencia



de la Viruela fue atroz, pues, la poblacion americana no habia sido nunca
expuesta al agente infeccioso de la viruela, es decir, era una poblacion virgen.
Los espafioles fueron portadores del arma mas devastadora de indigenas.

Relativamente en corto tiempo fueron sometidos por los invasores espafoles.

Los agentes infecciosos de la viruela constituyeron la vanguardia de las tropas
espafolas que reblandecieron a las poblaciones indigenas. La muerte del Inca
Huayna Capac se atribuye a una epidemia de viruela. Los indigenas trataron
de revertir la situacion infectando los pozos de agua y los alimentos de los
espafoles con el pus de los muertos de viruela, pero no lograron causarles
mayores estragos. Trecientos afios después, el Rey Carlos IV de Espafia para
prevenir la viruela en Hispanoamérica y las Filipinas envié una cruzada

sanitaria: La Real Expedicion Filantrépica de la Vacuna.

De los aspectos histéricos, sanitarios, antropologicos, politicos, econdmicos,
psicoldgicos, técnicos, etc. en relacion la viruela, especialmente en el Perq,
dan cuenta los articulos, ensayos, resefias y documentos expuestos en el
presente numero monografico. Parte de ellos se sustentan en dos valiosas
fuentes: Smallpox and As Eradication, monumental obra de la Organizacion
Mundial de la Salud publicada en 1988; y la Salud publica y la prevencion de
la viruela en el Perq, de los historiados de la medicina peruana Juan B. Lastres
Quifiones (Chiclayo 1902-Lima 1960), publicada en Lima en 1957.

Después de varias investigaciones surge la primer vacuna de nombre que fue
adoptado por el origen del material obtenido a partir de la vaca (Vaccinus,
vacca en Latin), un siglo después Pasteur extendié el nombre de vacunaciéon
a la inmunizacion contra otros agentes cualquiera sea su origen es el virus
qgue aplicado sistematicamente ha permitido la erradicacion de la viruela.
(Quimica Viva, 2002)

Se estima también que 300 millones de personas murieron a causa de la
viruela en el siglo 20. Esta enfermedad virulenta, que mata a un tercio de los
que infecta, se sabe que han coexistido con los seres humanos durante miles

de afos.

La primera evidencia fisica de la viruela es la erupcion pustulosa en el cuerpo

momificado del farabn Ramsés V de Egipto, que murié en 1157 antes de



Cristo. Los comerciantes llevaron la enfermedad desde Egipto hasta la India
durante el 1er. milenio AC. A partir de ahi arras6 a China en el siglo primero y

llegd a Japdn en el siglo sexto.

La viruela fue particularmente exitosa en las poblaciones virgenes. Los
espafioles sin darse cuenta le deben mucho de su éxito en la conquista de los
aztecas y los incas en México en el siglo 16 a la viruela. A diferencia de los
espafoles, los indigenas no tenian inmunidad a la enfermedad, ya que nunca
se encontrd antes. Se acabd con un gran numero de ellos. Un siglo mas tarde
los indios de América del Norte sufrieron una devastacion similar. En el siglo
18 la viruela diezmo a los aborigenes cuando lleg6 a Australia, el Gltimo rincon

del mundo que ha escapado de sus estragos. (Flight, 2011).

Pocos acontecimientos epidemiologicos estdn mejor documentados que la
introduccién de la viruela en el continente americano, pero con haber sido
enormes sus consecuencias, la dispersion de la viruela entre los indigenas
mexicanos es soélo parte de su historia epidemioldgica. Estos antecedentes
epidemioldgicos demuestran el papel de los espafioles, con sus animales
domésticos y el de los negros importados de Africa en la introduccion de
enfermedades infecciosas en México. Hay que agregar que antes de la
llegada de los espafioles no habia en América animales domésticos
importantes, ni bestias de carga, ni transporte rodado, de ahi que fuera el
hombre el que tuviera que llevar la carga y figuren como porteadores de
Cortés los indios, y sean los de Narvaez negros, pues el caballo fue siempre

considerado en la conquista como arma de guerra muy principal.

La diseminacion de la viruela en México se inicié el 30 de mayo de 1520 en
Cempoala, Veracruz al dia siguiente de haber hecho Cortés prisionero a
Panfilo de Narvaez (c. 1480-1528). Durante la noche del asalto al
campamento de éste, Gonzalo de Sandoval (1497-1528) uno de los mejores
capitanes de Cortés, dio con el aposento de los porteadores negros de
Narvaez, donde uno de ellos, llamado al parecer Francisco de Eguia, tenia
viruela. De él se contagiaron los indios de Cempoéala que luego con el trasiego

de la guerra contaminaron a los tlaxcaltecas y al resto de los mexicanos.



Sucedié también que, en el ejército de Narvaez habia un negro con viruelas,
y como el lugar de Cempoala era muy grande y de mucha gente, y las casas
de los indios tan pequefas que vivian muy apretados, fueron las viruelas
pegandose con los indios de ésta manera y asi murieron infinitos. Eran tantos
los muertos que como no los enterraban, el hedor corrompio el aire y se temio
gran pestilencia. Este mal de las viruelas se extendio por toda Nueva Espafia
y causo increible mortandad y era cosa notable ver a los indios que se
salvaron desfigurados en las manos y rostros, con los hoyos de las viruelas
por causa de rascarse. Pudiera quedar, como hasta ahora la viruela, como la
principal responsable de la muerte de los sitiados en Tenochtitlan. (Guerra,
1986).

2.4 Etiologia

La enfermedad es causada por un avipoxvirus de la familia Poxviridaen muy
resistente y capaz de sobrevivir durante afios en las costras desecadas. El
virus es transmitido por el contacto directo con animales infectados dentro del

corral.

La viruela aviar es una infeccion viral de lenta difusion en los pollos y los pavos
gue se caracteriza por lesiones proliferativas en la piel (forma cutanea) que
progresan para formar costras gruesas y lesiones en el aparato digestivo y

vias respiratorias superiores. Con una distribucién mundial.

Las cepas de campo y de vacuna solo presentan diferencias de poca
importancia en sus perfiles gendmicos, aunque pueden diferenciarse hasta
cierto grado mediante analisis de restriccion de la endonucleasa e
inmunoblotting. El virus esta presente en un gran numero en las lesiones y se
transmite por contacto entre los compafieros de corral a través de las
abrasiones presentes en la piel. Puede ser vectores mecanicos de varias
especies de mosquitos y otros insectos chupadores la transmision dentro del

grupos es rapida cuando los mosquitos son abundantes. (Merck,2000).



Las especies susceptibles son:

_)

—>

—>

Gallinas.
Palomas.

Pavos.

También afectan a:

N R 2 R R A

Canarios.
Gansos.
Patos.

Pavo real.
Faisanes.
Codornices.
Perdices.
Gorriones.

Aves silvestres.



2.5 Sinonimias

Viruela aviar.
Bubas.

Viruela seca.
Viruela.

Ulceras en la piel.

Viruela hiimeda.

N R R

Lesion diftérica.



2.6 Distribucidon geografica

Es una enfermedad de distribucion mundial que en afos recientes esta
teniendo un incremento en la frecuencia de los reportes y en el nimero de

especies afectadas.

En el clima templados y calidos hUumedos es mas frecuente lo que se relaciona

con la abundancia de mosquitos.

la enfermedad se presenta en todas partes del globo. Los informes son
esporadicos, con principalmente paseriformes y aves rapaces afectados y por
lo general en los momentos de afio y los lugares donde las aves estan en alta
densidad. Hoy en dia se conoce poco sobre la prevalencia de la viruela aviar
en poblaciones de aves silvestres. Algunos estudios han indicado que el virus
de la viruela puede persistir a bajas tasas de infeccion en la poblacién durante
varios afios. Estos probablemente cuanta de los mdultiples informes de la

infeccion por el virus de la viruela en algunas especies.

La viruela aviar esta extendida por todo el mundo. En Austria era la afeccién
mas frecuente de los Organos respiratorios antes de la segunda guerra
mundial, pero en la actualidad es alli muy rara. También es rara en el sur de
Alemania, mientras que sigue afectando con intensidad aun a las partes

septentrional y occidental. (Dorn 1973).

La viruela aviar se ha reportado en todo el mundo. Y es considerada como
una enfermedad endémica en las aves. Debido a la mayor frecuencia de
denuncias de casos de nuevas especies gue también se ha visto se considera
como una enfermedad emergente. Los mosquitos y aves que actian como
portadores pueden transmitir la enfermedad en comederos de aves y a traves

de las rutas migratorias.



2.7 Enfermedades con las que se pueden confundir.

Enfermedad de Newcastle.
Inflamacion diftérica.

Bronquitis infecciosa.

Ll

Lanringotraqueitis.



2.8 Morfologia y morfogénesis

2.8.1 Estructura

Avipoxvirus comparten varias caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y las
caracteristicas fisico-quimicas con otros poxvirus. Las particulas de virus
miden 270 x 350 nm y estan compuestos de un electrén y un denso nucleo
situado en el centro y dos cuerpos laterales que son visibles en fijo y posee
tefidos cortes ultrafinos. En las preparaciones tefiidas negativas, tal como
acido fosfotungstico (PTA) de la membrana muestra una capa externa-
compuesto de una disposicion al azar de los tubulos (Carter 1981); APV
particulas han sido demostrado ser resistentes al éter, pero sensible al
tratamiento con cloroformo (Andrews 1978), aunque también se ha reportado
resistencia del virus de la viruela de paloma y dos mutantes del virus de viruela

de paloma tanto por cloroformo y el éter (Tantwai 1979).

2.8.2 Genoma

Avipoxvirus tienen bajo contenido de G + C (30 a 40%) y constan de una sola
molécula lineal de doble cadena ADN de entre 260-365 kb. La region central
del genoma esta flanqueada por dos terminales invertidas idénticas que se
repite (RTI), que se unen covalentemente por la horquilla bucles y contiene
varios cientos abiertos poco espaciados que se observa en el marco de lectura
(Afonso 2000). La region central contiene aproximadamente de 90-106 genes
homodlogos que se involucran en la replicacion a base de mecanismos,
incluyendo la transcripcion viral y la modificacion de ARN, la replicacion del
ADN virico, y las proteinas implicadas en la estructura y el montaje de viriones

intracelulares maduros y viriones extracelulares envueltos (Tulman 2004).



En general, los genes localizados en esta region tienen en comun funciones
moleculares y estan relativamente conservadas entre poxvirus. Esto esta en
contraste con las demas variables, los genes situados terminalmente se ha
demostrado que puede codificar una gran variedad de proteinas implicadas
en la acogida restriccion del rango (Tulman 2004). Genomas completos de los
dos mas estudiados APV, FWPV EE.UU. (FP-exposicion al virus; servicios de
Inspeccién de Sanidad Animal del Centro de Bioldgicos Veterinarios, Ames
lowa, EE.UU.) y una virulenta CNPV cepa (C93 Wheatley, American Type
Culture Collection; ATCC VR-111) se han secuenciado (Fener y Burner 2000
Y Laidlaw 4004). Aunque nucledétidos y aminoécidos &cidos secuenciales de
estos dos virus ya se sabe, las funciones de algunos genes putativos y
proteinas permanecen para ser completamente asignados. Comparacion de
la cepa FP9 con FWPV EE.UU. revel6 118 diferentes; de ellos, 71 genes que
se vieron afectados por la eliminacion (26 de 1-9334 pb), insercion (15 de 1-
108 pb), la sustitucion, el cese o en un marco de cambio (Laidlaw 4004). La
cepa FP9 es un derivado de Europa FWPV HP1 que se obtuvo a través de
mas de 400 pasajes en fibroblastos de embrién de pollo (CEF). Andlisis de
FWPV HP1 secuencias en los lugares en que las diferencias existen entre
FP9 y FWPV EE.UU. muestran que 68 de 118 loci difieren de los EE.UU.
FWPV, pero eran idénticos a FP9. Asi pues, esto indica que mas de la mitad
de las diferencias entre los linajes geograficas FWPV hay dos representadas
diferencias entre la matriz de los virus virulentos FWPV HP1y EE.UU. FWPV
(Laidlaw 4004). Ademas de la comparacion molecular, hay datos que
muestran que los aminoacidos FWPV CNPV tiene alta participacion de
identidad, la secuencia de importantes genes reordenados, deleciones e
inserciones. El genoma CNPV es de aproximadamente 80-100 kpb mas
grande que los genomas FWPV. Tanto FWPV y CNPV puede expresar genes
celulares homodlogos con inmunomoduladores funcionales, que podrian ser
responsables de su virulencia diferente y un rango de hospedantes (Tulman
2004), pero CNPV muestra un tropismo de tejido mas amplio en huéspedes
permisivos aviares (Sadasiv 1985) que FWPV. CNPV tiene una secuencia
adicional de mas 75 kpb, 39 genes que carecen de homélogos y FWPV
aproximadamente el 47% de aminoacidos divergentes (Tulman 2004). Estas

divergencias se encuentran principalmente en las regiones terminales no



conservadas. Los genes localizados en las regiones conservadas son mas
propensos a la mutacion y recombinacion y estan implicados en el rango de
hospederos, la inmunomodulacion y la patogénesis (Afonso 2000 y Tulman
2004) y puede ser responsable en algunos aspectos de la celda y / o tejido o
tropismo de realizar otras funciones celulares (Tulman 2004). Genes de
virulencia son por lo general cuando no conservan la naturaleza e influyen en
el perfil patologico de los virus en un huésped infectado. Estos genes son
importantes en la evolucion viral y se han utilizado en estudios para
proporcionar una visién de tal forma que algunos virus de la viruela puedan
desarrollar estrategias para asegurar su replicacion (Johnston 2004). Muchas
de estas estrategias posiblemente se remontan a los descubrimientos hechos
con nocaut virus (KO), en el que una alteracion dirigida de un gen viral
especifico produce cambios fenotipicos de reflexion de la funcién normal
biolégica de su producto proteico. Eliminaciones de algunos genes no
conservadas también han resultado en defectos condicionales de replicacion
en determinados tipos de células (Perkus 1990), tales como la demostracion
de la eliminacion espontanea de alojar los genes del area de distribucion de
los virus de la vacuna resultantes de la comprometida célula de crecimiento
de mamifero (Drillien 1978). El K1L y los genes de virus de vacuna C7L han
demostrado ser esencial para la finalizacion del ciclo de replicacién de virus
de la vacuna en las células humanas (Gillard 1986 y Gilard 1985). En un
experimento de octavos de final, la vacunacion del virus no pudo completar su
ciclo de replicacibn en ovario de hamster chino (CHO), puesto que la
replicacion se ha cancelado poco después de la unién del virus y la entrada,
en la fase intermedia de la expresion génica (Ramsey 1998). A través del uso
de estas técnicas, ahora tenemos una mejor comprension de la biologia de la
vacuna y otros poxvirus, incluyendo su sede de la restriccion del rango.
Aungue algunos avances importantes se han hecho en la secuenciacion del
genoma e in vitro caracterizacion de la APV (Boulanger 2000), los estudios
sobre el APV genes del huésped del area de distribucion son escasos. Una
amplia gama de genes homologos con las posibles funciones de acogida del
area de distribucion, tales como las células NK receptores, quimiocinas, los
inhibidores de la proteasa de serina y homologos de los genes implicados en

la apoptosis, el crecimiento celular, tropismo tisular y rango de huésped aviar,



se han identificado en la APV, lo que sugiere una adaptacion significativa viral
en el huésped aviar (Afonso 2000). Los estudios moleculares knock-out que
se dirigen a la identificacion y caracterizacion adicional de los genes virales
implicados en la regulacibn de la proliferacion celular, la cromatina
remodelacion, la virulencia y la apoptosis, en diferentes APV-infectadas
células de mamiferos y aves son necesarios para comprender mejor el
tropismo tisular y la gama de huéspedes caracteristicas de APV, incluyendo

la infeccion abortiva en células de mamifero.

2.8.3 Host-virus de la interaccioén

En comparacion con otros poxvirus, tales como el virus de la vacuna,
representan mecanismos que para la patogénesis de APV es poco conocido.
APV se han desarrollado una variedad de elegantes mecanismos para
entregar sus genes y accesorios como proteinas en las células huésped. Al
igual que muchos otros virus de ADN, APV, probablemente dedica gran parte
de sus genes para que pueda evadir la respuesta inmune del huésped. Tales
genes virales comunmente codifican proteinas que son criticos para que los
virus sufran una transformacion molecular que conduce a éxito la fusién de
membranas, la penetracion y transportes intracelulares. Estos incluyen genes
que codifican proteinas que acttan en las primeras vias innatas como las vias
de participacion de interferon (Mann 2008), los receptores de reconocimiento
de patrones como Toll-like receptor (TLR) (Bowie 2008), quimiocinas (Alcami
2007) y citoquinas (Alcami Y Smith 1992), asi como las vias que acttan en
las siguientes respuestas de adaptacion (Antoniou 2008). La infeccion de una
célula por un virus es un proceso complejo, durante el cual el virus tiene que
superar varios factores del huésped, asi como puntos de restriccion y la
respuesta inmune del huésped. Anfitribn de interaccion de proteinas redes y
vias bioquimicas son en la mayoria de los casos alterada por las proteinas
virales que liberar el virus de la normal de controles celulares y permiten el
metabolismo de nucleétidos en Las células que han cerrado la sintesis de

ADN (Boehmer 1997). Por lo tanto, la comprension de las funciones virales de



proteinas y sus interacciones con proteinas del huésped es un requisito
previo, no solo para comprender la biologia e infeccion del sistema huésped-
virus, sino también para el desarrollo racional diana de las vacunas, en base
a antigenos especificos y posiblemente factores inmunomoduladores, asi

como antivirales compuestos.

2.8.4 Replicacion

Desde el primer aislamiento de APV en el cultivo celular, los virus han sido
reconocidos como altamente especificos de acogida. Se cree que se replican
s6lo en células de aves, en particular en fibroblastos de embrién de pollo
(CEF; American Type Cultura Coleccion; ATCC, Rockville, Maryland, EE.UU.;
CRL- 1590) (Paoletti 1996). Células CEF tiene una buena relacion de divisién
en comparacion con otras lineas celulares, y son por tanto utiles en gran
escala en la propagacion del virus, tales como la produccién de antigeno para
vacunas o como una herramienta de diagnostico. APV también ha sido
muestra de que puede replicarse en embridn de pollo y rifién, La dermis del
embrién de pollo (Schnitzlein 1998) y las lineas celulares de codornices, como
las del intervalo QT 35, aunque la presencia de virus del herpes endbégeno es
viables y el virus de la enfermedad de Marék (MDV) en células QT-35, limita
Su uso para la preparacion de vacunas (Yamaguchi 2000). APV han aislado
una ocasion en un mamifero. En 1969, FWPV fue aislado en un rinoceronte
en enfermedad terminales. El aislado fue identificado como FWPV atipico,
basado en caracteristicas patoldgicas, virologicas y serologicos (Mayr 1970).
Nelson (1941) reporto leve patologia en los ratones después de la inoculacion
intranasal con FWPV, sin replicacion del virus. Estudios recientes también han
demostrado replicacion de APV en cultivos de células de mamiferos, tales
como embrionarias, células traqueales de la especie bovina y células de rifion
de hamster recién nacido que se definen por la presencia de particulas virales
infecciosas y CPE (Weli 2004). Estos estudios plantean preguntas acerca de

la especificidad de especie y los mecanismos de que restringen estos virus a



determinados hosts, y el desafio sobre la hipotesis de que APV no puede sufrir

una replicacion completa en el ciclo de las células de mamifero.

2.8.5 Morfogénesis

La entrada y salida celular de APV se complica por la existencia de al menos
dos formas distintas del virus que pueden infectar productivamente las células,
a saber, el virus intracelular maduro (IMV) y el virus envuelto extracelular
(EEV). Estas dos formas estan rodeadas por membranas lipidicas diferentes
y de superficie proteica que son aun plenamente caracterizados. Después de
la union del virus a las membranas celulares, pasa a una fusién, que es
generalmente poco conocido Yy los resultados son la liberacion del nucleo del
virion en el citoplasma de la célula (Boulanger 2000). El nucleo liberado,
contiene enddgeno ARN- polimerasa y los factores de transcripcion, inicia la
primera onda de la transcripcion temprana del gen viral mediante la sintesis
ARNmMm viral bajo el control de los primeros promotores virales. Esto es seguido
por la etapa uncoating, aqui se da la liberacién de ADN viral en el citoplasma
donde sirve como un precursor para la replicacion del ADN viral, asi como la
fuente de la transcripcion de genes intermedios y finales de la parte viral.
Como productos finales de los genes virales se acumula, el virus sufre una
union y morfogénesis de las particulas virales infecciosas. Durante la
morfogénesis, APV induce la formacion de cuerpos de inclusién en el
citoplasma de las células infectadas. Las inclusiones, que también pueden ser
denominadas fabricas virales, viroplasmas o complejos de replicacion viral,
generalmente se cree que son los sitios de replicacion viral activa y el conjunto
de particulas dentro de células infectadas (Sadasiv 1985). Un modelo para la
funcién viral de cuerpos de inclusion es que actden para concentrar proteinas,
secuestrar acidos nucléicos y otras moléculas pequefias esenciales para los
procesos virales. En las células permisivas, las primeras estructuras virales
detectables por la microscopia electrénica son la forma de media luna, que
consta de una membrana con espiculas sobre la superficie convexa

(Boulanger 2000). Estas estructuras se convierten en no infecciosas



inmaduras de los virus esféricos de la cual el virus intracelular madura (IMV)
y estéd formada por una serie de pasos de maduracién. El IMV representa a la
mayoria de las enfermedades infecciosas progenie de cada célula infectada
(Hatano 2001). Existen tres mecanismos posibles por los cuales los poxvirus
son liberados de las células huésped, dependiendo de la cepa del virus, el tipo
de células y el tiempo después de la infeccion. Ellos pueden ser liberados por
citolisis, en cuyo caso IMV se liberan cuando la célula se somete a lisis como
resultado de la CPE en la etapa avanzada de la infeccion. La tercera forma de
liberacion es por gemacion, en cuyo caso IMV migra fuera de la fabrica de
virus a través de la membrana plasmatica. Estos son los pasos de formacion
de los virus inmaduros y se muestra estar desprovisto de una alteracion en la
expresion del gen temprano (Stannard et al 1998), lo que indica que este
bloqueo no puede ser asociada con los receptores celulares. El tropismo
Poxvirus no puede ser dependiente de receptores de superficie celular
especifica, sino mas bien en la capacidad de una célula dada para
proporcionar factores intracelulares que complementan la replicacion
necesaria del virus productivo, y en la capacidad especifica del virus para
manipular con éxito de forma intracelular las redes de sefializacion celular que
regulan el antiviral en los procesos siguientes a la entrada del virus (Seet
2003). APV tienen grandes genomas que les permitan expresar colecciones
Unicas de las proteinas virales que actian como factores de alcance de
acogida, que se dirigen especificamente y manipular de acogida las vias de
sefalizacion para establecer las condiciones optimas celulares para la
replicacion viral. Sin embargo, en algunas células, especialmente células de
mamifero, la replicacibn de APV se bloquea. Este puede ser debido a la
capacidad de APV para activar especificamente las vias de sefializacion o los
mediadores, por ejemplo, las vias de interferon, en esas células. El papel de
los mediadores e inmunopatologia de la APV es complejo y dificil de entender.
Sin embargo, teniendo en cuenta los numerosos pasos implicada en la
morfogénesis de APV, es importante tener en cuenta que estos virus inducen
varios mediadores que permiten sobrevivir e interactuar con las células
huésped. Algunos mediadores potenciales se han identificado (Afonso 2000)
y son en espera de la caracterizacién funcional adecuada. Estas moléculas

por si solas no pueden explicar plenamente los hechos que tienen y han



documentado en células de mamiferos que han apoyado la replicacion del
APV [54]. Por lo tanto, la identificacion de nuevos mediadores que estan arriba
o hacia abajo-regulado en respuesta a APV infectadas por células de
mamiferos y aves podria ayudar a avanzar en el conocimiento de la respuesta
inmune contra la APV y la patologia relacionada con la inmunidad mediada
por células tropismo. Es de vital importancia investigar estas caracteristicas
aun mas, especialmente para los tipos de células que se han demostrado

recientemente para apoyar la APV en la replicacion (Sainova 2005).

2.8.6 Patogenicidad

Infecciones de APV estan asociadas con niveles significativos de la morbilidad
y la mortalidad en las poblaciones de aves domésticas y silvestres (Tripathy y
Red 2003). La mayoria de las investigaciones informé casos que se basan en
APV aislados individuales, lo que hace dificil abordar la patogenicidad de APV
en diferentes especies de aves. Los pollos se utilizan comiunmente para
determinar la patogenicidad de nuevos aislados, pero los pollos puede no ser
el anfitrion ideal, puesto que APV de las aves silvestres no pueden
multiplicarse en los pollos. En un intento de identificar y caracterizar la
patogenicidad de la APV, Tripathy y otros encontraron que las cepas silvestres
de Hawdéi el virus de la viruela del cuervo tenia unas patogenicidades
generalmente leves en los pollos, caracterizada por lesiones relativamente
menores de corta duracién en los sitios de inoculacién, que estaban en
contraste con la capacidad general de cepas FWPV para producir extensas
lesiones proliferativas (Bailey 2002). En otro estudio experimental, dos
aislados obtenido a partir de APV en aves silvestre en peligro de extincion en
Hawai, el ganso de Hawai (Branta sandvicensis) y el palila (Loxioides bailleui),
se compararon con FWPV en especifico en pollos libre de patdégenos. Las
respuestas inmunes fueron medidas por la prueba de ELISA antes y después
de la inmunizacién con la APV de Hawai y después del desafio con FWPV.
En los dos aislamientos de Hawai las aves desarrollaron sélo una lesion

localizada de corta duracion en el sitio de inoculacion en pollos y no



proporciond proteccion contra el desafio subsiguiente con FWPV virulenta, en
el que se observaron lesiones graves. El virus de las palomas produce una
infeccion leve en los pollos y pavos, pero es mas patdgena para las mismas
palomas (Boosinger 1982). Aislamientos de virus de la viruela de las urracas
(Pica pica) y el carbonero comun (Parus major) no infectan a pollos jévenes,
sin embargo, aislado del virus de la viruela de la urraca (Gymnorhina tibicen)
produce lesiones en los pollos. Estos estudios se basaron en las
manifestaciones clinicas en los pollos y sugieren la especificidad del huésped
y la patogenicidad. A pesar de la prevalencia mundial de las infecciones de
APV, hay estudios experimentales de infeccién en las aves que utilizan APV
teniendo centrado aislamientos virales relativamente pocos. Los analisis de
variacion se han centrado esencialmente en una cepa FWPV denominada
prototipo, mientras que una minoria de los estudios experimentales a
investigado sobre CNPV, la viruela de codorniz, enfermedad provocada por el
virus de la viruela aviar y es similar a la misma y viruela de la paloma) aislados
del virus. La importante naturaleza de la APV, se ha utilizado con éxito durante
los mandatos de desarrollo de vacunas que con un mayor niamero de cepas
de virus deben ser analizados tanto para la consideracion de la patogénesis y
la determinacion de las correlaciones inmunitarias de proteccion (Ghildyal
1989).

2.8.7 Antigénica y variabilidad genética entre APV

Nuestra actual comprension de la variacion antigénica de APV se ha basado
en un numero limitado de aislados de virus en los ensayos que incluye fijacion
del complemento, hemaglutinacion pasiva, precipitacion en gel de agar,
inmunoperoxidasa, virus de la neutralizaciéon e inmunofluorescencia (Chung
1977). Ademas de la variacion de ensayos inmunoldgicos, la APV también se
ha abordado a través de ensayos de la genética, tales como el analisis de
enzimas de restriccion. Genomas de Aislamientos del virus de la viruela de
codorniz FWPV se compararon mediante la utilizacion de BamHI, EcoRl,

Hindlll y endonucleas distintas donde se observaron patrones de fragmentos



entre los aislados. Los patrones de tres cepas de virus fueron la de viruela de
codorniz similar entre si con una alta proporcion de fragmentos de
comigrating. Sin embargo, cuando las proteinas inmunogénicas de tres
FWPVs, dos virus de viruela de codorniz, y un virus de la viruela de paloma
fueron examinados por inmunotransferencia, compartida, asi como antigenos
anicos fueron detectados. La mayor disparidad se observo entre el virus de la
viruela de codorniz y FWPV, lo que indica que una amplia variacion entre el
virus y viruela de codorniz FWPV podria predecir diferencias en la
inmunogenicidad y antigenicidad, incluyendo la sensibilidad de neutralizacion.
La secuencia de nucleétidos a base de estudios para la identificacién rapida
del virus de la viruela de la especie PCR con cebadores especificos y la
hibridacidén estan bien establecidos. Estos enfoques se concentraron en los
genes individuales o porciones de los genes de variaciones en su secuencia
de exposiciones y son importantes para un analisis rapido de la variabilidad

genética (Luschow 2004).

2.8.8 Filogenia

La comprension de la filogenia de APV es esencial para la comprension de
especificidad del huésped y la virulencia, pero también para proporcionar
informacion sobre la variaciébn de los diferentes virus. A pesar de las
secuencias del genoma completo de FWPV y CNPV aun estan disponibles y
se sabe poco sobre la filogenia de APV. Esto es probablemente debido a la
dificultad en la identificacion del género especifico de la especie cebadores
gue pueden ser utilizados para amplificar los genes diferentes. La locus de
PCR mas comun utilizado hasta ahora ha sido el lugar P4b. Recientes
estudios filogenéticos de los aislados de APV basado en este locus (Weli
2004) indic6é que la mayoria de los aislados estan agrupados en torno a
cualquiera de CNPV o FWPV, mientras que otro estudio basado en el mismo
locus ha demostrado un tercer grupo, de las aves psitacidas [66]. Amano y
compaferos de trabajo demostraron que el locus CNPV timidina kinasa se

separaron altamente de la FWPV. El grado de esta divergencia se ilustra



ademas por el hecho de que la similitud de aminoacidos entre CNPV y FWPV
orthologue P4b era sélo del 64,2% (Amano 1999). Un estudio reciente, basado
en tres genes diferentes, incluyendo la P4b, revel6 que el virus de la viruela
del pinglino, aislado a partir de lesiones en todos los ojos de los pinguinos
africanos (Spheniscus demersus), fue méas estrechamente relacionados con
el virus de la viruela del pavo, el virus de la viruela de avestruz y el virus de la

viruela de paloma. (Weliy Tryland, 2011).

2.8.9 Estabilidad y desinfeccion

Los datos del virus de la vacuna mas comunes de éste informe, el de Tanabe
y Hotta (1976), Hahon y Kozikowski (1961) permiten una comparacion

aproximada de la descontaminacién y la estabilidad térmica de la viruela aviar.

El virus de la vacuna es un virus que se caracterizada porgue se ha cultivado
ampliamente en una variedad de lineas celulares, como es las de mono y
células de hamster renales o fibroblastos de embrion de pollo. Sobre la base
de busquedas en la literatura, el virus de la viruela aviar se cultiva por lo
general en la ensefianza primaria de fibroblastos de embrion de pollo de las
células (CEF). La viruela aviar se puede cultivar en una linea de CEF
inmortalizada, la linea celular UMNSAH/DF-1. Los virus altamente purificados
se inactivan mas rapidamente que los extractos crudos de virus. Las purezas
de los virus de la vacuna y viruela aviar son comparables, como los métodos
de recoleccion de virus eran muy similares a los métodos descritos por

Tanabe y Hotta.

Los datos aqui mencionados son de un estudio que sugieren que el virus de
la viruela aviar es un simulador de descontaminacioén adecuado para la viruela
importante cuando se utilizan desinfectantes con toda su fuerza (ya que
normalmente se usa). El virus de la viruela aviar y virus de la vacuna son
inactivadas en menos de 1 minuto cuando se utilizan los siguientes
desinfectantes: 70% de etanol, 50% de alcohol isopropilico, 0,5% de
hipoclorito de sodio, 30% de formaldehido, 10% de cloruro de benzalconio,



6,67% de una mezcla de cloruro de cetiltrimetilamonio y 3,33% cloruro de
benzalconio, una mezcla de 1,75% de yodo y 10% de éter de polietilenglicol
nonilfenil. En la reactivacion no genética, una particula de virus de la viruela
es contagiosa capaz de reactivar una segunda particula poxvirus inactivada.
En segundo lugar, los poxvirus (como muchos otros virus) tienen tendencia a
acumularse en las soluciones. Los virus agregados que no pueden ser
neutralizados por los anticuerpos son llamados fraccion persistente o fraccion
nonneutralizable (Wallis 1967). Estudios han demostrado que el virus de la
vacuna tratados con mostaza nitrogenada bis (B-cloroetil) metilamina
(mostaza nitrogenada), es un producto quimico para la inactivacion del virus,
gue permite sobrevivir al tratamiento con este agente cuando las particulas se
agregan. Asi, la reaccion de segundo orden puede ser debido al hecho de que
las particulas de la viruela aviar de virus en el centro de un agregado viral
puede ser protegida contra el desinfectante y tienen la capacidad de reactivar
las particulas de la viruela aviar genéticamente intactos, pero de virus
inactivado. Sin embargo, los virus de la vacuna y viruela aviar tratados con
0,05% de yodo y 0,3% de éter de polietilenglicol nonilfenil y 40% de etanol
muestran grandes diferencias en los valores. Estas diferencias observadas
pudrian ser debido al hecho de que cuando se trataron con 40% de etanol,
vaccinia se somete a una reaccion de primer orden y la viruela aviar se somete

a una reaccion de segundo orden. Cuando se trata

con 0,05% de yodo y 0,3% de éter de polietilenglicol nonilfenil, los datos
sugieren que el virus de la viruela aviar es mas estable que en el

desinfectante.

Se puede concluir que la viruela aviar es un simulador de descontaminacion
adecuado para la variola mayor cuando se utlizan los siguientes
desinfectantes a las concentraciones utilizadas para la cinética de
inactivacion: 0,1% de yodo y 5,7% de éter de polietilenglicol nonilfenil, 0,025%
hipoclorito de sodio, 0,05 % de hipoclorito de sodio y cloruro de
cetiltrimetilamonio 0,1% y 0,05% de cloruro de benzalconio. Sin embargo, la
viruela aviar no es un simulador de descontaminaciéon adecuado para la
variola mayor cuando se utiliza el yodo 0,05% y el 0,3% de éter de

polietilenglicol nonilfenil y el 40% de etanol. Las diferencias en orden de



reaccion para los dos virus de 40% de etanol son factores importantes.
Ademas, la vacuna es de dos veces mas estables que el desinfectante en la
viruela aviar. Virus de la viruela aviar es 20 veces mas estable que el virus de
la vacuna en 0,05% de yodo y 0,3% de éter de polietilenglicol
nonilfenil. Los estudios que se han hecho en los Gltimos afios sugieren que la
viruela aviar es un simulador de descontaminacion adecuados para la variola
mayor utilizando los siguientes desinfectantes sin diluir: 70% etanol, 50% de
alcohol isopropilico, 0,5% de hipoclorito de sodio y 30% de formaldehido, un
10% de cloruro de benzalconio y una mezcla de cloruro de cetiltrimetilamonio
6,67% y 3,33% de cloruro de benzalconio y una mezcla de 1,75% de yodo y
10% de éter de polietilenglicol nonilfenil. Virus de la viruela aviar es también
una inactivacion adecuada simulante cinética cuando se tratan con los
siguientes productos quimicos: 0,1% de yodo y 5,7% de éter de polietilenglicol
nonilfenil, 0,025% de hipoclorito de sodio, 0,05% de hipoclorito de sodio y
0,1% de cloruro de cetiltrimetilamonio y 0,05% de cloruro de Conociendo las
similitudes genéticas, la descontaminacion de la vacuna de viruela mayor y de
otros estudios que se han hecho, el virus de la viruela aviar se ha demostrado
que es un simulador adecuado de variola mayor a través de resultados de
descontaminacion idénticos utilizando virus de vacuna como el vinculo comun
entre los estudios. Al igual que los estudios de descontaminacion, el virus de
la vacuna sirvi6 como nexo comun entre los virus de la viruela y virus de la
viruela aviar para los estudios de estabilidad térmica. Hahon y Kozikowski
(1976) determind el AH y AS del virus de la variola mayor, en varios tampones
a temperaturas de 40 ° C a 55 °C. Estos estudios sugieren que la viruela aviar
puede servir como un simulador de estabilidad térmica para variola mayor en
0,85% de solucion salina, pH 4,5, PBS, pH 7,4, 10% de leche descremada, y
el caldo de infusién de corazon a temperaturas que van desde 40 ° C a 55 °
C. A temperaturas superiores de 55 ° C, la viruela aviar no parece ser tan

estable como el virus vaccinia. (E. Chambers Amanda et al. 2009).



Capitulo Il

3.1 Epizootiologia

3.1.1 Estacionalidad

La infeccion de la viruela aviar puede ocurrir durante todo el afio. Los factores
ambientales, la  actividad de los mosquitos,y los habitos de las
especies afectadas por la viruela aviar pueden por lo regular ser los

responsables cuando se producen brotes. (Miller et al 2003).

Aunque las infecciones por virus de la viruela de las aves silvestres se
producen durante todas las estaciones del afio, los brotes de enfermedades
se han asociado con el surgimiento de las poblaciones de vectores, las
condiciones del medio ambiente y los habitos de las especies afectadas.
Evidencias que respaldan los estudios limitados mostraron que las tasas mas
bajas de prevalencia de la enfermedad para la codorniz de California en
Oregon fueron en los meses secos del verano, en comparaciéon a lo mas alto
durante los meses de otofio e invierno. En Florida, los informes de la viruela
aviar en pavos salvajes se produjo a finales del verano y principios del otofio,
correspondiente a la temporada de mosquitos. Se ha observado que las aves
inmaduras son generalmente las mas vulnerables y frecuentemente son
infectados con el virus de la viruela. Los pajaros que se mantienen en las
estaciones de invierno por motivos de alimentacién han sido la principal fuente
de los brotes del virus de la viruela aviar, en varios estados de los EE.UU.
dado a la transmisién por contacto del virus por su estrecha relacion de

muchas especies de aves. (Schwantje 2003).



3.1.2 Causa

La enfermedad es causada por el virus de la Viruela Aviaria, el cual pertenece
al género Avipox de la familia Poxviridae; existe relacion estrecha con otros
virus de viruela aviaria en los que se incluyen virus de pavos, palomas y
canarios. Estos virus son muy resistentes. La relacion exacta entre los virus
de viruela de las diferentes especies aviarias es incierta y se ha mostrado
experimentalmente que el virus de un tipo de viruela puede dar lugar a la
enfermedad en otra especie y que la infeccibn con uno puede estimular
proteccién contra otro. Por ejemplo, es posible adaptar una cepa del virus de
viruela de la gallina a la paloma mediante pasajes seriados, infectar
artificialmente gallinas y palomas con virus aislados de un brote que ocurrio
naturalmente en faisanes y producir una viruela grave en pollos artificialmente
infectados con virus de viruela de los pavos. Algunos pueden ser capaces de
infectar a mas de un huésped y aunque el virus de viruela de las palomas no
se pasa naturalmente a pollos, es capaz de inmunizar pollos contra viruela

aviar.

3.1.3 Difusién

Aunque la enfermedad puede ser aguda en aves individuales, ésta por lo
general se difunde relativamente con lentitud a través de una parvada y la
mayor frecuencia es por lo comdn en la ultima parte del otofio e invierno. El
periodo de incubacién varia de 4-14 dias y un brote puede persistir en una
parvada durante 2- 3 meses. Las aves que se recuperan son inmunes, pero
no hay evidencia de que dichas aves sean portadoras. La infeccion no puede
penetrar la piel o epitelio intacto de las aves. Se asume que en la mayor parte
de los casos la infeccion ocurre a través de pequefias abrasiones en la region
bucal o por heridas en la cresta, barbillas o piel, como resultado de peleas,
picoteo, u otras heridas. Se ha demostrado también que el virus de la viruela

puede ser llevado y transmitido por huéspedes intermediarios como



mosquitos y otros insectos chupadores de sangre. Garrapatas de las aves,
moscas que pican, y piojos, también han mostrado que transmiten la
enfermedad. Explotaciones intensivas y amontonamientos, aumentan el
riesgo de lesiones. Aunque todas las razas y ambos sexos son igualmente
susceptibles a la infeccién artificial, en la practica los machos de las razas

ligeras mas excitables con grandes crestas son mas comunmente afectados.

El virus puede permanecer viable en costras secas durante periodos
excepcionalmente largos, experimentalmente hasta 10 afios. Obviamente por
esto, condiciones sanitarias malas, particularmente bebederos y alimentos
contaminados, pueden aumentar la difusion de un brote. Aunque todas las
edades son susceptibles, la enfermedad se observa principalmente en lotes
de 5-12 meses de edad, pero con frecuencia se presenta en aves mas jovenes
en paises tropicales y subtropicales. Los brotes en aves jévenes son raros,
aunque un brote grave en pollitos fue encontrado donde las lesiones estaban
asociadas con corte de dedos de la pata. (Gordon y Jordan 1985)

Un virus filtrable es la causa de la viruela de las aves. Aunque no
es posible ver a este agente patégeno a simple vista, sin embargo, si podemos
observarlo con la ayuda de la mayor ampliacion de un microscopio
compuesto, los estudios se han llevado a cabo con suspensiones que
contienen el virus. Cuando el virus esta presente en una lesion, la costra
puede resistir el secado durante un periodo prolongado de tiempo. Se ha
observado que el virus permanece vivo por mucho tiempo en costras secas
gue se muelen a un polvo fino. El virus de la experimentalmente que el virus
de un tipo de viruela puede dar lugar a la enfermedad en otra especie y que
la infeccion con uno puede estimular proteccion contra otro. Por ejemplo, es
posible adaptar una cepa del virus de viruela de la gallina a la paloma
mediante pasajes seriados, infectar artificialmente gallinas y palomas con
virus aislados de un brote que ocurrioé naturalmente en faisanes y producir una
viruela grave en pollos artificialmente infectados con virus de viruela de los

pavos. Algunos pueden ser capaces de infectar a mas de un huésped y



aunque el virus de viruela de las palomas no se pasa naturalmente a pollos,

es capaz de inmunizar pollos contra viruela aviar.

3.1.4 Difusién

Aunque la enfermedad puede ser aguda en aves individuales, ésta por lo
general se difunde relativamente con lentitud a través de una parvada y la
mayor frecuencia es por lo comun en la Ultima parte del otofio e invierno. El
periodo de incubacion varia de 4-14 dias y un brote puede persistir en una
parvada durante 2- 3 meses. Las aves que se recuperan son inmunes, pero
no hay evidencia de que dichas aves sean portadoras. La infeccién no puede
penetrar la piel o epitelio intacto de las aves. Se asume que en la mayor parte
de los casos la infeccidn ocurre a través de pequefias abrasiones en la regién
bucal o por heridas en la cresta, barbillas o piel, como resultado de peleas,
picoteo, u otras heridas. Se ha demostrado también que el virus de la viruela
puede ser llevado y transmitido por huéspedes intermediarios como
mosquitos y otros insectos chupadores de sangre. Garrapatas de las aves,
moscas que pican, y piojos, también han mostrado que transmiten la
enfermedad. Explotaciones intensivas y amontonamientos, aumentan el
riesgo de lesiones. Aunque todas las razas y ambos sexos son igualmente
susceptibles a la infeccién artificial, en la practica los machos de las razas

ligeras mas excitables con grandes crestas son mas comunmente afectados.

El virus puede permanecer viable en costras secas durante periodos
excepcionalmente largos, experimentalmente hasta 10 afios. Obviamente por
esto, condiciones sanitarias malas, particularmente bebederos y alimentos
contaminados, pueden aumentar la difusion de un brote. Aunque todas las
edades son susceptibles, la enfermedad se observa principalmente en lotes
de 5-12 meses de edad, pero con frecuencia se presenta en aves mas jovenes

en paises tropicales y subtropicales. Los brotes en aves jovenes son raros,



aunque un brote grave en pollitos fue encontrado donde las lesiones estaban
asociadas con corte de dedos de la pata. (Gordon y Jordan 1985).

Un virus filtrable es la causa de la viruela de las aves. Aunque no
es posible ver a este agente patégeno a simple vista, sin embargo, si podemos
observarlo con la ayuda de la mayor ampliacibn de un microscopio
compuesto, los estudios se han llevado a cabo con suspensiones que
contienen el virus. Cuando el virus esta presente en una lesion, la costra
puede resistir el secado durante un periodo prolongado de tiempo. Se ha
observado que el virus permanece vivo por mucho tiempo en costras secas
que se muelen a un polvo fino. El virus de la Viruela de las aves se ha
mantenido vivo en secas costras intactas mas de dos afios cuando se
mantiene bajo refrigeracion en un tapon de botella. Por otro lado, el virus
muere con bastante rapidez cuando las costras de viruela aviar estan
expuestos a la humedad, la descomposicion bacteriana, y la desintegracién
de la materia organica. Asi, las posibilidades de que la viruela de las aves
sobreviva en los gallineros y corrales pueden variar mucho. Bajo condiciones
normales, no es probable que el virus de la viruela aviar habria de permanecer

viables en el gallinero o en el patio de un afo a otro.

3.1.5 Transmisidén

La tasa de propagacion de la viruela de las aves y lagravedad
de las lesiones entre los pollos y pavos en diferentes parvadas puede variar.
Probablemente, la principal influencia en esta variacion es el hecho de que el
virus de la viruela en las aves de corral se establece y produce lesiones solo
donde las células de la piel o mucosa de la membrana se dafian con rasguiios,

cortes, contusiones u otras lesiones. (Dickinson 1942).

La transmision del virus de la viruela aviar puede ocurrir de muchas maneras.

La enfermedad puede propagarse a través de vectores mecanicos,



principalmente por especies de mosquitos. La transmision ocurre cuando el
mosquito se alimenta de un ave infectada que tiene una virémia (virus de la
viruela que circula en la sangre) o en virus cargados de secreciones de una

lesion de la viruela y luego pasa a alimentarse de un ave infectada.

Los mosquitos pueden portar y transmitir el virus durante un mes o mas
después de alimentarse de un ave infectada. Experimentalmente, moscas de
los establos han demostrado la capacidad de ser capaz de transmitir el virus
de la viruela y hasta hoy no se sabe si los acaros y pulgas pueden ser capaz

de transferir el virus entre las aves.

La viruela aviar también puede transmitirse por contacto directo entre las aves
infectadas y susceptibles. En este caso, el virus se transmite a traves de la
piel erosionada o cortada, mediante la conjuntiva (mucosa de la membrana
que cubre la superficie anterior del globo ocular) u otras mucosas de las
membranas. En su forma Indirecta la transmision del virus de la viruela
también puede producirse a través de la ingestion, cuando las fuentes de
alimentos y el agua son contaminadas con el virus que contienen las costras
desprendidas de las lesiones de un ave infectada. El virus de la viruela es
altamente resistente a la desecacién y pueden sobrevivir meses o afios en las
costras secas. En la forma indirecta la transmision de la viruela también puede
ocurrir a través de la inhalacién de la caspa de infectados con el virus, los
restos de plumas y las particulas de aire. Condiciones de humedad y fuentes
de agua en la colonia pueden ser medios adicionales de contaminacion y los
fuertes vientos son responsables para transferir el virus a través de particulas
aéreas contaminadas y el derramé costras. Por otro lado, las aves silvestres
son las responsables de los brotes mas grandes que se ha producido.

(Department of Agriculture 2006).

El virus se transmite basicamente por contacto directo, de un animal a otro o
por medio del alimento o agua de bebida. Los zancudos u otros insectos que
chupan sangre podrian ser transmisores de esta enfermedad entre aves y

galerones. Los animales que han padecido la enfermedad y se recuperan,



guedan como portadores del virus, por lo que se recomienda eliminarlos o al

menos no mezclarlos con animales mas jévenes y sanos. (Téllez 2008).

En las aves de traspatio el gallo desempefia un papel decisivo en la
transmision del virus al sujetar en el coito la cresta de las gallinas con el pico.
Cuando contacta con gallinas infectadas, el propio gallo enferma con la forma
mucosa de la viruela, que se asemeja en su cuadro clinico a la difteria del
hombre. Por ello también se le ha aplicado a este cuadro el nombre de difteria

aviar.

Por otro lado, el virus de la viruela en una poblacion aviar se produce
ordinariamente al adquirir gallinas reproductoras. Sin embargo, como las
gallinas de los establecimientos industriales se crian sin gallo y por otra parte
las granjas de cria reciben las aves en forma de pollitos muy jévenes, en estos

centros la viruela aviar esta practicamente erradicada, (Woernle 1994).

3.2 Factores predisponentes de huésped

3.2.1 Edad

Es frecuente observar brotes en pollitas desde 15 dias de edad; o bien entre
las 6 y 10 semanas. En pollos de engorde ha sido reportada una forma atipica
de viruela en areas emplumadas del cuerpo. Con frecuencia se reportan
brotes en gallinas ponedoras vacunadas; la patologia de estas lesiones se
describe como una dermatitis necrética proliferativa. Estos brotes se han
atribuido a variantes del virus debido a un incremento de virulencia producto
de la integracion del virus de la reticulo-endoteliosis aviar en su genoma.
(Matzer et al 2008).



3.2.2 Factores predisponentes del ambiente

Estado de estrés y asociacion con otras enfermedades.

Algunas de las aves afectadas pueden volverse portadoras y la enfermedad
puede ser reactivada por el estrés (por ejemplo, muda) o por una

inmunodepresion ocasionada por otras infecciones. (Merck, 2000).

3.3 Periodo de incubacion

El periodo de incubacién varia de 4 a 20 dias. (Important Poultry Diseases
2009)

3.3.1 Patogenia

Afecta principalmente a pollos de todas las edades.
Este virus se observa mejor en las épocas de otofio invierno.

Periodo de incubacién de 4-10 dias.

IR

Signos leves con lesiones cutaneas focales o graves, también virémia

transitoria.

\

Se observan erupciones en la cresta, carnosidad que cuelga del cuello,
patas y ano.
- Lesiones alrededor de los ojos que obliga a cerrarlos.
- Lesiones en la boca, laringe, traquea y esofago en forma diftérica.
- En animales enfermos disminuye la produccion y retarda el
crecimiento.

- La mortalidad varia llega hasta un 50%.



- La transmisidn es por contacto directo e indirecto o trasferencia
mecanicas por artropodos.

- Los géneros Culex o Aedes transmiten el virus extrinsecamente,
también pueden ser moscas chupadoras de sangre, pulgas y garrapatas.

- Ocasiona hiperplasia epitelial local.

- Por examen histoldgico las células epiteliales muestran degeneracion

hidrépica, inclusiones intracitoplasmatica y cuerpos elementales.

3.3.2 Signos

Clasificacion de la Viruela Aviar de acuerdo a los signos:

Existen tres formas de la enfermedad, y los sintomas de cada una de ellas
son diferentes:

Presentacién cutanea

También conocida como viruela seca. Se presentan costras como mezquino
encontrada en los apéndices faciales, crestas, barbillas, ojos y I6bulos del
oido. Puede haber pérdida del apetito, y decaimiento. Disminuye la produccion
de huevo y dafa la fertilidad. En la mayor parte de los casos se presenta poca

mortalidad del tipo de viruela aviar cutanea.

Esta forma se manifiesta por la aparicion de nodulos localizados
principalmente en las regiones desnudas (Sin plumas). Por ejemplo, en los
canarios, se localizan con mayor frecuencia en las extremidades de los dedos;
en otras especies de aves, la region de la comisura del pico y la region peri-

ocular son las mas afectadas.

El virus se transmite basicamente por contacto directo, de un animal a otro o

por medio del alimento o agua de bebida. Los zancudos u otros insectos que



chupan sangre podrian ser transmisores de esta enfermedad entre aves y
galerones. Los animales que han padecido la enfermedad y se recuperan,
guedan como portadores del virus, por lo que se recomienda eliminarlos o al
menos no mezclarlos con animales mas jovenes y sanos. (Téllez 2008). En
las aves de traspatio el gallo desempefia un papel decisivo en la transmisién
del virus al sujetar en el coito la cresta de las gallinas con el pico. Cuando
contacta con gallinas infectadas, el propio gallo enferma con la forma mucosa
de la viruela, que se asemeja en su cuadro clinico a la difteria del hombre. Por
ello también se le ha aplicado a este cuadro el nombre de difteria aviar.Por
otro lado, el virus de la viruela en una poblacion aviar se produce
ordinariamente al adquirir gallinas reproductoras. Sin embargo, como las
gallinas de los establecimientos industriales se crian sin gallo y por otra parte
las granjas de cria reciben las aves en forma de pollitos muy jovenes, en estos

centros la viruela aviar esta practicamente erradicada, (Woernle 1994).

Presentacion cutaneo-diftérica.

Esta forma es menos comun, y en ella hay asociaciones de lesiones en la piel

y de las pseudo membranas en la mucosa.

En la forma cutanea, los signos iniciales dependen de la locacion de los
ndédulos en el cuerpo del ave. Si ellos estan localizados en los pies, el ave
tendra dificultad para apoyarse en el posadero, y debera mantener uno de los
pies en el aire. La proporcion de nédulos crece, aparentemente el dolor
también aumenta y muchas veces el ave desciende para el fondo de la jaula

y alli permanece apoyada sobre los tarsos.

Si las lesiones estan localizadas en la region del pico, el ave procurara ingerir
los alimentos blandos, dejando de lado aquellos que puedan provocar dolor,

tales como los granos de semillas duros.



Cuando los nodulos estan localizados alrededor de los ojos, 0 en otras
regiones de la cabeza, el ave tentara refregarlos en las rejas de la jaula o
también en el palo, es muy comun que haya contaminacién secundaria en las
lesiones cutédneas por bacterias, principalmente staphylococcus aureus,

apareciendo la formacion de pus.

Cuando los ndodulos se localizan en las proximidades de los ojos, pueden
adquirir grandes proporciones, en este caso pueden perder la vision. Muchos
animales perecen cuando sufren de esta forma de dolencia, pues no
consiguen alimentarse, una vez que la deficiencia visual impide que ellas

encuentren su alimento.

En la forma diftérica, los sintomas se relacionan con la localidad bucal, faringe
y laringe, afligiendo también otras partes del tracto digestivo, las
perturbaciones organicas digestivas y respiratorias son frecuentes. Uno de los
primeros problemas que el ave afectada por la forma diftérica presenta es la
dificultad para ingerir alimentos. Las placas blanquecinas generalmente se
extienden por toda la cavidad bucal, inclusive la lenguay el paladar. En la fase
final de la dolencia, toda la mucosa de la boca se muestra tomada por
extensas camadas de tejido de coloracion blanquecina. Las aves padecen de
gran sufrimiento y cuando las pseudo membranas se sitdan en la laringe, la
disnea se presenta; es inicialmente discreta y de poco se va agravando

causando la muerte por asfixia.

Durante el curso de la enfermedad las aves se presentan sofiolientas,
abatidas, pierden el apetito, enflaquecen y muchas veces sufren de diarrea.
Las perturbaciones del tracto respiratorio se traducen por: secrecion nasal
acentuada, estertores, y disnea. Cuando ha comprometido los senos
infraorbitarios hay concomitantemente edemas de cara y cabeza. (Bloggervrt
2010).



3.3.3 Morbilidad y mortalidad

La morbilidad va a depender de la época del afio, la cantidad de mosquitos

presentes y la inmunidad de las aves.

Las manifestaciones cutdneas de la viruela suelen ser leves, aunque aveces
con el paso del tiempo tiende a empeorarse y a veces terminar en una
recuperacion sin complicaciones. Sin embargo, el tipo de infeccion diftérica,
puede causar una mortalidad mas o menos alta entre las aves, la tasa de
mortalidad también puede influir mucho de acuerdo a la edad y de las
condiciones generales de salud en la parvada. Otro dato igual es que, la tasa
de mortalidad es mayor entre los pollos en la produccion de huevos. Sin
embargo, las complicaciones con otras enfermedades de naturaleza
debilitante se dan en base a la mala alimentacion, malas condiciones de
vivienda, el mal tiempo, o incluso una moderada infestacién parasitaria
pesada aumentara las pérdidas. No hay estadisticas auténticas que estén
disponibles sobre la pérdida econémica para la industria avicola ocasionada
por esta enfermedad. Por otro lado, se ha estimado que brotes incontrolados
puede costarles a los avicultores desde $ 30 a $ 70 por ciento de las aves.
Las pérdidas producidas como son mortalidad, como el tiempo, el trabajo y el
equipo utilizado en el aislamiento y "el tratamiento de las aves enfermas, la
pérdida de la vitalidad de las aves enfermas, la supresion de la produccién de
huevos en las aves, tales perdidas no regresan a la produccion optima ni en
un buen nimero de meses y algunos nunca recuperan la produccién normal.
(Bunyea, 1942)

Hallazgos macroscoépicos

Lesiones cutaneas en cabeza, cuello o patas, que siguen una secuencia de
pasos a saber: papulas, ndédulos, hemorragia y costra. En general, en las aves

predominan las lesiones populosas costrosas.



Presencia en areas fibrinonecroéticas en las mucosas: boca, senos, cavidad

nasal, conjuntiva, faringe, laringe, trdquea y esofago.
Forma atipica semejante a coriza infecciosa.

En los pavos la lesibn mas comun es la cutdnea, con una marcada

proliferacion del tejido, formando nodulos, principalmente en la cabeza.

En las palomas la presentacion mas tipica es la diftérica, con lesiones en

boca, laringe y laringe.

En los canarios la presentacion es muy grave, llegando a morir hasta el 100%
de los animales, muchas veces sin lesiones macroscopicas; cuando los
animales permanecen vivos por un tiempo, pueden aparecer lesiones

cutaneas alrededor de los 0jos, pico y patas. (SENASA)

Hallazgos histolégicos

Giasuddin et al (2002) realizo estudios histopatoldgicos en gallos enfermos
con viruela aviar donde, al momento de la autopsia encontr6 que habia

lesiones generalizadas y tumor benigno en la piel.

Desde el Punto de vista histopatoldgico, en la epidermis se habia marcado
hiperplasia (acantosis) causada por la hinchazén y el aumento de las células
en el estrato espinoso. Estas células mostraron degeneracién del globo y
contenia diversos tamafios de palidos cuerpos de inclusion eosinofilos en el
citoplasma, que fue caracteristica de la viruela aviar en tincion y el citoplasma
se encontraba sin mancha, con la tincion de PAS. Los linfocitos y la infiltracién
de histiocitos se observaron también en la dermis. De vez en cuando,
proliferacion de fibroblastos y fibrosis se observaron en las areas de acuerdo

a las observaciones de la obra de Jorge Orios et al (1997).



En las secciones tefidas con toluidene azul revel6 cuerpos
intracitoplasméticos de inclusion. Las células afectadas tenian reduccion
degenerativa de los nucleos citoplasmatica de los organulos, como las
mitocondrias y los cuerpos de Golgi. Los viriones maduros miden un promedio
de 240 - 367 nm en seccion transversal, reconocibles por su nucleoides en
forma de ladrillo, se agregaron. Los viriones contienen una ubicacion céntrica
biconcava nucleoide y dos cuerpos laterales en cada concavidad y envoltura.
Calnek (1997) y Jorge Oros et al (1997) también informo la observacion
morfologica similar acerca de la viruela aviar. Sobre la base de los hallazgos
clinicos, los hallazgos histopatolégicos y ultraestructurales como, lesiones en
la piel, los organismos de inclusion intracitoplasmica (Bollinger) y las
caracteristicas morfolégicas de viriones, éste estudio revel6 que la
enfermedad que se rompi6 en una bandada de gallos en 1989, fue la viruela

aviar.

Patogénesis

El virus entra en la célula epitelial y después se disemina de una célula a otra
en la region; la produccién del factor de crecimiento epidérmico favorece el
proceso, ya que causa la proliferacion de las células. Algunos virus penetran
a la sangre y ocasionan virémia; otros se diseminan a dérganos internos,
aungue no hay cambios patoldégicos macroscopicos evidentes. No obstante,
es probable que se presente cierta replicacién viral en algunos érganos, como
higado y bazo, y se produzca una virémia secundaria. El virus puede
relocalizarse en el epitelio y producir una enfermedad generalizada, aunque

esta es relativamente rara. (Jordan y Pattison 1998)



3.3.5 Diagnéstico

Las infecciones cutaneas por lo general producen lesiones caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. Cuando solo las pequefas lesiones estan
presentes, a menudo es dificil para distinguirlas de las abrasiones causadas
por las peleas entre las aves. En los examenes microscopicos de los tejidos
afectados tefidas revela cuerpos de inclusion citoplasméaticos eosinofilos.
Inclusiones citoplasmaticas también son detectables por anticuerpos
fluorescentes y los métodos inmunohistoquimicos. Los cuerpos elementales
en los cuerpos de inclusion se pueden detectar en los frotis de las lesiones
tefiidas por el método de Giménez. Las particulas virales de morfologia tipica
de poxvirus puede ser demostrada por microscopia electronica de tincion
negativa, asi como en las secciones ultrafinas de las lesiones. El virus puede
ser aislado mediante la inoculacion de la membrana corioalantoidea en el
desarrollo de embriones de pollo, aves susceptibles o cultivos de células de
origen aviar. Embriones de pollo (9-12 dias) son el huésped preferido y mas
conveniente para el aislamiento del virus. Aislamientos de campo y las cepas
de vacuna de virus de la viruela aviar pueden ser comparados mediante
analisis con endonucleasas de restriccion de los genomas virales. Este
método es (til para comparar los genomas de ADN estrechamente
relacionadas. Sin embargo, debido al gran tamafio del genoma, pequefas
diferencias son dificiles de detectar por este método. Andlisis genético
detallado revela diferencias entre las cepas vacunales y cepas de campo
responsables de los brotes de viruela aviar en pollos vacunados previamente.
Mientras que las cepas vacunales del virus de la viruela aviar contienen restos
de repeticiones terminales largas del virus de la reticuloendoteliosis (REV), la
mayoria de las cepas de campo de larga duracién contienen REV en su

genoma.

Las sondas de acido nucleico derivadas de fragmentos gendmicos clonados
del virus de la viruela aviar también pueden utilizarse para el diagnostico. Este

procedimiento es especialmente util para la diferenciacion de la forma diftérica



de la viruela aviar (que implica la traquea) de la laringotraqueitis infecciosa.
PCR puede ser utilizado para amplificar secuencias de ADN gendmico de
diversos tamafios utilizando cebadores especificos. Este procedimiento es util
cuando una cantidad extremadamente pequefia de ADN virico esta presente
en la muestra. PCR se ha utilizado con eficacia para diferenciar las cepas de

campo y de la vacuna del virus de la viruela aviar.

Recientemente, 2 anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes
antigenos del virus de la viruela aviar se han desarrollado. Estos anticuerpos
monoclonales pueden ser utilizados para la diferenciacion de la cepa por

inmunotransferencia.

La secuencia completa del genoma del virus de la viruela aviar ha sido
identificado recientemente y es Gtil para comparar las secuencias de genes

seleccionados de otros poxvirus aviares. (Merck 2011).

Diagnéstico diferencial

— Laringortraqueitis infecciosa.
— Coriza infeccioso.

— Avitaminosis aviar.

El diagndstico se realiza generalmente a través de la presentacion clinica y
las lesiones, sin embargo, un diagnostico diferencial que debe ser
considerado para la forma seca es la infeccion por estafilococo o Bumblefoot.
La viruela aviar se puede confirmar mediante la identificacion histologica de
cuerpos de inclusion eosinofilicos intracitoplasmaticos (cuerpos de Bollinger)

(Shoemaker 1998). Las extensiones y los tejidos se deben preparar con



Wright, Giemsa, o manchas similares. Hematoxilina y eosina suele también
utilizarse. Los queratinocitos degenerados se amplian o se dispara con un

citoplasma vacuolado claro. (Pledger 2005).

Monitoreo y programa

La toma de muestras para el laboratorio sera necesaria para la evaluacion

de la siguiente manera:

Serologia

Las pruebas de serologia sirven para detectar la inmunidad humoral contra
diferentes antigenos; las pruebas usualmente detectan anticuerpos séricos
pero eventualmente pueden ser utilizadas para detectar anticuerpos en yema
o en cualquier liquido corporal. Una prueba positiva indica que el ave posee
anticuerpos contra el antigeno evaluado, lo que puede tener significados

diversos.

Las pruebas de serolégicas pueden ser cuantitativas o cualitativas. En las
pruebas cualitativas, como la aglutinacién en placa y la inmunodifusién en gel
de agar, el resultado se expresa como positivo 6 negativo, suelen ser poco
sensibles y el suero no se diluye para ser procesado. Las pruebas
cuantitativas permiten detectar la cantidad de anticuerpos que hay en la
muestra, en este caso los sueros se diluyen en diluciones dobles seriadas y
el resultado usualmente se expresan como el "titulo de la muestra”, que indica
la dilucién mayor en la que se observa una reaccidén positiva, el titulo es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos que hay en la muestra,
tal es el caso de la inhibicion de la hemaglutinacion, la micro aglutinacion y la
virus suero neutralizacion; el resultado se expresa como la dilucion, ej. 1:256

0 Su inverso ej. 256, también se pueden expresar en Logaritmo base 2 ej.



1:256 = Log 2 8. En otros casos, como en las pruebas de ELISA, el suero sélo
es diluido una vez antes de ser procesado y el titulo del mismo es calculado
matematicamente haciendo una comparacion con los titulos de los controles

positivos y negativos de la prueba. (Valladares 2010)

Necropsias

La necropsia es la accion de examinar un cadaver. La necropsia tiene como
objetivo confirmar, rectificar o establecer el diagnéstico sobre el ave muerta.
Hace un llamado a la observacion, al conocimiento de la salud y la patologia,

utiliza la técnica de la diseccion.

Es Unicamente en el curso de la necropsia donde se tiene la posibilidad de
examinar a detalle todos los 6rganos, y rapidamente, darse una precisa idea
de su estado. Por lo tanto, el examen de la necropsia ofrece las mejores

facilidades para el establecimiento del diagnéstico.

Ante la falta de lesiones macroscépicas el operador tiene la posibilidad de
extraer muestras para realizar examenes complementarios que ayuden al
diagnostico. Cuando se trate de establecer el diagndstico en un grupo de
animales, el estudio de las lesiones en conjunto permitira arribar a un
diagndstico preciso. La necropsia se efectla sobre un ave muerta en forma
espontanea o sobre un ave enferma o supuestamente enfermo que se ha
sacrificado para tal fin, por lo tanto, existe el riesgo de favorecer la liberacion
de elementos patdgenos al medio ambiente. Es por esto que la necropsia
nunca debera realizarse hasta no estar seguro de la ausencia de riesgos de

contaminacion del medio ambiente y del operador.



Muestras

Uno de los objetivos de la necropsia es tomar y enviar muestras al laboratorio
gue debe ser representativa del lote en el cual se va a realizar el diagndstico.

Se requiere un minimo de tres a cinco animales.

Esto puede variar segun la edad de las aves y la cantidad que compone el
lote. Se deben tomar aves que presenten la enfermedad y no las retrasadas
en su crecimiento, esta mala seleccion de las muestras puede llevarnos a un

diagndstico erroneo y a una medicacion innecesaria.

Las aves deben llegar al laboratorio preferentemente vivas, el objetivo de esta
premisa es la de poder realizar una buena inspeccion externa y observar la
sintomatologia de las mismas. Al mismo tiempo, esto nos permite extraer

sangre para la obtencion de suero y realizar distintas pruebas seroldgicas.

Las aves que se envien muertas al laboratorio deberan remitirse refrigeradas,
una mala conservacion, sobre todo en época estival, no solo dificulta la tarea
de observacion de las alteraciones pos-mortem, sino que impide la realizacion

de pruebas complementarias como por Ej. Bacteriologia, virologia, etc.

3.3.5.1 Extraccion y envio de material al laboratorio

Estudios Histopatoldgicos

Estos estudios tienen mucha importancia en aquellas enfermedades que no
presentan lesiones macroscoépicas, 0 si las presentan son muy similares a
otras. Todos los especimenes deben ser fijados antes de ser remitidos al
laboratorio. Se entiende por fijacién, la prevencion de cambios post-mortem,
la preservaciéon de los componentes celulares y la conversion de la
consistencia celular semifluida a wuna semisoOlida permanente con

endurecimiento del tejido.



Los trozos de 6rganos deben ser fijados en formol neutro al 10%. Se debe
procurar extraer tejido lesionado abarcando parte de tejido normal, los cortes
no deben exceder los 6 a 7 milimetros de espesor para favorecer la

penetracion del fijador hasta las zonas centrales.

Se deben colocar en frascos de boca ancha y cierre hermético, en una

proporcion de 1 parte de tejido y 9 de formol neutro.

Se debe asegurar la penetracion del formol en las visceras huecas, como, por
ejemplo, intestino. Si las muestras flotan, tejido adiposo, pulmén, conviene

cubrirlas con un poco de algodén o papel absorbente.

Conviene cortar el cerebro y el cerebelo en mitades por su plano sagital.
Resulta aconsejable fijar los nervios periféricos plegados o enrollados en un

solo plano.

Estudios Viroldgicos

Cuando se sospecha de enfermedades de origen viral y se tenga la certeza
de que el material no tardara mas de 48hs en arribar al laboratorio, el mismo
se puede enviar refrigerado o congelado. En caso contrario se debe enviar en
glicerina estéril al 60%, la que conserva los virus por varios dias sin necesidad

de refrigeracion, ejerciendo a su vez una accién bactericida.

Estudios Bacterioldgicos

El envio de dérganos para aislamiento bacterioldégico debe hacerse en forma
refrigerada, tratando que el material sospechoso llegue al laboratorio lo antes
posible. La refrigeracion evita la proliferacion de bacterias contaminantes y la
putrefaccion del material. Ante la imposibilidad de enviar al material
refrigerado, se lo debe enviar en glicerina estéril al 33%, en esta concentracion

ejerce una accion bacteriostética.



Estudios Parasitolégicos

Los parasitos deben enviarse en formol al 5% o alcohol 70°, si se envia

intestino o raspado de mucosa se hara en dicromato de potasio al 2%.

Estudios Serologicos

Para realizar pruebas serologicas se debe extraer sangre de un nuamero
representativo de aves, (No menos de 25 sueros). Se extrae 1 0 2 ml de
sangre a cada animal colocandolos en tubos en forma individual, los mismos
se deben colocar en forma inclinada, lo que facilita la coagulacion y extraccion

del suero.

Si la muestra va a tardar mas de 24hs. en llegar al laboratorio se debe separar

el suero del coagulo, enviando el suero solo, refrigerado o congelado.

3.3.5.2 Técnicas de diagndstico

Identificacién del agente

El virus de la viruela aviar se multiplica en el citoplasma de las células
epiteliales formando grandes cuerpos de inclusion intracitoplasmica (cuerpos
de Bollinger) que contienen cuerpos elementales mas pequefios (cuerpos de
Borrel). Las inclusiones se pueden demostrar en cortes de lesiones cutaneas
y diftéricas utilizando tincidbn con hematoxilina y eosina (H&E), con naranja de
acridina o con Giemsa (Tripathy 1973). Los cuerpos elementales se pueden
detectar en frotis de lesiones, por ejemplo, por el método de Giménez
(Tripathy 1976) que se describe mas adelante. Se puede utilizar la

microscopia electronica para demostrar las particulas viricas con morfologia



tipica de los poxvirus, mediante tinciobn negativa o en cortes ultrafinos de

tejidos infectados (Doane 1987).

Técnica de frotis para la viruela aviar

) Colocar en un porta limpio una gota de agua destilada y la lesién
(cutdnea o diftérica). Preparar un frotis fino presionando la lesién con otro

porta limpio y rotando varias veces el porta superior.

1)) Secar al aire y fijar el frotis con cuidado a la llama.

[l)  Teidir el frotis durante 5—-10 minutos con colorante recién preparado (8
ml de solucién stockl de fucsina basica mezclada con 10 ml de tampon
fosfato2, pH 7,5, y filtrado por papel de filtro Whatman namero 1).

IV)  Lavar cuidadosamente con agua del grifo.

V) Colorear para tincién de contraste con verde malaquita (0,8% en agua

destilada) durante 30-60 segundos.

VI)  Lavar el frotis con agua del grifo y secar a continuacion.

VII) Examinar el frotis con aceite de inmersion. Los cuerpos elementales

aparecen rojos y de un tamafo aproximado de 0,2-0,3 um.



Aislamiento del virus

El virus de la viruela aviar se puede aislar inoculando el material sospechoso
en huevos embrionados. Se inoculan las membranas corioalantoideas
(MCAs) de embriones de pollo de 9-12 dias de desarrollo con
aproximadamente 0,1 ml de de suspensién del tejido cutdneo o de la lesién
diftérica con la concentracion adecuada de antibidticos. Los huevos se
incuban a 37°C durante 5-7 dias y después se examinan para aparicion de
focos blancos de lesiones 0 un engrosamiento generalizado de las MCAs. El
examen histolégico de las lesiones en la MCA revelara cuerpos de inclusion
intracitoplasmicos y eosindfilos tras tincion con H&E (Tripaty 1973). Para
propagar el virus de la viruela aviar también pueden emplearse fibroblastos
primarios de embridon de pollo, células renales de embrién de pollo, células
dérmicas de embrion de pollo o la linea celular permanente QT-35 de
codorniz (Ghildyal 1989). La adaptacién de las cepas de virus a los cultivos
celulares es un requisito importante para la formacién de placas o calvas, y

no todas las cepas formaran inicialmente placas.

Métodos moleculares

El andlisis de los productos de endonucleasas de restriccion es un método Uutil
para comparar ADN de genomas estrechamente relacionados y puede
utilizarse para comparar aislamientos naturales y cepas vacunales del virus

de la viruela aviar (Schnitzlein 1988).

1 Solucioén stock: Se afiade lentamente una solucién de fucsina basica (5 g)
en etanol al 95% (100 ml) a una segunda solucion de fenol cristalino (10 g) en
agua destilada (900 ml). Esta solucion stock se mantiene en una botella de
cristal con tapdén de rosca bien cerrada y se incuba durante 48 horas a 37°C;

luego se mantiene a temperatura ambiente.



Tampon fosfato, pH 7,5 En 1000 ml de agua destilada se afiade
NaH2PO4H20 (2,479) y Na2HPO4 (11,65 g) y se mantiene a 4°C.

Los fragmentos gendmicos clonados del virus de la viruela aviar se pueden
emplear con eficacia como sondas de acido nucleico para el diagndstico. El
ADN virico aislado de lesiones puede detectarse por hibridacion con sondas
gendmicas, marcadas radioactivamente o sin marcar. Este método es
especialmente atil para diferenciar infecciones de viruela aviar y de

laringotraqueitis cuando se presentan lesiones traqueales (Fatunmbi 1995).

Por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden amplificar
secuencias genémicas de ADN de varios tamafios utilizando cebadores

especificos

(Lee 1997). Recientemente se ha descrito una prueba de PCR anidada para
la deteccién de la viruela aviar (Fallavena 2002). Esta técnica es Gtil cuando
solo se dispone de una cantidad muy pequefia de ADN virico en la muestra.

Pruebas seroldgicas

Aungque en las infecciones por poxvirus tanto la inmunidad mediada por
células (IMC) como la inmunidad humoral desarrollan un papel importante, no
resulta conveniente utilizar pruebas de la IMC para uso rutinario. Por tanto, se
usan pruebas seroldgicas para medir la respuesta de anticuerpos humorales
especificos, del tipo de la neutralizacion virica (NV), inmunodifusién en gel de
agar (IGDA), hemaglutinacion pasiva y pruebas con anticuerpos
fluorescentes, asi como enzimoinmunoensayos. La evidencia de una
inmunizacion favorable por la vacuna se puede demostrar examinando una
bandada a los 7-10 dias de la vacunacion para "tomas". Una toma consiste
en un hinchamiento de la piel o una costra en el sitio de inoculacién de la

vacuna, y su presencia denota una inmunizacion acertada.



Neutralizacion virica

Después de la interaccion virus/suero, la actividad del virus residual puede
probarse en huevos embrionados o en cultivos celulares (Morita 1973). Esta
prueba es técnicamente exigente y puede no resultar conveniente para
diagnésticos rutinarios. Solo unas cuantas cepas de virus tienen capacidad
para formar placas en células de embrion de pollo. Los anticuerpos

neutralizantes aparecen a las 1-2 semanas de la infeccién.

Inmunodifusién en gel de agar

Los anticuerpos precipitantes se pueden detectar haciendo reaccionar los
sueros con los antigenos viricos. El antigeno puede derivar de lesiones de piel
infectada o de lesiones de MCA después de la sonicacion y homogenizacion,
asi como de cultivos celulares infectados tratados como se describe en la
Seccion B.2.f. mas adelante. Se centrifuga la suspension lisada y el
sobrenadante se utiliza como antigeno. El medio de difusion se prepara con
1% de agar, 8% de cloruro sédico y 0,01% de tiomersol. El antigeno virico se
coloca en el pocillo central y los sueros problema en los pocillos periféricos.
Es importante incluir un control de suero negativo y suero positivo. Las placas
se incuban a temperatura ambiente y las lineas de precipitacion aparecen a
las 24-48 horas después de la incubacién del antigeno con el anticuerpo
contra cepas homoélogas o estrechamente relacionadas. La prueba es menos
sensible que el ELISA o que la prueba de hemaglutinacion pasiva (Winterfield
1965).



Hemaglutinacién pasiva

Los eritrocitos de oveja o caballo se sensibilizan con un antigeno parcialmente
purificado de la viruela aviar (Tripathy 1970). El antigeno se prepara de MCAs
infectadas o de células como se describe en la Seccion B.2.f. mas adelante.
La hemaglutinacién pasiva es mas sensible que la IGDA. La prueba origina

reacciones cruzadas entre los poxvirus aviares.

Pruebas de inmunofluorescencia

Las pruebas de inmunofluorescencia directa o indirecta revelan una
fluorescencia intracitoplasmica especifica en células infectadas. La prueba
indirecta es de uso comun y consta de dos pasos: el anticuerpo contra el virus
de la viruela aviar reacciona primero con el antigeno en las células infectadas
y después con un anticuerpo secundario marcado con isotiocianato de
fluoresceina contra la gammaglobulina de pollo (por ejemplo, suero anti—pollo
obtenido en cabra). Estos anticuerpos marcados estan comercializados. A
este respecto, para pruebas con anticuerpo fluorescente se pueden utilizar

con eficacia los cortes de tejidos fijados con formalina.

Inmunoperoxidasa

La tincién especifica de las inclusiones citopldsmicas es el resultado de la
reaccion de un anticuerpo policlonal especifico contra la viruela aviar, que esta
conjugado con peroxidasa de rabano, y los cortes hidratados de tejidos (MCA
o piel) o de cultivos fijados e infectados con viruela aviar. Se obtienen
resultados similares cuando se utilizan anticuerpos policlonales o
monoclonales en una prueba indirecta. Una ventaja de la técnica es que los
cortes se pueden observar por microscopia de luz visible y se pueden guardar

durante mucho tiempo sin pérdida de color (Tripathy 1973).



Enzimoinmunoensayo

Se han desarrollado ELISAs para detectar anticuerpos humorales contra el
virus de la viruela aviar. Son capaces de detectar anticuerpos 7-10 dias
después de la infeccién (Buscaglia 1985), pero estas pruebas todavia no se

han comercializado.

Los antigenos del virus de la viruela aviar se preparan de monocapas de
células QT-35 infectadas, o de lesiones de MAC. Las células QT infectadas
se precipitan (700 g durante 10 minutos a 4°C), se lavan con tampon isoténico
(Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, etilén diamino tetra—acético [EDTA] 5 mM),
y se lisan en tampon hipoténico (Tris 10 mM, pH 8,0, KCI 10 mM, EDTA 5 mM)
con Triton X-100 al 0,1% y beta— mercaptoetanol al 0,025%. Los nucleos y
los restos celulares se eliminan por centrifugacion a baja velocidad (500g
durante 5 minutos a 4°C) y el sobrenadante se utiliza como fuente de
antigenos del virus de la viruela aviar para ELISA o para inmunotransferencia.
Para aislar antigeno virico de lesiones de MCA, se necesita una dispersion
inicial de las lesiones mediante tratamiento con detergentes como se describio
anteriormente. También se ha empleado como antigeno el virus propagado
en fibroblastos o en células dérmicas de embrion de pollo. La preparacién del

antigeno es como la descrita para las células QT.

Los pocillos de la placa de microtitulacion se antigenizan con 1 pg de antigeno
soluble virico de la viruela aviar en 100 pl de tampon de recubrimiento
(Na2C0O3 15 mM, NaHCO3 35 mM, pH 9,6) y se incuban durante toda la noche
a 4°C (Buscaglia 1985). Cada pocillo se lava después una vez con solucion
de lavado (NaCl 0,29 M, Tween 20 al 0,05%) y se bloquea con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4), que contenga 3% de seroalbumina
bovina (BSA), durante 1 hora a 37°C. Después de un lavado, se afiaden a los

pocillos diluciones seriadas de los sueros problema en PBS con 1% de BSA.



Tras agitar durante 2 horas a 37°C, los pocillos se lavan tres veces antes de
afiadir 100 pl/pocillo de anticuerpos IgG (H+L) anti—pollo obtenidos en cabra
conjugados con peroxidasa de rabano3, a una dilucién recomendada en PBS.
Después de 2 horas de incubacion a 37°C y tres lavados subsiguientes, se
afiaden a cada pocillo 100 pl del substrato de la peroxidasa TBM3. Las
reacciones se terminan por adicion de acido fosforico 1 M y se registra la

absorbencia a 450 nm utilizando un lector de placas ELISA4.

Inmunotransferencia

Las variaciones antigénicas que ocurren entre las cepas del virus de la viruela
aviar pueden determinarse por medio de inmunotransferencia. En este
método, los antigenos se separan por SDS—-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico) y reaccionan con anticuerpos
policlonales 0 monoclonales contra el virus de la viruela aviar ((OIE Terrestrial
manual, 2008)



No hay un tratamiento satisfactorio para la infeccion de viruela aviar.

Calendario de prevencion y control

\J Pyl

\J

Limpieza/desinfeccion del ambiente

Control del polvo

Un programa eficiente para el control de insectos

Programa de bioseguridad para prevenir la entrada a los galpones del
movimiento de personal y equipo contaminado que viene de fuera.

La manera mas comun de transmitir la enfermedad entre los lotes es a
través del personal que vacuna, recorta

el pico y traslada las aves.

Cuando se enfrenta un brote de viruela aviar el uso de iodo afadido al
agua puede ayudar a disminuir la mortalidad y a retrasar la propagacién
de la infeccion.

4-6 o0z. iodo/gal (30-50 ml/L) solucién, medida a 1 oz./gal (7.8 ml/L) de
agua de beber

El canibalismo se puede controlar con un despique apropiado y
disminuyendo la intensidad de la luz ambiental.



3.3.7 Transmision

La tasa de propagacion de la viruela de aves y la gravedad de las lesiones
entre los pollos y pavos en diferentes parvadas puede variar. Probablemente
la principal influencia en esta variacion es el hecho de que el virus de la viruela
en las aves de corral se establece y produce lesiones solo donde las células
de la piel o mucosa de la membrana se dafian con rasgufios, cortes,

contusiones u toras lesiones. (Dickinson 1942).

La transmision del virus de la viruela aviar puede ocurrir de muchas maneras.
La enfermedad puede propagarse a través de vectores mecanicos,
principalmente por especies de mosquitos se lleva a cabo cuando el mosquito
se alimenta de un ave infectada que tiene una viremia (virus de la viruela que
circula en la sangre) o en virus cargados de secreciones de una lesion de la

viruela y luego pasa a alimentarse de un ave infectada.

Los mosquitos pueden portar y transmitir el virus durante un mes o mas
después de alimentarse de un ave infectada. experimentalmente, moscas de
establos han demostrado la capacidad de ser capaz de transmitir el virus de
la viruela y hasta hoy no se sabe si los acaros y pulgas pueden ser capaz de

transferir el virus entres las aves.

El virus presente en las costras de las lesiones en la piel contamina el medio
ambiente y facilitan la transmision mecanica del virus entre las aves. El virus
persiste en el medio ambiente y mas tarde puede infectar a las aves
susceptibles a través de la piel por medio de laceraciones menores. En un
galpdén contaminado el aerosol generado por las plumas y las costras secas
que contienen particulas del virus proporcionan una condicién conveniente
para la infeccion tanto por medio de la piel como respiratoria. La inhalacién o
ingestion de virus, o las células infectadas con el virus diseminadas de las
lesiones en la piel, pueden llevar a una forma diftérica (hUmeda) de la
enfermedad. La infeccion se propaga facilmente de ave a ave, de jaula a jaula,
y por medio de la ingestion del agua de los bebederos. Los insectos también
sirven como vectores mecanicos del virus de viruela, propagando la infeccion

depositando el virus en los ojos de las aves o0 a través de picaduras. El



personal que manipula las aves puede llevar el virus en las manos, ropa o
equipo, y puede transmitir el virus a las aves a través de los ojos o de la piel.
Los residuos de la vacuna contra viruela aviar derramados en el galpén
durante la vacunacion pueden producir lesiones de viruela en las aves
expuestas. La membrana mucosa de la traquea y de la boca son altamente
susceptibles al virus, y puede ocurrir una infeccion sin una aparente lesién o

trauma.

3.3.8 Prevencion y control

Debido a que no existe una cura efectiva para la viruela aviar, la prevencion y
el control son vitales para el mantenimiento de las parvadas sanas. A
continuacion, se mencionan algunas sugerencias que ayudan a reducir el

impacto de la viruela aviar en una parvada o granja:

— Las particulas de virus se pueden encontrar en el medio ambiente y
desechos que se encuentran en los gallineros, por lo tanto, el control

del polvo y la desinfeccion del medio ambiente son importantes.

— Un programa de control eficaz contra insectos debe estar en lugar

oportuno o en un tablero.

— Debe implementarse un programa de bioseguridad para prevenir la
anomalia en el movimiento de los materiales y equipos que podrian

estar contaminados con el virus de la viruela.

— Se aplica la vacunacion y revacunacion sobre la base de la historia de
la exposicion, si es necesario, se puede hacer frente a un brote de

viruela, porque las difusiones de las infecciones suelen ser lentas.



— En el caso de un brote, utilizar desinfectante liquido como el yodo
(utilizado para la desinfeccién de las tuberias de agua) se afiade al

agua dado a que parece ayudar en la reduccion de la mortalidad.

— Crear una solucién de reserva mediante la adicion de 30 a 45 ml/ L de
desinfectante de yodo (4 a 6 onzas / galdn) en agua.

— Afadir la solucién de reserva a la linea de agua a través de un
medicador a una concentracion de 8 ml/l (1 onza / galén) de agua
potable.

— Rocia la caseta o galpén con un desinfectante para reducir la

exposicion.

3.3.9 Vacunacion

La vacunacion debe completarse antes de la exposicion esperada del virus de
la viruela aviar. En las areas donde hay presencia de mosquitos durante todo
el aflo a menudo se establecen 2 vacunaciones, una a principios del afio y

una después para tener proteccion "permanente".

3.9.1 Tipos de vacunas



Vacuna de viruela aviar

Esta es una vacuna de tipo virulento. Por ser un virus vivo, es capaz de

diseminar la enfermedad, razon por la que nos e usa con frecuencia.

— Las aves deben tener cinco semanas de edad o mas, debido a su
virulencia.

— Las aves no deben estar bajo estrés cuando es administrada.

— La vacuna de viruela aviar puede usarse al mismo tiempo que las
siguientes, pero la vacunacion de viruela debe inocularse
separadamente en:

— Vacunacion de laringotraqueitis.

— La segunda vacunacién de enfermedad de Newcastle.

Vacuna atenuada para viruela aviar

Esta constituye una forma leve de vacuna para la viruela aviar y da buena
inmunidad sin muchos de los efectos colaterales de la vacuna virulenta. (Nort
y Bel 1993)

Instructivo de vacunacion

En un articulo denominado Hy-Line 2010 afirma que los pollitos pueden
ser vacunados tan pronto como al dia de edad. El origen de cultivo de tejidos
(TCO) de vacunas (¥4 a ¥2 dosis por pollo) se puede utilizar al nacimiento, ya
sea por una sola aplicacibn con aguja en la membrana del ala, o en
combinacion con la vacuna contra la enfermedad de Marék. Este tipo de
vacuna no protege toda la vida del ave, pero debe proteger adecuadamente

hasta la segunda vacunacion que se administre.



Para la proteccion permanente, las aves tienen que ser vacunados
después de las 8 a 10 semanas mayores de edad con una vacuna de origen
de embrién de pollo (CEO).

Use los aplicadores de aguja de 2 dientes suministrados de la vacuna.
Esto permite que la piel se rompe y queda expuesta al virus de la vacuna 2

veces y suministra una dosis completa de vacuna.

— La verificaciéon llamada "toma" (un pequefia hinchazon o presencia de
costra en el sitio de inoculacion) suele presentarse a los 6 dias después

de la vacunacion.

— Asegurese de que la cantidad de la vacuna utilizada sea correcta 'y sea
registrada para cada lote.

— Sugerencias adicionales antes y durante un brote de viruela himeda.

— En las zonas de alto desafio o riesgo, las aves pueden necesitar 2
vacunaciones en la fase de crecimiento, una vacunacion temprana de
3 a 6 semanas de edad y una segunda de 8 a 14 semanas de edad.
Vacunaciones adicionales pueden ser afadidas, dependiendo del

grado e incidencia del virus.

— Una mejor respuesta a la vacunacion se produce rompiendo la piel en
cuatro sitios. La piel puede ser perforada cuatro veces con una
aplicacion por pegado 2 de los aplicadores de vacunas juntos. Se
requieren que el diluyente de vacuna adicional proporcione 1,25 dosis
por ave. La cantidad de vacuna que se usa por parvada debe ser

verificada y registrada.



— Enlas parvadas que reciben vacunaciones multiples de viruela a un dia
mayor de su edad, el porcentaje de “toma” o el grado de reaccién a la
vacuna de las vacunas posteriores sera menor del 99 al 100% porque
algunas aves seguiran siendo todavia protegidas y no responden a la
vacuna. "Toma" aun debe ser verificada y registrada después de cada

vacunacion.

— No existe ninguna prueba serologica de rutina para determinar la
inmunidad de la viruela, pero una manera de comprobar la inmunidad
es tomar de 200 a 300 aves de 18 a 20 semanas de edad que hayan
sido previamente vacunados y revacunar con una dosis completa de la
viruela aviar. A los 6 dias post-vacunacion, verifique la "toma".
Debemos esperar 99 a 100% de estas aves que no muestran ninguna
"toma". Una "toma" en este momento significa que no estaban
protegidos con anterioridad y eran susceptibles a

— algun brote del virus. La mayoria de las aves de esta edad (bajo el
desafio grave) que no muestran al menos el 95% de proteccion puede

ser necesario volver a vacunarse. (Hy-Line 2010)

— Por otro lado, también se sugiere que la vacuna contra la enfermedad
de viruela aviar se debe administrar a todos los pollos de 12-16

semanas de edad.

— Un alto porcentaje de pollos que muestran la reaccion (toma) indica una
vacunacion satisfactoria. La ausencia de una “toma” podria ser el
resultado de una vacunacion incorrecta durante la administracion de la
misma, por el uso de una vacuna con potencia insuficiente
(incorrectamente almacenado o utilizado después de la fecha de

expiracién) o una vacuna que se aplica a un ave inmune.



— Se deben tomar precauciones cuando se administre la vacuna contra
la viruela, dado a que es un tipo de vacuna de virus vivo. Debido a que
la vacuna contra la viruela produce una forma leve de la enfermedad,
sélo aves sanas deben ser vacunadas. Se recomienda sumamente que
todas las aves de una caseta o galpén sean vacunadas el mismo dia.
La vacuna debe ser aplicada unicamente en el sitio de la vacunacion,
y tomar precauciones para evitar la contaminacion de otras partes del
ave, las instalaciones y el equipo. El control de mosquitos también debe

ser parte del programa preventivo. (Butcher 2012).

Técnica de vacunacion

— Primeramente, se recomienda leer todas las instrucciones por lo menos
1 a 2dias antes de que se vaya a vacunar. Una vez que la vacuna es
mezclada con el diluyente se cuenta con aproximadamente 2 a 2 ¥
horas para usar la vacuna. Después de ese momento la mayoria de la
vacuna es muerta por lo que se recomienda desechar el contenido
restante siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante.
Después de sujetar al ave se procede a sumergir la aguja especializada
de doble vertiente en la vacuna recién mezclada. Una vez teniendo la
aguja cargada de vacuna inmediatamente hay que insertarla en la parte
inferior del ala hasta que cruce toda la membrana de la base de la
misma y luego retire la aguja y vuelva a cargarla y hacer lo mismo con
el resto de las aves hasta que todas las aves han sido vacunadas.
Asegurarse de no golpear a las estructuras 6seas en el ala durante la
vacunacion. Esta vacuna contra la viruela aviar no se pueden

administrar en el agua potable.



— Verificacion post-vacunacion

Indicaciones frente a un brote de viruela

Aproximadamente 7 dia después de la vacunacion contra viruela, se sugiere
verificar o examinar el sitio de inoculacion de la vacuna (en la membrana o
pliegue del ala) para revisar la sefial o cicatriz denominada toma. Esto se vera
como una pequefia costra o un golpe en el lugar donde la aguja fue insertada
en la piel de la base del ala. La falta de toma puede indicar que la vacunacion
no tuvo éxito, esto puede ser debido a la deficiente técnica de vacunacion,
manejo inadecuado de la vacuna o almacenamiento inadecuado. También
puede significar que las aves habian sido vacunadas antes y aun tienen algo
de inmunidad o de que las aves pueden haber tenido la exposicion natural a
la viruela antes de la vacunacion y por lo tanto van a tener una cierta

inmunidad.

Tipos de vacunas de acuerdo a la edad

Existen dos vacunas diferentes contra la viruela aviar:

La primera se utiliza en las aves de 1 dia de vida posterior a las 5 semanas
de edad y la otra vacuna contra la viruela es para aves adultas y se utiliza en
las aves de 8 semanas de edad en adelante. Los nombres de las vacunas y
el calendario varian segun el laboratorio, pero si se proceden vacunas a las
aves con una vacunacién de aves jovenes 0 en crecimiento posteriormente
debe seguirse mas tarde con la vacuna de aves adultas con el fin de obtener
la inmunidad a lo largo del plazo. De lo contrario se adquieren aves mas
vulnerables a una epidemia de viruela dado a que existen las condiciones

adecuadas.

Durante un brote de viruela aviar se recomienda limpiar las llagas o formacion
de costras con yodo dado a que ha demostrado acortar el curso de la

enfermedad. Poner oxigeno en el agua potable o empafar con oxigeno el



gallinero o caseta también sera de beneficio. También puede ser importante
vacunar a todas las aves con la vacuna contra la viruela de aves jovenes y
nuevamente volver a revacunar para obtener mayor inmunidad a largo plazo.
Este enfoque ha ayudado a bastantes propietarios a superar la enfermedad
con el virus de la vacuna contra la viruela para aves jovenes por lo que es muy
suave y generalmente no causaran la enfermedad después de su uso. (Brown
2012).

Vias de administracion y efectos patoldgicos.

Hay dos métodos convencionales de vacunacion contra la viruela aviar. El
virus es comunmente inoculado en la piel por lo general usando una aguja
bifurcada (via de administracion en la membrana del ala) o arrancando las
plumas del ave, usualmente en la parte superior del muslo, y el virus es
cepillado en los foliculos expuestos. Mayr et al. (1971) y Mayr y Danner (1976)
han demostrado que el virus de la viruela aviar atenuado ya sea en el agua
potable o por administracién oral, puede proteger a los pollos contra el brote
con una cepa patdégena, tomando Unicamente en cuenta las vias tanto en la
membrana del ala o por via intravenosa. Dutko et al. (1980) y Sikachina (1981)
han demostrado también que el virus de la viruela de paloma puede
administrarse por via aerosol y proteger contra una cepa patégena del virus
de la viruela aviar administrandolo subcutaneamente también. Liu y Ding
(1985) utilizaron exitosamente un virus de codorniz adaptado para viruela
aviar y Mikhalskii (1977) propuso un virus atenuado de la viruela aviar cuya
vacunacion en aerosol tenia el fin de conseguir una proteccion. Segun
investigadores (Mockett et al 1987) demostraron varias vias o formas de
administrar la vacuna de viruela aviar en un trabajo de investigacion. Se
Vacunaron a pollos frente a la viruela aviar empleando como vias de
inoculacion el pliegue del ala, la oral, el agua de bebida o la ruta por aerosol.
Empleando dos inoculaciones del virus, a los 5y 26 dias de edad, se indujo
una inmunidad protectora en los pollos que resistieron la exposicién a un virus
de la viruela aviar patdgeno inoculado en el pliegue del ala o por via
endovenosa a los 46 dias de edad. La vacunacion por aerosol y por el pliegue
del ala indujo una inmunidad protectora ligeramente superior a la del agua de

bebida o a la de la vacunacion oral. Se detecto virus en las células pulmonares



de los pollos vacunados por via oral, por aerosol o a través del agua de bebida.
También se recupero virus de los pulmones de estos pollos, obteniéndose el
titulo maximo a los 6 dias post vacunacion. Aunque existié una reaccion
histol6gica marcada en el pulmén, no se observaron signos clinicos en los

pollos.

Estos estudios se compararon con el fin de determinar cual resultaba ser la
mas eficaz para producir inmunidad protectora en condiciones

experimentales. Utilizando una cepa del virus de la viruela aviar

Los resultados presentados en dicha investigacidn mostraron que todas las
vias de inoculaciones como por aerosoles, agua potable, oral y en la
membrana del ala fueron eficaces en la produccion de la inmunidad
protectora. Sin embargo, los aerosoles y la inoculacion por la membrana del
ala resulto dar una proteccién un poco mejor, especialmente si el virus se
administra por la via de la membrana del ala. Mayr y Danner (1976) utilizaron
una sonda intravenosa del virus de la viruela aviar que resultd en lesiones

generalizadas en las partes de la piel sin plumas.

Los efectos patolégicos producidos por el virus de la viruela aviar en la traquea
han sido examinados por Tanizaki et al (1987). Se encontrd que los grupos de
las células epiteliales proliferaron amplia y abundantemente y se observo la
formacién parecida a papilomas. La mayor parte de las células alargadas en
la zona afectada contenia los cuerpos de inclusién citoplasmaticos. El virus
fue administrado a través del saco aéreo toracico posterior. Una de las
observaciones es de que el virus de la viruela aviar se replican en cultivos de
organo traqueal (sin publicar). La razén por la que no se pudo detectar
cualquier virus en la trdquea no esta clara. FPV, inoculados por via
intratraqueal, se ha demostrado previamente para replicar en el pulmén
(Minbay y Kreier, 1973; Singh et al, 1987). En nuestro experimento de la
replicacion del virus en el pulmén inducida por un anfitrion anti-viral de la
inmunidad que actué como protector, incluso si el virus de desafio fue
inoculado por la via de la membrana del ala. La administracién por la via oral

y en el agua potable también se replica en el pulmén, aunque en menor



medida. Esto podria ser un factor en la inmunidad protectora inferior inducida

por estas vias.

Los cambios histopatolégicos en el pulmoén son relativamente graves después
de la vacunacién con aerosoles, sin embargo, los pollos parecieron

clinicamente normales. Al parecer, la funcion pulmonar se mantuvo intacta.

El interés en el virus de la viruela aviar ha aumentado debido a la posibilidad
de utilizarlo como un vector viral recombinante, dado a que contienen genes
que codifican el inmunogeno protector(s) a partir de diversos patdégenos

aviares. El recombinante se administra por la via de la membrana del ala.

Estos experimentos han demostrado que la vacunacion por via de
administracion de aerosol suele ser muy eficaz para la viruela aviar. Un
namero de patdégenos aviares pueden entrar al huésped por la via respiratoria
(virus de la bronquitis infecciosa, el virus de la enfermedad de Newcastle, virus
de la enfermedad de Marék, las enfermedades infecciosas como
laringotraqueitis y el virus de la gripe aviar). El virus de viruela aviar
recombinante propuesta por la via de aerosol se espera que dé lugar a la
inmunidad local y esto puede ser un factor importante en la limitacioén de la
propagacion de los patdgenos aviares. Por lo tanto, la via de aerosol sigue
siendo una alternativa practica junto con la via de la membrana del ala.
(Mockett et al 1990)

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagndstico

Los estudios iniciales indicaron la posibilidad de proteger a los pollos de la
viruela aviar mediante la utilizacién de virus de la viruela de paloma o de
gallina. La vacunacion se recomienda en areas donde la viruela aviar es
endémica o en instalaciones donde se ha diagnosticado previamente la
enfermedad. Se han comercializado vacunas vivas de poxvirus de gallina y de
paloma y también vacunas en vectores que protegen contra la enfermedad.
Estas vacunas proceden de embriones de pollo o de cultivos de células
aviares. Las directrices para la produccion de vacunas veterinarias se

presentan en el Capitulo 1.1.7. Principios de producciéon de vacunas



veterinarias. Las normas dadas aqui y en el Capitulo 1.1.7. son de naturaleza

general y pueden suplementarse con requisitos nacionales o regionales.

Debe tenerse en cuenta la inmunidad adquirida pasivamente durante la
vacunacion de la descendencia de bandadas que han sufrido una infeccion
natural reciente o que se han vacunado recientemente. Como la inmunidad
pasiva (durante 2-3 semanas) puede interferir la multiplicacién del virus
vacunal, la descendencia solo deberia vacunarse tras el descenso de los
anticuerpos de adquisicion pasiva. La vacuna contra la viruela aviar se aplica

por el método de la puncion en la membrana alar.

Control del in6culo

Caracteristicas del in6culo

Se debe establecer un in6culo primario o maestro de virus (MSV) y usarlo
segun un sistema de lotes de siembra. Se debe mantener un registro de su
origen, historia de pases y caracteristicas. Los virus pueden ser de viruela
aviar o de viruela de paloma. El MSV se debe propagar en servicios
adecuados, con materiales que cumplan estandares aprobados y debe
probarse respecto a ausencia de contaminantes, asi como para identidad y

pureza.

Método de cultivo

El MSV debe propagarse en embriones de pollo libres de patdgeno especifico
(SPF), utilizando las MCAs, o en cultivos celulares aviares, como fibroblastos

primarios de embriones de pollo, rifion o dermis de embrion de pollo.



Validacién como vacuna

Pureza

Antes de probarlo para pureza, el MSV se puede neutralizar con un suero
hiperinmune especifico. Debido a la dificultad de neutralizar el poxvirus aviar,
se acepta tratar el MSV por centrifugacién a 1.000 g durante 20 minutos y
después filtrarlo por un filtro de 0,2 um. EI MSV neutralizado o filtrado se usa
luego en pruebas para demostrar la ausencia de agentes extrafios. Estas
pruebas deben realizarse en huevos embrionados o en cultivos celulares
aviares para demostrar la inexistencia de replicacion virica y en pollos SPF

para demostrar la ausencia de anticuerpos frente a agentes extrafios.

Inocuidad

Las vacunas solo deben prepararse de una cepa de virus estable y atenuado

o de aislamientos naturales de baja virulencia.

La vacuna debe ser inocua por la ruta de administracion recomendada, que
es por puncién en la membrana alar, a todas las edades en aves susceptibles.
Una prueba adecuada es tomar 10 pollos SPF e inocular cada uno pinchando
la membrana alar con una aguja mojada en la vacuna. Las aves se observan
durante 7-10 dias para evidencia de "tomas" y para la ausencia de efectos
adversos atribuibles a la vacuna. Una "toma" es una inflamacion de la piel o
una costra en el sitio de aplicacion de la vacuna e indica una vacunacion
adecuada. La prueba de inocuidad debe repetirse después de al menos seis
pases seriados del virus en pollos SPF, para mostrar que no ha habido

reversion a la virulencia.



Eficacia

Deben obtenerse datos utilizando el nivel de pases mas alto y el titulo més
bajo de virus que se va a utilizar en el producto final: se da una dosis de
vacuna por el método recomendado a 20 pollos SPF de la edad menor
indicada para la vacunacion. Estos pollos, junto con otros 20 no vacunados
de la misma edad y origen, son inoculados en desafio 3 semanas después
por escarificacion con una cepa virulenta de virus de la viruela aviar. Las aves
se observan durante 3 semanas. El noventa por ciento de las aves control
deben presentar lesiones debidas al virus de desafio y al menos el 90% de
las aves vacunadas deben estar libres de tales lesiones.

Método de fabricacion

La vacuna se fabrica por un sistema de lotes de in6culo con el MSV validado.
Esto debe realizarse en instalaciones aprobadas y disefiadas para evitar el
riesgo de contaminacién. Todos los medios y cultivos celulares deben

probarse para asegurar la ausencia de contaminacion.

Control del proceso

Durante el proceso de validacion como vacuna, se deben comparar los datos
de eficacia con el contenido del virus de la vacuna. Se puede establecer asi
una potencia adecuada. La vacuna debe dispensarse en los recipientes
finales para asegurar que cada recipiente tiene virus suficiente para alcanzar

la potencia especificada.



Inocuidad

Para cada lote de vacuna se debe utilizar la prueba de inocuidad que se
describe en la Seccién C.1. c.ii anterior, exceptuando el requisito de seis

pases en pollos SPF.

Potencia

Deben realizarse pruebas sobre el contenido virico en al menos tres
recipientes. Las diluciones deben de abarcar un rango de infectividad de 0—
100%, usando saltos de dilucion de 1/5 y siete réplicas por dilucién. Si es
posible, la prueba debe llevarse a cabo en paralelo con una vacuna estandar.
Cada lote de vacuna se titula en el diluyente suministrado para dicho uso.
Normalmente, el titulo de virus no debe ser mayor que 1/10 de la dosis a la
gue se ha demostrado que la vacuna es segura ni inferior al titulo determinado
en la prueba de eficacia. Una potencia adecuada para una vacuna viva contra
la viruela aviar suele estar en la zona de 105 EID50 (dosis infectiva del 50%

para embriones) por ml.

Duracién de lainmunidad

La prueba de eficacia presentada en la Seccién C. 1. c. iii puede usarse para
determinar la duracién de la inmunidad (aproximadamente 6—12 meses)
mediante pruebas a intervalos después de la vacunacion, usando grupos

distintos de aves en cada prueba.

Estabilidad

Para justificar la caducidad, deben presentarse evidencias sobre la

estabilidad. Estas deben basarse en titulaciones viricas realizadas



peribdicamente hasta 3 meses mas alld de la caducidad propuesta y
verificadas en, por lo menos, seis lotes de vacuna mantenidas en las

condiciones recomendadas de almacenamiento.

Conservantes

No se utilizan conservantes en vacunas vivas.

Precauciones (riesgos)

Normalmente se recomienda no vacunar a las aves que estan de puesta. Se
debe evitar el contacto de la vacuna viva con el hombre. La vacuna estandar
contra la viruela aviar no se usa con palomas, que pueden vacunarse con la
vacuna contra el poxvirus de las palomas. En muchos paises, la vacuna de
las palomas se ha visto reemplazada por la vacuna viva atenuada contra la
peste aviar disefiada para utilizar en pollos de un dia de edad. Estos productos
se han utilizado con seguridad en palomas a falta de vacuna disponible contra

el poxvirus de las palomas.

3.3.10 Bioseguridad

Las practicas adecuadas y constantes de bioseguridad son la mejor manera
de evitar que enfermedades avicolas, tal como la enfermedad viruela aviar, se
propaguen dentro de una parvada, al incluir la bioseguridad como rutina diaria
en el cuidado de aves, tendra como resultado reducir la posibilidad de que las

aves contraigan esta enfermedad.

Consideraciones para mantener a las aves sanas



— Se recomienda limpiar y desinfectar el equipamiento de céspedes,
jardines o aves que haya estado en contacto con las aves 0 sus
excrementos antes de trasladarlo a otro lugar. Hacer lo mismo en caso
de ingresar equipamiento a la propiedad. Retirar todo el estiércol antes
de colocar el desinfectante. El desinfectante mata los virus de aves de

corral que permanece en las superficies.

— Unicamente permitir que las aves estén en contacto con las personas
que estan a su cuidado. Los cuidadores no deben tener aves
comerciales, aves mascota 0 aves silvestres, ya que éstas en
ocasiones son portadoras de la viruela aviar que pueden propagarse

en la propiedad y contagiar a todas las aves.

— No prestar o pedir prestado equipamiento, ya que el mismo podria
portar virus de viruela aviar. En caso de prestar equipamiento a otras
personas, asegurarse de que esté limpio y desinfectado cuando sea
devuelto. Los desinfectantes sélo funcionan en superficies sin estiércol
u otros materiales. Ciertos elementos tales como paletas de madera,
maples de cartén para huevos u otros articulos porosos no pueden
limpiarse y desinfectarse adecuadamente y, por lo tanto, no debe

prestarse en ninguna circunstancia.
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