
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 

DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCIÓN Y DE LA SALUD 

ANIMAL 

 

CARACTERIZACIÓN MOLECULAR Y ESTUDIO DE LA 

PATOGÉNESIS DEL DAÑO ENDOTELIAL, MIELOIDE Y 

LINFOIDE, DE AISLAMIENTOS MEXICANOS DEL 

VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE 

INOCULADOS EN POLLO DE ENGORDA COMERCIAL. 

 

TESIS  

PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTOR EN CIENCIAS DE LA PRODUCCIÓN Y DE LA 

SALUD ANIMAL 

PRESENTA:  

RUBÉN MERINO GUZMÁN 

 

TUTOR 

 NORMA LETICA CALDERÓN APODACA 

 

COMITÉ TUTORAL 

HILDA VILLEGAS CASTREJÓN 

JOSÉ ANTONIO QUINTANA LÓPEZ 

 

MÉXICO, D.F.        2010 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

DEDICATORIAS 

 

 

 

A mi esposa Teresa Olivares Hernández y mis hijos Iván y Yael, porque su amor 

y paciencia me alienta a seguir adelante, y porque saben que todos mis esfuerzos 

son para ellos. Los amo. 

 

 

 

A mis padres Nohemí Guzmán M. y Juan Merino B., porque con su gran 

esfuerzo me permitieron tener estudios universitarios y con el ejemplo me 

enseñaron a ser una buena persona y buscar la superación. 

 

 

 

A mis hermanos Elvira y Oscar, mi cuñada Esther, mis sobrinos Omar y Axa 

porque siempre han tenido confianza en mí. 

 

Al bebé de Oscar y Esther, que está librando una gran batalla. Tú puedes. 

  



AGRADECIMIENTOS 

 

A mi tutora y amiga, Dra. Norma L. Calderón Apodaca, por confiar en mí para la 

realización del proyecto y darme la libertad y motivación para desarrollarlo 

apropiadamente. 

 

A mi comité tutoral: 

 

Dra. Hilda Villegas Castrejón. Por su apoyo para la utilización de su laboratorio 

de microscopía electrónica, sus consejos y confianza. 

 

Dr. José Antonio Quintana López, Por su amistad y su apoyo para conseguir la 

estancia de investigación en la Universidad de Georgia. 

 

A los Dres. Pedro Villegas, Francisco Perozo y Claudio Afonso, por su apoyo 

para la realización de la parte molecular de este trabajo. 

 

Al personal del laboratorio de morfología celular y molecular del Centro Nacional 

de Rehabilitación, especialmente al Biol. Alberto Carlos Martínez y Biol. Alma 

Delia Hernández Pérez, por su ayuda para la preparación y observación de los 

cortes de microscopía electrónica. 

 

Al Dr. Néstor Ledesma Martínez, jefe del Departamento de Producción Animal: 

Aves, de la FMVZ – UNAM, por darme la autorización para realizar los estudios de 

doctorado y su paciencia para reincorporarme a mis labores docentes. 

 

A todo el Departamento de Producción Animal: Aves, de la FMVZ – UNAM, por 

su ayuda para terminar con éxito este proyecto. 



No ha sido Fácil: 

 
Yo, vine creciendo y me forjé 

cual mi generación distinta 
a la de ayer. 

 
Soy, continuidad de mi niñez, 

que es hija del sudor 
de los brazos que amé. 

 
Soy como quisieron ser 
pero tratando de ser yo, 

ni menos mal 
pero en verdad 
ni menos bien. 

 
No ha sido fácil tener 
una opinión que haga 

valer mi vocación 
mi libertad para escoger. 

 
Amo sin ver lo que en el futuro 

tenga que acontecer 
dejo al sentir más puro, 

florecer. 
 

Ámame sin temor alguno 
que yo he de prometer 

fidelidad a mi modo de ser. 
 

Yo, yo sólo tengo la razón 
de quien quisiera ser 
mejor de lo que ayer. 

 
Yo, pongo en tu mano el corazón 

con toda mi virtud, 
mi egoísmo también. 

 
Sufre conmigo el error que cometeré 

goza también lo que de bien 
se ha de lograr sin pretender. 

 
Sube conmigo a encontrar el escalón 

que evocaré para llegar 
a ese lugar que un día soñé. 

 
Pablo Milanés 



i 

 

CONTENIDO 

 Página 

Índice   i 

Índice de cuadros iii 

Índice de figuras v 

Abreviaturas vii 

Resumen viii 

Abstract ix 

INTRODUCCIÓN 1 

Revisión general de la enfermedad de Newcastle 1 

Definición 1 

Etiología 1 

 Respuesta inmune y protección contra la enfermedad 6 

 Lesiones histológicas 7 

Situación de la enfermedad de Newcastle en México 8 

 Campaña de erradicación 8 

 Causas de los brotes 9 

 Prevención y control 10 

Estudios sobre el virus velogénico en México 11 

 Trabajos realizados durante 2000-2009 11 

 Estudios moleculares y análisis filogenéticos 13 

JUSTIFICACIÓN 15 

HIPÓTESIS 15 

OBJETIVOS 16 

Objetivo general 16 

Objetivos particulares 16 

METAS 16 

MATERIAL Y MÉTODOS 17 

 Cepas virales 17 

 Determinación de la virulencia de los aislamientos virales 17 

  Tiempo medio de mortalidad embrionaria (TMME) 17 

  Índice de patogenicidad intracerebral (IPIC) 18 

 Pruebas de Biología Molecular 19 

  RT-PCR 19 

  Secuencia de nucleótidos y análisis filogenético 20 

Evaluación de la patogenicidad: tropismo endotelial, mieloide y linfoide de las cepas 21 



ii 

 

velogénicas 

  Obtención del inóculo viral 21 

  Animales de experimentación y alojamiento 22 

  Diseño experimental 22 

  Estudio histológico 22 

   Evaluación de cortes semi-finos y ultraestructurales 23 

  Estudio virológico 24 

RESULTADOS 25 

 Tiempo medio de mortalidad embrionaria (TMME) 25 

 Índice de Patogenicidad Intracerebral (IPIC) 25 

 RT-PCR 25 

 Secuenciación del gen F 25 

 Caracterización biológica 26 

  Lesiones microscópicas 27 

Cortes semi-finos de la médula ósea 28 

Microscopía electrónica 28 

  Aislamiento viral 29 

DISCUSIÓN 30 

CONCLUSIONES 39 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 40 

APÉNDICE 82 

Publicaciones científicas derivadas del estudio 82 

Perozo F, Merino R, Afonso CL, Villegas P, Calderon N. Biological and 

Phylogenetic Characterization of Virulent Newcastle Disease Virus 

Circulating in Mexico. Avian Dis 2008, 52(3): 472-479. 

83 

Merino R, Villegas H, Quintana JA, Calderon N. Characterization of 

Newcastle disease viruses isolated from chicken, gamefowl, pigeon and 

quail in Mexico. Vet Res Commun. 2009, 33(8):1023-1030. 

91 

 

  



iii 

 

Índice de Cuadros              

Cuadro 1. Cepas velogénicas del VEN aisladas en México de 1946 a 1975 53 

Cuadro 2. Reporte de focos de EN velogénico en México, enero 2008 – 30 Abril 2009. 53 

Cuadro 3. Presupuesto destinado a la Campaña contra la EN, en millones de pesos 

(SENASICA). 

53 

Cuadro 4. Programas de vacunación para pollo de engorda 54 

Cuadro 5. Programas de vacunación para gallinas de postura y reproductoras 54 

Cuadro 6. Cepas de virus usados para la elaboración de vacunas (15 laboratorios) 

contra la EN. 

55 

Cuadro 7. Análisis filogenético de cepas velogénicas mexicanas del VEN. 56 

Cuadro 8. Características de 25 aislamientos del VEN y resultados de las pruebas de 

TMME, IPIC, RT-PCR, secuenciación del gen F, virulencia, genotipo y cepa 

relacionada. 

57 

Cuadro 9. Resultado de la reactivación de las cepas virales usadas para la prueba 

biológica. 

58 

Cuadro 10. Intensidad de los principales signos clínicos observados a las 96 hpi en 

pollos de engorda inoculados experimentalmente con diferentes cepas del VEN. 

58 

Cuadro 11. Evaluación de las lesiones en el timo de aves inoculadas a las 5 semanas 

de edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

58 

Cuadro 12. Evaluación de las lesiones en el bazo de aves inoculadas a las 5 semanas 

de edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

59 

Cuadro 13. Evaluación de las lesiones en la bolsa de Fabricio de aves inoculadas a las 

5 semanas de edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

59 

Cuadro 14. Evaluación de las lesiones en la tonsila cecal de aves inoculadas a las 5 

semanas de edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

60 

Cuadro 15 Evaluación de las lesiones en la glándula de Harder de aves inoculadas a 

las 5 semanas de edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

60 

Cuadro 16 Evaluación de las lesiones en la médula ósea de aves inoculadas a las 5 

semanas de edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

60 

Cuadro 17. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de 

edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de la cepa tipo Torreón del VEN. 

61 

Cuadro 18. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de 

edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de la cepa tipo Chimalhuacán del VEN. 

61 

Cuadro 19. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de 

edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de la cepa Querétaro del VEN. 

62 

Cuadro 20. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de 62 



iv 

 

edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de la cepa DPAA del VEN. 

Cuadro 21. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de 

edad con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de la cepa LaSota del VEN. 

63 

 

  



v 

 

Índice de figuras  

Figura 1. Genoma del virus de la EN 64 

Figura 2. Cronología de la declaración de Estados Libres de la EN, presentación 

velogénica. 

64 

Figura 3. Inversiones de Alianza para la Campaña contra la EN, 1996 – 2003, y 

aportaciones estatales, federales y de los productores de 2004 a 2008. 

65 

Figura 4. Resultado del RT-PCR de la amplificación del segmento de 374 pb del gen de 

la proteína F de algunos aislamientos del VEN, revelado del gel de electroforesis en un 

transiluminador ultravioleta. 

65 

Figura 5a. Comparación filogenética de la región completa que codifica en gen F de los 

virus de este estudio con otros VEN de la clase I y Clase II, genotipos I al VII publicados 

previamente. 

66 

Figura 5b. Análisis filogenético de máxima probabilidad del fragmento de 374 pb del gen 

F de los virus de este estudio y su comparación con secuencias publicadas previamente 

en el GenBank. 

67 

Figura 5c. Análisis filogenético de 642 pb de los segmentos contiguos de los genes de 

las proteínas M y F de los virus de este estudio y su comparación con secuencias de 

referencia publicadas previamente en el GenBank. 

68 

Figura 6. Timo de pollo de engorda desafiado con la cepa Chimalhuacán del VEN, 96 

hpi, hematoxilina y eosina. 

69 

Figura 7a. Bazo de pollo de engorda desafiado con la cepa DPAa del VEN, 48 hpi, 

hematoxilina y eosina, 20x.   

70 

Figura 7b. Bazo de pollo de engorda desafiado con la cepa Torreón del VEN, 84 hpi, 

hematoxilina y eosina, 20x 

70 

Figura 8a. Bolsa de Fabricio de pollo de engorda desafiado con la cepa DPAa del VEN, 

84 hpi, hematoxilina y eosina, 10x. 

71 

Figura 8b. Bolsa de Fabricio de pollo de engorda desafiado con la cepa Chimalhuacán 

del VEN, 96 hpi, hematoxilina y eosina, 10x. 

71 

Figura 9a. Tonsila cecal de pollo de engorda desafiado con la cepa LaSota del VEN, 96 

hpi, hematoxilina y eosina, 20x. 

72 

Figura 9b. Tonsila cecal de pollo de engorda desafiado con la cepa Torreón del VEN, 96 

hpi, hematoxilina y eosina, 20x. 

72 

Figura 10a. Glándula de Harder de pollo de engorda inoculado con la cepa LaSota del 

VEN, 72 hpi, hematoxilina y eosina, 20x. 

73 

Figura 10b. Glándula de Harder de pollo de engorda inoculado con la cepa 

Chimalhuacán del VEN, 96 hpi, hematoxilina y eosina 20x. 

73 

FL 



vi 

 

Figura 11a.  Médula ósea de pollo de engorda inoculado con la cepa Torreón del VEN, 

48 hpi, hematoxilina y eosina, 5x. 

74 

Figura 11b.  Médula ósea de pollo de engorda inoculado con la cepa Querétaro del 

VEN, 84 hpi, hematoxilina y eosina, 10x. 

74 

Figura 12. Médula del timo de pollo de engorda inoculado con la cepa DPAa del VEN, 

72 hpi, Azul de toluidina 40x. 

75 

Figura 13. Folículo linfoide de la bolsa de Fabricio de pollo de engorda inoculado con la 

cepa DPAa del VEN, 84 hpi, Azul de toluidina 40x. 

75 

Figura 14a. Bazo de pollo de engorda inoculado con la cepa DPAa del VEN, 96 hpi, 

Azul de toluidina 100x. 

76 

Figura 14b. Bazo de pollo de engorda inoculado con la cepa DPAa del VEN, 96 hpi, 

Azul de toluidina 100x. 

76 

Figura 15a. Médula ósea de pollo de engorda inoculado con la cepa Querétaro del VEN, 

36 hpi, Azul de toluidina 100x. 

77 

Figura 15b. Médula ósea de pollo de engorda inoculado con la cepa Querétaro del VEN, 

84 hpi, Azul de toluidina 100x. 

77 

Figura 16: Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula 

ósea de pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 24 hpi. Líneas celulares. 

78 

Figura 17: Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula 

ósea de pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 24 hpi. Heterófilo. 

79 

Figura 18. Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula 

ósea de pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 24 hpi. Partícula electrodensa. 

80 

Figura 19. Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula 

ósea de pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 48 hpi. Necrosis celular. 

81 



vii 

 

Abreviaturas 

ADNc  Ácido desoxiribonucleico complementario 

ARN  Ácido Ribonucleico 

DIEP50/ml Dosis infectante en embrión de pollo, 50% 

DLEP50/ml Dosis letal en embrión de pollo, 50% 

DPAA  Departamento de Producción Animal: Aves 

dpi  Días post-inmunización; días post-inoculación 

EN  Enfermedad de Newcastle 

F  Proteína de Fusión 

FMVZ  Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

HN  Hemaglutinina-Neuraminidasa 

hpi  Horas post-inoculación 

IH  Inhibición de la hemoaglutinación 

IPIC  Índice de patogenicidad intracerebral 

IPIV  Índice de patogenicidad intravenosa 

L  Polimerasa de ARN 

M  Proteína de Matriz 

OIE  Organización Mundial de Sanidad Animal 

P  Fosfoproteína 

pb  Pares de bases 

PMV  Paramixovirus 

RT-PCR Transcriptasa reversa – Reacción en cadena de la polimerasa 

SAGARPA Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación 

SENASICA Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria 

SPF  Specific Pathogens Free, libre de patógenos específicos 

TMME  Tiempo medio de mortalidad embrionaria 

UNAM  Universidad Nacional Autónoma de México 

VEN  Virus de la enfermedad de Newcastle 

 



 

viii 

 

RESUMEN 

La enfermedad de Newcastle ha representado una seria amenaza para la avicultura Mexicana 

desde su primer reporte en 1946. Varios virus velogénicos fueron aislados en diferentes áreas de 

México a partir de pollos, aves de combate, palomas y codornices entre 1998 y 2006. Estos 

aislamientos fueron evaluados por análisis filogenético y caracterización biológica por medio de 

pruebas estándar de patogenicidad y estudios de desafío en pollos de engorda comerciales, con 

énfasis particular en el tropismo linfoide, mieloide y endotelial. Los estudios filogenéticos mostraron 

que todos estos virus velogénicos pertenecen al genotipo V y están claramente divididos en dos 

linajes, ya que la similitud filogenética entre grupos fue de 93-94%. Los aislamientos de 1998 a 

2001 están relacionados estrechamente con la cepa responsable del brote surgido en la región de 

La Laguna (cepa Torreón), y son filogenéticamente distintos de los virus aislados entre 2004 y 

2006, los cuales están relacionados con la cepa Chimalhuacán aislada originalmente en 1973. 

Todos los virus, tanto parecidos a Chimalhuacán como a Torreón, presentaron el sitio de activación 

de la proteína F correspondiente a los virus virulentos, representado por la secuencia 

“GGRRQKRF”, caracterizada por dos pares de aminoácidos básicos, lo que sugiere que los 

cambios evolutivos ocurrieron en un sitio diferente a este. El tiempo medio de mortalidad 

embrionaria fue menor (43.9 horas), para los virus parecidos a Chimalhuacán que el de los 

parecidos a Torreón (54.3 horas, P<0.05). El IPIC promedio de los virus aislados entre 2004 y 2006 

fue mayor (1.92) que el de los aislados entre 1998 y 2001 (1.74, P<0.05). El estudio microscópico 

reveló que el aislamiento tipo Chimalhuacán ocasionó en general lesiones más severas que un 

aislamiento tipo Torreón en la bolsa de Fabricio, timo, bazo y médula ósea de pollos de engorda de 

5 semanas de edad. La evaluación ultra estructural demostró el tropismo por células linfoides, 

mieloides y endoteliales. Los resultados de este trabajo sugieren que diferentes factores ejercieron 

presión de selección sobre la cepa Chimalhuacán, aislada originalmente en 1973, para dar origen a 

la aparición de la cepa Torreón a mediados de la década de los 90 del siglo pasado, la cual 

también es velogénica, pero menos virulenta. Además, el estudio comprueba el tropismo linfoide, 

mieloide y endotelial del virus, lo que resalta la importancia del mismo en países como México, 

donde las aves comerciales vacunadas están protegidas contra la muerte, pero no contra la 

infección, ni la replicación del virus en los órganos linfoides primarios y secundarios, por lo que 

pueden presentar baja en los parámetros productivos y quedar expuestas a otras infecciones. 

 

Palabras clave: Enfermedad de Newcastle, análisis filogenético, virulencia, tropismo, México. 
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ABSTRACT 

 

Velogenic Newcastle disease has threatened the Mexican poultry industry since 1946. Several 

strains of velogenic Newcastle disease virus were isolated from poultry, gamefowl, quail and pigeon 

from different areas of Mexico between 1998 and 2006. These viruses were subjected to 

phylogenetic analysis and biological characterization using standard pathogenicity tests and 

challenge studies in commercial broiler chickens, with particular emphasis on tropism for myeloid, 

lymphoid ant endothelial cells. Phylogenetic analysis showed that all velogenic strains belong to 

genetic group V and are clearly divided in two lineages, since phylogenetic similarities between 

groups are of only 93–94%. Isolates from 1998 to 2001 are closely related to the strain responsible 

for the 2000 year outbreak raised in La Laguna region (Torreon strain), and are phylogenetically 

distinct from viruses isolated between 2004 and 2006 that are genetically related to the 

Chimalhuacan strain isolated in 1973. All the viruses of both, the Chimalhuacan and the Torreon 

groups, contained a virulent fusion protein cleavage site represented by the motif “GGRRQKRF”, 

characterized by two pairs of basic amino acids, revealing that evolutionary changes occurred at a 

different site. Chicken embryo mean death time value was shorter, P<0.05, for the Chimalhuacan-

like viruses (43.9 hours), when compared with the 1998–2001 average (54.3 hours), Torreon-like. 

ICPI average value was higher (1.92) for viruses isolated during 2004–2006 than that for viruses 

isolated before 2001 (1.74), P<0.05. Microscopic evaluation of bursa of Fabricius, thymus, spleen 

and bone marrow of 5w-o broiler chickens showed that Chimalhuacan-like isolate caused, in 

general, more severe lesions. Ultra-structural evaluation showed the tropism of these viruses for 

lymphoid, myeloid and endothelial cells. Along with all our results, our findings suggest that some 

distinct selective pressure on the very virulent Chimalhuacan strain isolated in 1973 may have led to 

the appearance of the still velogenic but less virulent new group (Torreon-like) in the middle of 

1990’s. Besides, this study proves the virus tropism for lymphoid, myeloid and endothelial cells, 

which enhances its importance in countries like Mexico, where vaccinated commercial poultry is 

protected against the death, but not against the infection or the virus replication in lymphoid organs, 

which can lead to reduced productive performance and susceptibility to other infections. 

 

Keywords: Newcastle disease, phylogenetic analysis, virulence, tropism, Mexico. 
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Caracterización molecular y estudio de la patogénesis del daño endotelial, mieloide y 

linfoide, de aislamientos mexicanos del virus de la enfermedad de Newcastle inoculados en 

pollo de engorda comercial 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Revisión general de la enfermedad de Newcastle 

 

Definición 

La enfermedad de Newcastle (EN) es una infección viral de distribución mundial, contagiosa y letal 

de las aves domésticas y silvestres que causa alta morbilidad y mortalidad (NOM-ZOO-013,1995). 

Es una enfermedad que se incluye en la lista de enfermedades de la Organización Mundial de 

Sanidad Animal (OIE) (Alexander and Senne, 2008a). 

 

Por muchos años ha sido una enfermedad devastadora de las aves domésticas y en muchos 

países permanece como uno de los mayores problemas que afectan a la industria avícola, ya que 

puede causar mortalidad hasta del 100% (Kouwehoven, 1993; Alexander, 2000; Alexander and 

Senne, 2003b). A partir de 1991 se ha apreciado en el mundo un aumento de la incidencia de 

brotes de la enfermedad. 

 

Etiología 

La EN es ocasionada por un paramixovirus que contiene ARN, del género Avulavirus que 

pertenece a la familia Paramyxoviridae. El genoma tiene un tamaño que varía de 15,186 a 15,198  

nucleótidos (Czeglédi et al., 2006). Los paramixovirus aviares forman 9 serogrupos [Paramixovirus 

–1 al Paramixovirus –9 (PMV–1 al PMV–9)] de los cuales sólo el PMV-1 se relaciona con la EN, 

éstos se replican en embriones de pollo y no presentan reacción serológica cruzada entre ellos, a 

excepción del PMV–3 el cual puede tener reacción cruzada con el PMV–1. Los serogrupos son 

estables antigénicamente y no llegan a mutar de un serogrupo a otro (Alexander, 2008b; Gallili and 

Ben-Nathan, 1998; Seal et al. 2000; Alexander and Senne, 2008b; Pedersen et al. 2004). A pesar 

de que hay sólo un serotipo del virus, éste ha mostrado 14 grupos antigénicos con el uso de 9 

anticuerpos monoclonales (AcM) y 39 patrones con un panel de 26 AcM (Alexander et al., 1997).  

 

El virus tiene una amplia gama de hospederos, ya que se ha reportado que de los 50 órdenes de 

aves, 27 de ellos pueden ser infectados por el virus. Los pollos son particularmente susceptibles al 

virus, mientras que los patos y gansos pueden infectarse y mostrar signos clínicos leves o 

permanecer asintomáticos (Seal et al. 2000; Pedersen et al. 2004). El virus de la enfermedad de 
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Newcastle (VEN) sobrevive hasta por 16 días en la gallinaza a temperatura ambiente (Kinde et al. 

2004). Es sensible al éter, al pH ácido, a la formalina y fenol; es inactivado a 56°C durante 3 horas 

y a 60°C durante 30 minutos (Alexander and Senne, 2008b).  

 

El VEN codifica al menos 6 proteínas principales que comprenden la nucleoproteína (NP), 

fosfoproteína (P), matriz (M), fusión (F), hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y una polimerasa de 

ARN (L), (Figura 1). El genoma de los APMV-1 tiene al menos tres longitudes, 15,186, 15,192 y 

15,198 nucleótidos (Czegledi et al., 2006). La proteína M forma una unión entre la glicoproteína de 

la envoltura del virus y la nucleoproteína de la cápside, para estabilizar la estructura del virus. Las 

proteínas HN y F forman proyecciones en la envoltura viral. La proteína HN está involucrada en la 

unión del virión a los receptores que contienen ácido siálico de las células blanco. La actividad de 

neuraminidasa de la HN regula la ruptura del ácido siálico de los receptores para el virus en la 

superficie celular y le permite al virus liberarse de la célula infectada. Además, la HN promueve la 

actividad de fusión, ya que se requiere de HN y F para la formación de sincitios. La proteína 

funcional F induce la fusión de las membranas del virus y la célula blanco y también es 

responsable de la inducción de la fusión entre células hospederas. Esto le permite a la unidad de 

transcripción viral, la nucleocápside y las proteínas P y L, entrar al citosol de la célula hospedera. 

Por lo tanto, las glicoproteínas HN y F son esenciales para la infectividad viral y son blancos 

ideales para prevenir la infección por inmunidad protectora (Al-Garib et al. 2003). 

 

La clasificación de las cepas en cuanto a su virulencia puede basarse en la velocidad con la que 

ocasionan la muerte al embrión de pollo: lentógenicas (baja patogenicidad) si tarda más de 90 

horas en morir el embrión, mesogénicas (moderada patogenicidad) si muere entre las 60 y 90 

horas post inoculación en cavidad alantoidea y velogénicas (alta patogenicidad) si el embrión 

muere en menos de 60 horas pos inoculación en cavidad alantoidea. Los virus también se pueden 

clasificar de acuerdo con los órganos más afectados y los signos clínicos que ocasionan: cepas 

neurotrópicas, que provocan signos clínicos y lesiones de tipo nervioso, y las cepas viscerotrópicas 

que dañan al sistema digestivo y provocan hemorragias severas en las vísceras, sin la 

presentación de signos de tipo nervioso (Alexander, 2000; Alexander and Senne, 2008b; OIE, 

2005). 

 

La clasificación aceptada de la patogenicidad de las cepas del VEN, incluye la infección 

asintomática, conocida también como presentación entérica, que sólo es detectada por métodos 

serológicos y aparentemente no hay signos clínicos; las cepas involucradas son Ulster, 2C, QV4 y 

VG/GA. Con la realización de numerosos aislamientos de VEN en diversos países, que producían 

signos clínicos muy leves o que eran totalmente asintomáticos, se originó el concepto de las cepas 
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lentogénicas, que se han utilizado como virus vacunales activos que incluyen a las cepas 

lentogénicas: B1, LaSota y Clon 30 (Asplin, 1952; Hitchner and Johnson, 1948; McFerran and 

Nelson, 1971; Simmons, 1967), aunque llegan a ocasionar signos respiratorios de leves a 

moderados y disminución en los parámetros productivos como respuesta post vacunal. Beaudette 

y Black (1946) describieron una variante neurotrópica que sólo producía mortalidad en aves 

jóvenes y de ahí se originó el concepto de las variantes mesogénicas. Es decir, la variante 

Beaudette, corresponde a una forma mesogénica-neurotrópica que produce signos respiratorios y 

disminuye la producción de huevo durante varias semanas y puede ocasionar signos nerviosos; las 

cepas involucradas son las denominadas mesogénicas: Roakin, Haifa-Komarov, Krananueld, cepa 

H y Mukteswar. La variante Beach, denominada neumoencefalitis en 1942 (Beach, 1942), fue 

identificada serológicamente como causada por un agente idéntico al de la Enfermedad de 

Newcastle (Beach, 1944). Esta variante es letal y aguda en todas las edades, pero sus 

manifestaciones clínicas son fundamentalmente respiratorias y nerviosas por lo que la 

denominación en este caso corresponde a la de forma neurotrópica. Ambas variantes, tanto la 

viscerotrópica como la neurotrópica, son de curso agudo y por ello se clasifican además como 

velogénicas, como la cepa Texas, cuya morbilidad puede llegar al 100% y la mortalidad puede ser 

del 50% en aves adultas y 90% en aves jóvenes. La variante Doyle fue descrita por este autor en 

1926 en Newcastle-upon-Tyne en Inglaterra, de donde deriva el nombre oficial de la enfermedad. 

Fue caracterizada como una infección letal y aguda en aves de todas las edades, causante de 

hemorragias en todos los órganos del aparato digestivo y de ahí la denominación viscerotrópica 

(Doyle, 1927); se caracteriza por producir signos respiratorios, digestivos y nerviosos; la mortalidad 

alcanza el 100% en aves susceptibles. Tradicionalmente, las cepas mexicanas Iztapalapa, 

Querétaro y Chimalhuacán han sido clasificadas en este tipo de presentación. Desde 1972, se han 

realizado estudios de la patología ultra-estructural de infecciones con cepas velogénicas del VEN 

en América del Norte, en los que se describe un daño endotelial generalizado y severo, que es 

compatible con las frecuentes hemorragias que se presentan en esta enfermedad (Cheville et al. 

1972).  

 

Las pruebas de patogenicidad son útiles para determinar la virulencia de las cepas virales. 

Originalmente las cepas del VEN fueron diferenciadas con base en el tiempo medio de mortalidad 

del embrión de pollo después de la infección. Posteriormente la diferenciación se basó en pruebas 

in vivo y el uso del desarrollo de la enfermedad o la muerte de las aves infectadas como indicador. 

Se usan diferentes rutas de infección en estas pruebas: la vía intracerebral en pollos de un día de 

edad para determinar el índice de patogenicidad intracerebral (IPIC) y la vía intravenosa en pollos 

de 6 semanas de edad para determinar el índice de patogenicidad intravenosa (IPIV). Estos 

índices fueron calculados de acuerdo con la severidad de los signos de la enfermedad. El IPIV es 
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particularmente útil para la clasificación de aislamientos del VEN de moderada y alta virulencia, 

pero tiende a no mostrar diferencias entre algunos virus mesogénicos y lentogénicos. En el IPIC se 

calcula el valor medio por ave en observaciones cada 24 horas durante 8 días. Generalmente los 

virus lentogénicos dan índices máximos de 0.6, los virus entéricos asintomáticos usualmente 

ocasionan índices ligeramente menores, los virus mesogénicos usualmente alrededor de 1.4 y los 

virus velogénicos entre 1.7 y 2.0. En la Unión Europea, los aislamientos de VEN con valor IPIC 

mayor a 0.7 se consideran virulentos (Al-Garib et al., 2003). 

 

La patogenicidad del VEN depende grandemente de la ruptura de la proteína de fusión precursora 

F0 en las proteínas subunitarias F1 y F2. Esta forma una base molecular importante para que las 

partículas virales sean infecciosas. La ruptura está mediada por proteasas de la célula 

hospedadora. La importancia de la ruptura de F0 es demostrada simplemente por la incapacidad de 

las cepas lentogénicas para producir placas en sistemas de cultivo celular, en ausencia de tripsina. 

 

El cambio de tan sólo dos nucleótidos en el sitio de activación de la proteína de fusión puede 

resultar en el surgimiento de una forma virulenta del VEN a partir de un virus lentogénico; sin 

embargo, sólo hay unos cuantos casos documentados de este fenómeno. Los brotes que 

ocurrieron en Irlanda en 1990 y en Australia de 1998 a 2000 fueron cada uno resultado de virus de 

baja virulencia que mutaron a alta virulencia. En Irlanda, los virus de baja virulencia fueron 

endémicos en poblaciones costeras silvestres, y en Australia, los virus de baja virulencia 

inicialmente circularon en la avicultura comercial (Alexander et al., 1992; Gould et al., 2001). La 

evidencia que sugiere que el VEN de baja virulencia puede volverse altamente patógeno para la 

avicultura comercial ha estimulado considerable interés en el entendimiento de las fuerzas 

evolutivas que afectan los cambios genéticos del virus (Miller et al., 2009a). 

 

La comparación de la deducción de la secuencia de aminoácidos en el sitio de ruptura del 

precursor F0 ha sido utilizada para clasificar patotipos del VEN. Los virus virulentos para los pollos, 

con valor alto de IPIC tienen secuencia 
112

Arg/Lis-Arg-Glu/Lis-Arg/Lis-Arg
116

 en la terminal C- de la 

proteína F2 y fenil alanina en el residuo 117, la terminal N- de la proteína F1. Los virus de baja 

virulencia tienen la secuencia 
112

Gli/Glu-Lis/Arg-Glu-Gli/Glu-Arg
116

 y leucina en el residuo 117 de la 

misma región. Así, para que el virus sea virulento aparentemente se requiere de un par doble de 

aminoácidos básicos en los residuos 112 y 113 y en los residuos 115 y 116, más una fenil alanina 

en el residuo 117 (Al-Garib et al. 2003).  

 

Actualmente se emplean dos sistemas para la clasificación genética del virus, sin que haya un 

consenso sobre cual es el más apropiado. El sistema propuesto por Aldous et al. (2003) agrupa al 
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VEN en seis linajes y 13 sublinajes, a los que posteriormente se agregaron otros 3 sublinajes 

(Snoeck et al. 2009). El segundo sistema clasifica al VEN en dos divisiones principales 

representadas por las clases I y II; la clase I se divide en nueve genotipos y la clase II en 10 

(Ballagi-Pordany et al. 1996; Czegledi et al. 2006). Ambos sistemas de clasificación se basan en 

información genética similar, por lo que las discrepancias entre ambos sistemas son nominales 

(Miller et al. 2009a).  

 

En el segundo sistema de clasificación, los virus de la clase I son apatógenos para los pollos, 

excepto por un virus patógeno conocido (Miller et al. 2009), e históricamente se han aislado de 

aves acuáticas (familia Anatidae) y de playa (Kim et al. 2007).  Estos virus tienen el genoma de 

15,198 nucleótidos (Czegledi et al. 2006), y comprenden al menos nueve genotipos (1-9) que 

pueden estar distribuidos mundialmente en aves silvestres (Kim et al. 2007a) y frecuentemente se 

aíslan de muestras de mercados de aves vivas (Kim et al. 2007a; 2007b). 

 

Los virus de la clase II se han estudiado en más detalle y comprenden 10 genotipos (I-X). Los 

genotipos considerados “ancestrales” (1930-1960), I-IV y IX contienen 15,186 nucleótidos 

(Czegledi et al., 2006). Los virus que emergieron después de 1960, V-VIII y X, contienen 15,192 

nucleótidos. Los virus del genotipo I de la clase II son de baja virulencia y algunos se usan 

frecuentemente como vacuna de virus activo (chicken/Australia/QV4/1966 y chicken/N. 

Ireland/Ulster/1967), excepto por el virus patógeno reciente responsable por el brote de 1998 a 

2000 en Australia. Los virus del genotipo II de la clase II incluyen virus de baja virulencia que son 

usados como virus vacunales en todo el mundo, tales como LaSota, B1 y VG/GA. También incluye 

a la cepa patógena neurotrópica chicken/U.S. (TX) GB/1948 (TXGB) que fue aislada en 1948 y se 

usa en los EUA como cepa de desafío para las pruebas de potencia de las vacunas comerciales. 

Los virus del genotipo III fueron aislados principalmente antes de 1960 en Japón, pero se han 

aislado esporádicamente en Taiwán en 1969 y 1985 y en Zimbabue en 1990 (Yu et al. 2001). Los 

virus del genotipo IV fueron los aislados predominantemente en Europa antes de 1970 (Czegledi et 

al. 2006). 

 

Los genotipos V – VIII son los que circulan mundialmente y contienen solo virus virulento. Los virus 

del genotipo V emergieron en Centro y Sudamérica en 1970 y causaron brotes en Europa en el 

mismo año (Ballagi-Pordany et al. 1996), también se presentaron en Norteamérica en Florida 

(1971, 1993) y California (1971, 2002) (Wise et al. 2004a), y aún circulan en México (Miller et al. 

2006). El genotipo VI surgió en la década de 1960’s y fue el que predominó en Asia hasta 1985, 

cuando el genotipo VII se volvió más común (Mase et al. 2002).  El genotipo VI se divide en sub-

genotipos VIa a VIg, de los cuales, el VIb se aisla comúnmente de pichones. 
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El genotipo VII está dividido en los sub-genotipos VIIa a VIIh, unos de los cuales surgieron en el 

lejano oriente en la década de los 90 del siglopasado (VIIa) y se diseminaron a Europa y Asia, 

otros se diseminaron a Sudáfrica (VIIb) (Aldous et  al. 2003). Los sub-genotipos  VIIc, d y e, se 

aislaron en China, Kazajstán y Sudáfrica (Bogoyavlenskiy et al. 2009; Wang et al. 2006), mientras 

que VIIf, g y h, representan aislamientos africanos (Snoeck et al. 2009). Los virus del genotipo VIII 

han circulado en África desde  la década de los 60 del siglo XX y aún circulan en el sureste asiático 

(Abolnik et al. 2004a). El genotipo IX es un grupo único que incluye el primer brote de virus 

virulento de China en 1948, y hasta la fecha algunos miembros de este genotipo se aíslan 

ocasionalmente en China (Wang et al. 2006). Los virus del genotipo X se aislaron exclusivamente 

en Taiwán en1969 y 1981 (Tsai et al. 2004). 

 

En la actualidad hay virus de la mayoría de los genotipos que circulan simultáneamente en el 

mundo, con excepción del genotipo IV, el cual no ha sido reportado en el GenBank desde 1989 

(Miller et al. 2009). El GenBank permite el incremento del número de genotipos reportados; por 

ejemplo, un virus aislado en Madagascar en 2008 (chicken/MG/725T/2008), obtenido de un pollo 

aparentemente sano, presenta la secuencia 112GRRRRR↓FV118 en el sitio de activación de la 

proteína F y muestra 5 aminoácidos básicos (R) en las posiciones 112-116, lo que representa una 

secuencia virulenta no reportada previamente. El análisis filogenético muestra que ese aislamiento 

es cercano al genotipo IV, pero puede estar lo suficientemente  distante para constituir un genotipo 

nuevo (genotipo XI) (Servan de Almeida et al. 2009). 

 

Respuesta inmune y protección contra la enfermedad 

 

En la prueba de inhibición de la hemoaglutinación (IH),  el título de 16 de los anticuerpos séricos 

protege al 80% de los animales contra la muerte ante un desafío severo; si el título es 32 o superior 

se puede alcanzar el 100% de protección. Con título IH menor a 16, la correlación entre la 

protección y el título es mucho menor y depende de factores como el tipo de vacuna, dosis, vía de 

administración, edad, etc. En las aves en producción, se evita la baja en la postura de huevo y las 

alteraciones de la calidad del mismo con título de IH de 128 o más (Survashe and Desmukh, 1998; 

Soto et al. 2006). El VEN velogénico se aisló de hisopos traqueales y cloacales durante 14 días 

con títulos séricos de anticuerpos IH entre 8 y 128; sin embargo, la excreción se reduce 

significativamente cuando los títulos están entre 256 y 4096 (Westbury, 1989). 

 

La relación entre el título de anticuerpos medidos por IH y la resistencia al desafío con virus 

virulento se ha reportado como sigue (Survashe and Desmukh, 1998): 
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Rango de títulos IH (Log2) Resultado del desafío 

2
2
 o menor   100% mortalidad 

2
2
 - 2

4
     10% mortalidad 

2
4
 - 2

6
     0% mortalidad 

2
6
 -  2

8
     Caída seria de la producción, sin muertes.  

2
9
 -  2

11
 Sin caída en la producción, sin muertes. Convaleciente puede 

alcanzar 2
12

 

 

Lesiones histológicas 

La mayoría de las publicaciones describen los cambios histológicos subsecuentes a la infección 

con el VEN patógeno. Los cambios más importantes son: 

 

Sistema nervioso. En el sistema nervioso central (cerebelo, médula, cerebro medio, tallo cerebral y 

médula espinal) se observa encefalomietitis no supurativa con degeneración neuronal, focos de 

células de la glía e infiltración linfocitaria perivascular. 

 

Sistema vascular. Congestión, edema y hemorragias en varios órganos. Degeneración hidrópica, 

hialinización de capilares y arteriolas, trombosis hialina en vasos pequeños, hipertrofia y necrosis 

de las células endoteliales de los vasos. 

 

Sistema linfoide. Desaparición de tejido linfoide. Lesiones necróticas en el bazo, mientras que en el 

timo y el bazo se observan vacuolización focal y destrucción de linfocitos en las áreas corticales y 

en los centros germinales. En la bolsa de Fabricio se presenta degeneración marcada de los 

linfocitos de la región medular. 

 

Tracto intestinal. Hemorragia y necrosis del tejido linfoide de la mucosa. 

 

Tracto respiratorio. Pérdida de cilios del epitelio. Congestión, edema e infiltración densa de 

linfocitos y macrófagos en la mucosa del tracto respiratorio superior. Las cepas velogénicas 

viscerotrópicas Texas 219 y Florida Largo ocasionaron lesiones pulmonares, primero congestión y 

edema del parabronquio y posteriormente hemorragias y eritrofagocitosis más extensas en las 

áreas alveolares del parabronquio. También puede observarse edema, infiltración celular e 

incremento del grosor y densidad de los sacos aéreos. 

 

Sistema reproductor. Hay atresia de los folículos ováricos, con infiltración de células inflamatorias y 

la formación de agregados linfocitarios, los cuales también se observan en el oviducto (útero). 
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Otros órganos. Áreas focales pequeñas de necrosis en el hígado acompañadas de hiperplasia de 

células fagocíticas mononucleares en la infección subaguda, y a veces con hemorragias en la 

vesícula biliar y el corazón. Infiltración linfocitaria pancreática. El virus velogénico viscerotrópico 

puede ocasionar hemorragia y ulceración cutánea, acompañada de congestión y petequias en la 

cresta y barbillas, así como lesiones conjuntivales hemorrágicas. 

 

Situación de la enfermedad de Newcastle en México 

 

El primer diagnóstico en México de la EN velogénica fue realizado por Bankowski y Velázquez en 

1946, Olvera comprobó que el virus llegó al país mediante la importación de pollitos de un día 

provenientes de EUA. Ramírez Valenzuela sugirió que la epizootia de 1950-51 fue ocasionada por 

un virus llegado con aves importadas de Inglaterra. En la década de los 60 del siglo pasado se 

reconoce la presencia en México de las presentaciones Hitchner, Beaudette, Beach y Doyle de la 

EN. Matzer reportó que la epizootia de 1970 se originó de la importación de periquitos de 

Sudamérica. En el cuadro 1 se muestran las principales cepas velogénicas aisladas en México de 

1946 a 1975. Las primeras vacunas contra la enfermedad fueron usadas en 1950, se aplicaba sólo 

una dosis al día de edad de los pollos. En 1960 la vacunación típica incluía la cepa B1 ocular a los 

10 días de edad, LaSota por vía intramuscular a las 4 semanas y LaSota en el agua de bebida a 

las 6 semanas si era necesario. Debido a los brotes intensos de principios de la década de 1970’s, 

se requirió de la implementación de calendarios de vacunación más cerrados (Márquez, 1978). 

 

En las décadas de los 70 y 80 del siglo XX se reconoció que la EN es un problema endémico de 

difícil control y que se puede prevenir sóolo a través de evitar el contacto de las aves con el virus 

patógeno de campo, lo cual es posible con un programa de vacunación adecuado, como 

complemento al estricto programa de bioseguridad (Camacho et al. 2006). 

 

Campaña de erradicación 

 

 A principios de los años 90 del siglo pasado, la Secretaría de Agricultura y Recursos Hidráulicos, 

con la participación de los avicultores nacionales y la Asociación Nacional de Especialistas en 

Ciencias Avícolas, inició una campaña nacional contra la enfermedad de Newcastle velogénica, 

mediante la acreditación de médicos veterinarios zootecnistas coordinados por la Dirección 

General de Salud Animal. La campaña empezó con la certificación de parvadas de progenitoras y 

reproductoras, sumándose más adelante las de ponedoras comerciales, pollo de engorda, aves de 

combate, ornato y canoras. El 28 de febrero de 1995 se publicó la Norma Oficial Mexicana NOM-
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013-ZOO-1994, Campaña Nacional contra la Enfermedad de Newcastle, presentación velogénica 

(Rivera, 2000), la cual ha tenido avances importantes. En la figura 2 se muestra el año de 

declaración de estado libre de la EN velogénica en México, basado en los acuerdos publicados en 

el Diario Oficial de la Federación y la información de Heneidi y León (2003). 

 

En 1996 se registraron en todo el país 11 focos de EN velogénico, 6 en 1997, 30 en 1998, 20 en 

1999, 137 en 2000. Para ese año, 13 estados en el norte de la república y la península de Yucatán 

estaban declarados como libres de la enfermedad. La región Lagunera fue declarada libre de EN 

en marzo de 1996, pero a finales de marzo de 2000 se diagnosticó EN velogénico en una granja de 

pollos de engorda en esa zona. Al 30 de septiembre de ese año, se detectaron 93 granjas 

afectadas, entre pollo de engorda comercial, avicultura de traspatio, gallos de pelea y una granja 

de avestruces, en las cuales se realizó el sacrificio y disposición sanitaria de más de 13.6 millones 

de aves, el último caso clínico fue el 11 de mayo de 2000. La EN no se diagnosticó en granjas de 

progenitoras, reproductoras o de postura comercial. A mediados de enero de 2001 se detectó un 

brote en aves de crianza, la granja se puso en cuarentena de inmediato y todas las aves fueron 

sacrificadas. La cuarentena se levantó a mediados de febrero del mismo año (Heneidi, 2003). En 

total en 2001 se detectaron 20 focos de EN y 4 en 2002. En el periodo 1996-2002, la EN 

velogénica en aves de traspatio y combate representó casi el 38% de los brotes, tal porcentaje se 

interpreta artificialmente bajo, debido a los 94 focos reportados en pollo de engorda durante el 

brote del año 2000. En 2003 se reportaron 14 focos de EN, 9 en 2004, 41 en 2005, 78 en 2006, y 

14 en 2007. En el cuadro 2 se muestra la detección de focos de Newcastle velogénico en el país, 

de 1996 a noviembre de 2009 (SENASICA). 

 

El presupuesto gubernamental (ALIANZA) para la campaña contra la EN, fue de alrededor de 16, 

26, 23, 21, 25, 12, 24 y 25 millones de pesos durante los años 1996-2003, respectivamente (Figura 

3). En el cuadro 3 se muestra el presupuesto para el periodo 2004 – 2008.  

 

Causas de los brotes 

Los brotes de la EN en parvadas de aves comerciales se pueden dar en aves jóvenes por distintas 

razones (Camacho et al. 2006): 

 

1- La exposición temprana al virus, que puede estar asociada con la persistencia del virus en las 

casetas cuando la parvada previa estuvo infectada y los métodos de limpieza y desinfección no 

fueron adecuados, ya que el virus puede permanecer viable por semanas o meses en superficies 

protegidas de la luz solar. En las granjas con animales de distintas edades es difícil lavar y 

desinfectar perfectamente, lo que deja a las aves de reciente ingreso en riesgo de infectarse si es 
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que el virus patógeno circula en la granja. La alta densidad de producción avícola en una zona 

específica, que permite la cercanía entre granjas a menos de 500 m, eleva la posibilidad de difundir 

el virus a través del aire, aves, vehículos, personas, equipo y material. 

2- La inmunidad humoral que las gallinas reproductoras transfieren a la progenie proporcionan 

protección durante la primera semana de vida, pero puede ser rebasada por la exposición 

temprana, prolongada o alta al virus patógeno. 

3- Fallas en la vacunación, debidas a mala calidad de la vacuna, o más frecuentemente por manejo 

inadecuado de la misma, incluidas la selección de la cepa empleada en la vacuna y la vía de 

aplicación. Los factores inmunodepresores infecciosos y no infecciosos pueden permitir la EN 

clínica en aves que fueron vacunadas adecuadamente. 

 

La presentación de la EN en aves mayores de 4 semanas puede apreciarse de dos formas. La 

manifestación respiratoria es común en parvadas de aves bien protegidas, en la cual la mortalidad 

y presencia de signos nerviosos o digestivos es baja (1-2%), por lo que el diagnóstico puede 

dificultarse. El cuadro clásico de EN se presenta en parvadas con diferentes grados de inmunidad, 

se pueden observar signos nerviosos y digestivos, con baja en la producción de huevo y mortalidad 

superior al 5% (Camacho et al. 2006). 

 

La rápida diseminación de la ENC durante las décadas de los 60 y 70 del siglo pasado fue 

atribuida al incremento en el comercio internacional de la avicultura comercial y de psitácidos. 

Estos eventos permitieron el desarrollo de vacunas inactivadas y con virus activo para controlar la 

ENC en la avicultura. Para la mayoría de las enfermedades infecciosas la vacunación es el método 

de elección para la prevención, apoyada por buenas prácticas de manejo y medidas de 

bioseguridad, pero la vacunación no substituye al manejo efectivo. La incidencia de los brotes de la 

EN está poco relacionada con la época del año y no está relacionada con la latitud (Soto et al. 

2006). 

 

Prevención y control 

Los calendarios de vacunación empleados comúnmente en México antes y después del brote del 

año 2000 en la Comarca Lagunera se presentan en los cuadros 3 y 4 (Antillón, 2005). 

 

Las opciones de vacunas para el establecimiento de los programas de inmunización son amplias. 

En el cuadro 5 se presenta un resumen de las vacunas usadas en México para la prevención de la 

enfermedad de Newcastle. Las vacunas con virus activo deben contener por lo menos 10
7
 

DIEP50/ml o 10
5.5

 DIEP50/dosis (NOM-052-ZOO-1995). 
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Miller et al. (2007, 2009b) mostraron que vacunas elaboradas con virus homólogo al del desafío 

redujeron más la excreción oral del virus que las vacunas heterólogas, lo que sugiere que el virus 

vacunal filogenéticamente más cercano al virus potencial de desafío puede facilitar el control de la 

EN al reducir la transmisión a partir de las aves infectadas. El estudio de Lucio et al. (2007) 

coincide con esta hipótesis, ya que al vacunar aves con virus homólogo o heterólogo (LaSota) al 

del desafío, las aves mostraron protección contra la manifestación clínica y aun contra la muerte. Al 

cuarto día post-desafío no se aisló virus de hisopos traqueales en el grupo con desafío homólogo, 

mientras que en el desafío heterólogo se logró el aislamiento en el 50% de las aves desafiadas. 

Estudios sobre el virus velogénico en México 

La infección viscerotrópica (Doyle, 1927) es aguda y letal en aves de todas las edades. Ocasiona 

signos respiratorios, digestivos, nerviosos y hemorragias en todos los órganos del aparato 

digestivo, la mortalidad puede alcanzar el 100%. Las cepas Chimalhuacán, Querétaro, Torreón y 

muchas más aisladas en México ocasionan este tipo de presentación. 

 

En la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), a través de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), se ha trabajado con el VEN para la realización de 66 tesis, 61 de 

licenciatura, 4 de maestría y una de doctorado. La primera consistió en la descripción de la 

enfermedad (Olvera, 1948), 21 se han relacionado con vacunas y vacunación, 19 con la evaluación 

inmunológica y serológica, 24 con aspectos de virología y diagnóstico, y en una se evaluó el efecto 

de dos desinfectantes. En las tesis de maestría se evaluaron el efecto de un inmunomodulador, la 

patogenia de las hemorragias, la caracterización por infectividad y análisis de restricción del gen F, 

y el desafío de palomas con el VEN (2008). La tesis de doctorado estudió el efecto de la aflatoxina 

B1 sobre la respuesta inmune de pollos Leghorn contra el VEN. Muchos de estos trabajos se han 

presentado en la Convención Anual de la Asociación Nacional de Especialistas en Ciencias 

Avícolas de México, AC (ANECA). 

 

En las 34 Convenciones Anuales de la ANECA, se han presentado 72 trabajos sobre la EN en 

México. En resumen, 35 han sido sobre vacunas, 20 relacionados con inmunidad y pruebas 

serológicas, 13 cubrieron aspectos de virología, en tres se evaluó la efectividad de desinfectantes y 

en uno se describió la historia de la enfermedad en el país. 

 

Trabajos realizados durante 2000-2009. 

En 2001, Galindo et al. infectaron experimentalmente a 25 pollitos libres de patógenos específicos 

con 10
6
 DLEP50 (dosis letal en embrión de pollo al 50%) de la cepa Chimalhuacán, por instilación 

nasal. Detectaron necrosis de los islotes hematopoyéticos de la medula ósea a las 48 horas 
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postinoculación (hpi), seguida de incremento en el conteo de heterófilos y descenso en la cuenta 

de monocitos y linfocitos a las 60 hpi. Los tromboblastos mostraron basofilia, con vacuolización del 

núcleo y el citoplasma. Durante el mismo periodo, fue evidente la hinchazón y vacuolización de las 

células endoteliales de los capilares, principalmente en los pulmones. Por lo anterior, se 

consideraron la trombocitopenia y el daño endotelial como las causas principales de las 

hemorragias. En el experimento se observó importante reducción en la cuenta de trombocitos a las 

72 hpi y necrosis multifocal en la médula ósea, lo que sugiere que la trombocitopenia fue el 

resultado del daño directo ocasionado por el virus a las células precursoras en la médula ósea. 

 

Algunas de las cepas mexicanas del virus de la enfermedad de Newcastle velogénica 

viscerotrópica estudiadas hasta la fecha han mostrado algunas diferencias en su índice de neuro-

patogenicidad en pollitos de 1 día de edad, tiempo medio de mortalidad y su comportamiento frente 

a glóbulos rojos de diferentes especies animales. Un estudio sobre la caracterización biológica de 

4 cepas velogénicas, mostró que el tiempo medio de elusión de las cepas Chimalhuacán, 

Querétaro, Tlalpan y Torreón fue en promedio de 14 minutos. La dosis letal 50% en embrión de 

pollo fue 10
6.7

 para la cepa Chimalhuacán, 10
6.3

 para Querétaro, 10
9.07

 para Tlalpan y 10
8.3

 para 

Torreón. El rango de mortalidad del embrión de pollo fue de 36 a 48 horas (Juárez et al. 2002).  

 

El trabajo de Ortiz et al. (2002) con las enzimas de restricción BstO I, Hinf I y Rsa I para la 

caracterización de 19 aislamientos del virus de Newcastle demostró que 6 estaban relacionados 

con el virus aislado en Torreón durante el brote del año 2000, 1 con la cepa Chimalhuacán y 4 con 

LaSota, los 8 restantes tuvieron patrones electroforéticos diferentes al de las cepas de referencia, 

pero no se continuaron trabajos de secuenciación para identificar plenamente a esos aislamientos. 

 

En el estudio de Calderón et al. (2005), la cepa Chimalhuacán fue caracterizada por el análisis con 

enzimas de restricción del gen F, y se encontró que pertenece al genotipo II de los virus 

velogénicos. La infección experimental con esta cepa Chimalhuacán en pollos libres de patógenos 

específicos (SPF) de 6 semanas de edad, produjo signos clínicos a las 24 hpi y a las 48 horas se 

logró aislar el virus de la médula ósea. Histológicamente, a partir de las 36 horas se detectó 

degeneración y necrosis progresiva de los islotes hematopoyéticos de la médula ósea, coincidente 

con trombocitopenia severa. A las 72 hpi se observó 50% de descenso en la cuenta de trombocitos 

y moncitos, así como depleción celular completa en los islotes de la médula ósea. Los trombocitos 

son elementos indispensables para la hemostasis primaria, por lo que la trombocitopenia, aunada 

al daño endotelial severo, explican el carácter significativamente hemorrágico y agudo de las 

infección velogénica con la cepa Chimalhuacán del VEN. En las evaluaciones anatomopatológicas 

realizadas en este trabajo y el de Galindo et al. (2001) no se observaron las hemorragias severas 
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en serosas intestinales, mucosa de la unión proventriculo - molleja, tonsilas cecales, hígado, ni en 

otros órganos viscerales, que se han descrito comúnmente en la literatura. Por lo anterior, resulta 

de gran importancia realizar la evaluación patogénica de las cepas velogénicas mexicanas (como 

Chimalhuacán, Querétaro y Torreón), así como su comparación con otros aislamientos mexicanos 

ya que estas cepas podrían representar una variante velogénica – endoteliotrópica - mielotrópica 

del VEN que no ha sido reportada o suficientemente caracterizada en la literatura especializada.  

En 2006, Guerrero y colaboradores expresaron ADNc (1850 pb) de la proteína de fusión del VEN 

en maíz transgénico y realizaron estudios inmunológicos en pollos SPF de 45 días de edad, los 

cuales recibieron el maíz transgénico por vía oral y posteriormente fueron desafiados por vía 

intranasal con la cepa Chimalhuacán. Se detectaron anticuerpos contra el VEN por prueba ELISA, 

a partir de los 15 días postinmunización (dpi) y alcanzaron el máximo a los 45 dpi. Todas las aves 

inmunizadas sobrevivieron al desafío. 

 

Estudios moleculares y análisis filogenéticos 

Las cepas identificadas como 37821-550-1/96 y 37821-550-2/96 resultaron estar relacionadas con 

virus aislado de loro en 1996 en EUA (Seal et al. 1998, Locke et al. 2000), las cepas Largo/71 de 

EUA y 44813/00 y 44814/00 de Honduras (Seal et al. 2002), las cepas 44815/00 de Honduras y 

chicken/US(CA)/211472/02 que fue aislada durante el brote del suroeste de los EU en 2002 (Seal, 

2004). Pedersen et al. (2004), determinaron la relación filogenética de aislamientos del VEN de los 

brotes de 2002-2003 en California y otras cepas contemporáneas, que incluyeron los virus de 

México 5166/98, 6244/98, 3242/99, 4100/99, 6246/99, 1/00, 2/00, 290/00, 3310/00 y 3313/00 las 

cuales están en el mismo grupo genético que los virus aislados en el sur de los EUA en 2002 y 

2003. Miller et al. (2007) reportaron que la cepa Mexico/1996 pertenece al genotipo V y está 

fuertemente relacionada con la cepa CA/212676/2002, aislada en 2002-2003 en California, EUA. 

 

Miller et al. (2006) y Lucio y colaboradores (2007, 2008) reportaron aislamientos velogénicos 

pertenecientes al genotipo 3c de la clasificación de Aldous et al. (2003), el cual corresponde al 

genotipo V en la clasificación de Czeglédi et al. (2006). Al comparar la homología entre cepas 

velogénicas de campo y cepa LaSota, obtuvieron 86.1%, 86.5%, 85.0%, y 86.5% para 

Chimalhuacán, P2005, A2006 y B2006, respectivamente. La comparación de la cepa P2005 con 

las otras dio porcentajes de homología de 86.1%, 93.7%, 93.8% y 95.6% para LaSota, 

Chimalhuacán, A2006 y B2006, respectivamente. 

 

En el cuadro 7 se muestran los aislamientos mexicanos del virus de la EN que han sido incluidos 

en análisis filogenéticos de diferentes genes del virus. 
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El análisis filogenético de la proteína F de cepas de Paramixovirus tipo 1 de paloma (Ujvári et al. 

2003), demostró que la cepa mexicana 220/1998, pertenece al genotipo VI, sublinaje VIb/1, 

originario de Norteamérica, y está relacionada filogenéticamente con cepas aisladas en los EUA y 

Canadá.  
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JUSTIFICACIÓN 

Las cepas velogénicas viscerotrópicas mexicanas del virus de la enfermedad de Newcastle 

estudiadas hasta la fecha han mostrado algunas diferencias en su índice de neuro-patogenicidad 

en pollitos de 1 día de edad, tiempo medio de mortalidad y su comportamiento frente a glóbulos 

rojos de diferentes especies animales. Además, la caracterización previa de la cepa Chimalhuacán, 

resultó compatible con el genotipo II, el cual circuló en México antes de la década de los 70 del 

siglo pasado. La inoculación experimental de pollos SPF con esta cepa produjo signos clínicos a 

las 24 horas post infección y a las 48 horas se aisló el virus de la médula ósea; histológicamente, 

se detectó degeneración y necrosis progresiva de los islotes hematopoyéticos de la médula ósea a 

partir de las 36 horas, coincidente con trombocitopenia severa detectada en los análisis 

hematológicos del mismo estudio. Esta trombocitopenia, aunada al daño endotelial severo, 

explican las hemorragias de las infecciones velogénicas. Sin embargo, no se han llevado a cabo 

estudios con otras cepas, de alta virulencia, que permitan identificar el o los grupos genéticos o la 

relación filogenética que tienen los VEN que circulan en las parvadas comerciales de aves en 

México. 

 

Lo anterior destaca la importancia de realizar una evaluación molecular y patogénica de las cepas 

velogénicas mexicanas (como Chimalhuacán, Querétaro y Torreón) y compararlas con otros 

aislamientos mexicanos, ya que muy probablemente estas cepas representen una variante 

velogénica – endoteliotrópica - mielotrópica del VEN que no ha sido suficientemente caracterizada 

en la literatura especializada.  

 

HIPÓTESIS 

- Las cepas velogénicas mexicanas del virus de la enfermedad de Newcastle tienen características 

moleculares y de tropismo por el tejido endotelial, mieloide y linfoide de las aves infectadas, 

diferente a los descritos en la literatura especializada para las cepas velogénicas viscerotrópicas 

clásicas. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

- Evaluar las características moleculares y biológicas, con énfasis en el tropismo endotelial, 

mieloide y linfoide, de aislamientos mexicanos del virus de la enfermedad de Newcastle mediante 

estudios de biología molecular, infección experimental, virología e histopatología. 

 

Objetivos particulares: 

- Identificar la virulencia de aislamientos mexicanos del VEN mediante la prueba de tiempo 

medio de mortalidad embrionaria e índice de patogenicidad intracerebral 

- Establecer la relación filogenética de los aislamientos mexicanos del VEN mediante el 

análisis de la secuencia de aminoácidos del gen de la proteína de fusión. 

- Evaluar el tropismo endotelial, mieloide y linfoide en pollos de engorda de 5 semanas de 

edad, mediante histopatología y virología, de las cepas velogénicas identificadas por las 

pruebas de virulencia y moleculares. 

 

METAS 

 

- Establecer la relación filogenética de los VEN aislados en México y compararla con los reportes 

de estudios similares realizados en Norteamérica. Con la caracterización biológica y molecular se 

obtiene información genética que confirma la identidad del virus, con lo que la avicultura se 

beneficiará por el conocimiento de la epizootiología, al identificar el origen de virus que causan 

enfermedad, sus reservorios, y disponer de mejores métodos para identificarlos rápidamente.  

 

- Identificar cepas del VEN velogénicas – endotelio, mielo y linfotrópicas, lo cual reviste importancia 

significativa para el diseño de las estrategias de prevención, control y eventual erradicación de la 

enfermedad de Newcastle en México. La caracterización de estos virus, así como los estudios de 

patogenicidad para identificar la virulencia y los tejidos blanco servirán para reconocer la diversidad 

y el riesgo para la avicultura. 

 

- Actualizar la literatura especializada en cuanto a la clasificación de variantes patogénicas de las 
cepas del VEN, mediante la inclusión del tipo velogénico – endotelio, mielo y linfotrópico. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Cepas virales 

Se utilizaron 25 aislamientos del VEN, la mayoría de ellos conservados en ultra congelación desde 

el año 1997 en el cepario del Departamento de Producción Animal: Aves (DPAA), de la FMVZ-

UNAM. Dos de estos aislamientos virales se obtuvieron en el año 2006. La información de cada 

cepa viral se muestra en el cuadro 9. 

 

Para reactivar las cepas virales ultra congeladas, se emplearon 110 embriones de pollo 

comerciales. Se inocularon 5 embriones para cada cepa, por vía cavidad alantoidea, para 

posteriormente confirmar la viabilidad del virus con las pruebas de hemaglutinación e inhibición de 

la hemaglutinación con el uso de un suero policlonal, de acuerdo con la metodología descrita en la 

literatura especializada (Alexander, 1998). Las muestras positivas al VEN se mantuvieron 

congeladas a -85° C hasta su uso en las pruebas posteriores.  

 

En total, se emplearon 625 embriones de pollo comercial de entre 9 y 11 días de incubación para 

calcular la dosis letal 50% del líquido alantoideo positivo al VEN de cada cepa. Se realizaron 

diluciones décuples (10
-1

 a 10
-10

) de cada muestra en solución amortiguada de fosfatos (PBS) 

estéril, después se inocularon 5 embriones por cada dilución (10
-6

 a 10
-10

) por la ruta de la cavidad 

alantoidea, 0.2 ml / embrión. Los embriones inoculados se mantuvieron en incubación a 37º C por 

7 días. La viabilidad de los embriones se determinó por ovoscopía en intervalos de 24 horas hasta 

el final de la incubación; posteriormente se realizó la prueba de hemaglutinación con glóbulos rojos 

de pollos al 2% para establecer la presencia de partículas hemaglutinantes en el líquido alantoideo 

de todos los embriones, los muertos durante la incubación y los sobrevivientes. La identificación 

del agente hemaglutinante como VEN se hizo mediante la prueba de inhibición de la 

hemaglutinación con el uso de un suero policlonal hiper-inmune anti-VEN, en algunos embriones 

de cada cepa elegidos aleatoriamente. El punto final 50% de la dosis letal en embrión de pollo de 

cada cepa se calculó de acuerdo con el procedimiento descrito por Reed & Muench (1938). 

 

 Determinación de la virulencia de los aislamientos virales 

 

   Tiempo medio de mortalidad embrionaria (TMME). Una vez reactivadas la cepas, se utilizó el 

líquido alantoideo embrionario que contenía VEN activo para clasificar al virus como lentogénico, 

mesogénico o velogénico, de acuerdo con los lineamientos establecidos en la NOM-013-ZOO-

1994. 
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Después de calcular la dosis letal 50%, las cepas virales fueron estandarizadas a una 

concentración viral de 100 dosis letales en embrión de pollo al 50% (10
2
 DLEP50) en 0.2 ml de 

inóculo, para proceder a la determinación del Tiempo Medio de Mortalidad Embrionaria (TMME). 

Cada cepa viral fue inoculada en 10 embriones comerciales de pollo de entre 9 y 11 días de 

incubación por la vía de la cavidad alantoidea y se mantuvieron en incubación a 37º C. Después de 

las primeras 24 horas de incubación, se realizó la ovoscopía de los embriones en intervalos de 2 a 

4 horas. 

 

El TMME se calculó con la fórmula: 

 

TME= (NEX) (X) + (NEY) (Y) + Etc. 

NEM 

 

En donde: 

TME= Tiempo de mortalidad embrionaria. 

NEX= Número de embriones muertos a la hora X 

X= Hora X 

NEY= Número de embriones muertos a la hora Y 

Y= Hora Y 

ETC= Se aplica el mismo procedimiento para todos las diluciones restantes. 

NEM= Número total de embriones muertos. 

 

TIEMPO DE MORTALIDAD  CLASIFICACIÓN DE LA CEPA  

Menos de 60 horas     Velogénico 

De 60 a 90 horas     Mesogénico 

Más de 90 horas     Lentogénico 

 

Análisis estadístico: El TMME de las cepas de VEN se analizó estadísticamente por comparación 

de medias (α= 0.05). 

 

   Índice de Patogenicidad Intracerebral (IPIC). Se empleó la metodología descrita por la OIE 

(2008) con una modificación: Se utilizaron 10 pollitos libres de patógenos específicos de menos de 

40 horas de nacidos, inyectados por vía intracerebral con 0.05 ml del fluido alantoideo de cada 

cepa de virus, en concentración de 32 unidades hemaglutinantes. Los pollitos fueron observados 

en intervalos de 12 horas (a diferencia de las 24 horas indicadas por la OIE, 2008) durante ocho 

días. En cada observación los pollitos fueron calificados como 0 si permanecieron sanos, 1 si 
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enfermaron y 2 si el pollo murió. Los animales agonizantes o incapaces de comer y beber fueron 

sacrificados por dislocación de las vértebras cervicales y calificados como 2 en la observación 

siguiente. Los pollitos muertos se registraron como 2 en cada día posterior a la muerte. El IPIC 

correspondió al valor medio por ave por observación en el periodo de 8 días. 

 

Pruebas de Biología Molecular 

 Muestras de líquido alantoideo positivo al VEN se inactivaron en tarjetas FTA
®
 (Cat., WB120306, 

Whatman Inc, NJ 07932, USA) para transportar el ácido nucleico al Poultry Disease Research 

Center, University of Georgia (Athens, GA, USA). La transportación de las tarjetas se hizo posterior 

a la notificación a la Dirección General de Sanidad Animal de la SAGARPA y al Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA). 

 

Extracción del ARN a partir de las muestras en las tarjetas FTA
®
  

El ácido nucleico de la muestra se resuspendió en FTA Purification Reagent (Cat., WB120204 

Whatman Inc, NJ 07932, USA). Para extraer el ARN, se utilizó el High Pure RNA Tissue Kit (Cat. 

12033674001, Roche Diagnostics Corporation, IN 46205, USA) de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. El ARN extraído se conservó a -80º C hasta su análisis posterior. 

 

RT-PCR 

Se realizó la amplificación del gen que codifica para la proteína F del virus de la EN, con el 

SuperScript™ One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Cat. 11922-042, 

Invitrogen Corporation, CA 92008, USA).  Se amplificó un fragmento de 374 pb de la secuencia del 

gen F que rodea a aquella que codifica el sitio de ruptura de la proteína F, la cual se usa 

comúnmente para análisis filogenéticos, también se amplificaron dos regiones adicionales para 

extender la comparación con otros VEN disponibles en el GenBank. Las regiones amplificadas 

fueron: una porción de 374 pb del gene F (posiciones 4554 a 4971); la región completa que 

codifica para la proteína F (posiciones 4544 a 6205); y una región de 642 pb que corresponde a las 

posiciones genómicas 4352 a 4995 y que abarca parte del gen que codifica para la proteína M y 

del gen de la proteína F del gen completo de la cepa vacunal LaSota. Los iniciadores (Operon 

Biotechnologies, Inc., AL 35805, USA) para la amplificación y secuenciación de las regiones 

descritas fueron 4306F-GACCGCTGACCACGAGGTTA, 5005R-AGTCGGAGGATGTTGGCAGC, 

4319F-GAGGTTACCTCYACYAAGCTRGAGA; 5106R-TCATTAACAAAYTGCTGCATCTTCCCWA-

C, 4957F-GCAGCTCTGATACAAGCCAACC; 5856 (Anhinga) R-AGCCTCAGGGTTATTCCGTCTA-

GGG, 4961F-GCTCTGATACARGCMAAMCAAA, 5772R-TGCGATATGATWCCCGGRG, y 5429F-

AAYAATATGCGYGCCACCTACYTRG. Las posiciones señaladas fueron las del genoma completo 
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de la cepa LaSota (número de acceso del GenBank AF077761), excepto donde se indica la cepa 

Anhinga. 

 

En cada caso, la mezcla maestra estuvo compuesta por: 

Reactivo       Volumen 

dNTPs 0.4 mM, MgSO4 2.4 mM, 2x    25 µl 

H2O DEPC       15 µl 

Enzima SuperScript™      1 µl 

Iniciador Positivo      1 µl 

Iniciador Negativo      1 µl 

Muestra       5 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condiciones para RT-PCR 

 

 

 

Se preparó gel de agarosa TAE 1% (Tris, ácido acético glacial, EDTA y agarosa 1%) para separar, 

por duplicado, los productos de la amplificación por cargas eléctricas. Las muestras (50 µl) se 

mezclaron con 5 µl de tinción de carga que contenía bromuro de etidio 5 µg / ml, se incluyó un 

control de peso molecular (100 bp Ladder, Invitrogen Corporation, CA 92008, USA, Cat. 10488-

058). La electroforesis se corrió a 150 v durante 25 minutos. 

 

El gel se reveló en un transiluminador de luz ultravioleta para buscar la banda correspondiente al 

producto de amplificación de PCR.  

 

Secuencia de nucleótidos y análisis filogenético 

Se realizó en el Southeast Poultry Research Laboratory, United States Department of Agriculture, 

Athens, GA, USA. 
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Después del RT-PCR, se obtuvo el ADNc a partir del gel de electroforesis, con el uso del 

QuickClean DNA Gel Extraction Kit (Gen Script Corporation, NJ 08854, USA, Cat., L00199), 

posteriormente se llevó a cabo la secuenciación de las dobles cadenas de 17 cepas del VEN con 

dideoxinucleótidos fluorescentes en un secuenciador automático (ABI 3700 automated sequencer; 

Applied Biosystems Inc., Foster City, CA). La edición y análisis de la secuencia de nucleótidos se 

completó con el programa de computación para analizar las secuencias LaserGene (LaserGene, 

version 5.07; DNAStar, Inc., Madison, WI) y completar el estudio filogenético (Kim et al. 2007).  

 

Las secuencias de algunos de los virus de este estudio fueron reportadas al GenBank
®
 (National 

Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, 8600 Rockville Pike, 

Bethesda, MD 20894). Para la construcción del árbol filogenético se usaron las secuencias de 

varios virus cuyas secuencias están disponibles en el GenBank
®
, el número de acceso de esos 

virus, así como las especies aviares y países en donde fueron aislados están disponibles en 

Perozo et al. 2008.   

 

Evaluación de la patogenicidad: tropismo endotelial, mieloide y linfoide de las cepas 

velogénicas 

 

Obtención del inóculo viral: 

Las cepas virales velogénicas relacionadas con las cepas Chimalhuacán y Torreón, además de las 

cepas Querétaro, y DPAa, pertenecientes a diferentes genotipos y linajes, y la cepa LaSota como 

control de virus lentogénico, fueron reactivadas por inoculación intranasal (0.05 ml en cada fosa 

nasal) en 12 pollitos SPF de 10 días de edad (1er pase). La dosis de inoculación y la mortalidad 

que se presentó en las aves se muestra en el cuadro 9. La mayoría de aves murió entre las 72 y 84 

horas post inoculación. 

 

Después de retirar los cadáveres de la unidad de aislamiento, se introdujeron 2 aves SPF de 14 

días de edad para ser expuestas al virus que las aves previamente inoculadas excretaron a través 

de las heces y las secreciones respiratorias, con el fin de dar un segundo pase a cada virus.  

 

Se obtuvieron muestras de pulmón, tráquea y bazo de las aves muertas por la exposición al virus 

(segundo pase), y se preparó una suspensión al 20% en PBS estéril que fue centrifugada a 3000 

rpm durante 10 minutos y posteriormente filtrada a través de membrana de 0.22 µm. Se obtuvo el 

título de dosis letales en embrión de pollo (DLEP) del inoculo obtenido. A partir de la suspensión se 

realizó la dilución apropiada para inocular 10
6
 DLEP50/0.2 ml en las aves experimentales. 
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Animales de experimentación y alojamiento 

Se utilizaron 24 pollos de engorda de 5 semanas de edad, de ambos sexos, para el estudio de las 

cepas virales. Se constató la ausencia de anticuerpos séricos contra la enfermedad de Newcastle 

mediante la prueba de inhibición de la hemoaglutinación. Las aves infectadas y testigos se alojaron 

en diferentes unidades de aislamiento, del DPAA de la FMVZ de la UNAM, las cuales cuentan con 

medidas de bioseguridad que evitan la entrada o salida de agentes infecciosos. Se les proporcionó 

alimento comercial y agua a libre acceso. 

 

Diseño experimental: 

Para cada cepa velogénica, y la cepa LaSota como cepa lentogénica testigo, las aves se dividieron 

en 7 grupos de 3 animales que fueron inoculados por vía intranasal con 0.2 ml del inóculo y 3 aves 

constituyeron el grupo testigo y fueron inoculadas con 0.2 ml de solución salina fisiológica. Las 

aves se evaluaron en busca de los signos clínicos.  

 

Estudio Histológico 

Los grupos de aves infectadas se sacrificaron a las 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas post 

inoculación (hpi), por dislocación de vértebras cervicales, seguida de desangrado durante 30-45 

segundos, ocasionado por el corte de la vena yugular y la arteria carótida. Se tomaron muestras 

para estudio histológico, ultra-estructural y virológico. Las aves testigo se sacrificaron a las 96 hpi y 

se les realizó el mismo procedimiento que a las aves infectadas. Se realizó la necropsia de los 

animales sacrificados y se evaluaron las lesiones macroscópicas, asimismo se tomaron muestras 

de médula ósea de la porción proximal del fémur, de timos, de la bolsa de Fabricio, de tonsilas 

cecales, de la glándula de Harder y del bazo. Los órganos se fijaron en formol al 10% amortiguado 

a pH 7.4, se sometieron al proceso convencional para la tinción de hematoxilina y eosina. Las 

lesiones fueron evaluadas con un microscopio óptico. Se usaron las escalas de lesiones descritas 

por Henry et al. (1980), Hamid et al. (1991) y Aung et al. (2008), para la evaluación de las lesiones 

del timo y la bolsa de Fabricio; bazo y tonsila cecal; y glándula de Harder, respectivamente:  

 

Timo. 0= Normal, 1= Corteza con pocos espacios vacíos, 2= Mayor número de espacios en la 

corteza, infiltración de heterófilos, 3= Corteza con numerosos agregados redondos de detritus 

celulares con núcleos picnóticos, decremento marcado de la corteza, 4= Atrofia severa de la 

corteza tímica. 

 

Bolsa de Fabricio. Grado 0= normal, 1= folículos aislados con necrosis leve, 2= depleción linfoide 

moderada y generalizada o folículos aislados con depleción linfoide severa, 3= depleción linfoide 
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severa en más del 50% de los folículos, 4= folículos con escasos linfocitos y con quistes, aumento 

del tejido conectivo, epitelio engrosado y con pliegues, 5= pérdida total de la estructura folicular y 

marcada fibroplasia. 

 

Bazo. 0= Normal, 1= hipertrofia - hiperplasia leve en elipsoides, 1-2 folículos linfoides proliferativos, 

2= degeneración focal leve y varios folículos linfoides activos, 3= necrosis focal diseminada y 

folículos linfoides moderadamente activos, 4= necrosis difusa y diseminada, folículos linfoides muy 

activos. 

 

Tonsila cecal. 0= Normal, 1= 1-2 folículos linfoides proliferativos por sección, 2= varios folículos 

linfoides activos, 3= amplia diseminación de folículos linfoides activos o necrosis focal. 

 

Glándula de Harder: 0= Normal, 1= infiltración de linfocitos, 2= desarrollo de folículos linfoides. 

 

En la búsqueda bibliográfica realizada para el desarrollo de este trabajo, no se encontraron 

referencias sobre la escala de lesiones aplicable a la médula ósea, por lo que se estableció la 

siguiente: 

 

Médula ósea: 0= Normal, 1= Degeneración de células endoteliales, 2= Degeneración y necrosis 

moderada de células linfoides y granulocíticas, depleción linfoide y hemorragia, 3= Degeneración y 

necrosis severa de células linfoides y granulocíticas. 

 

Análisis estadístico. El grado de lesión de los órganos afectados (médula ósea, timos, bolsa de 

Fabricio, tonsilas cecales, glándula de Harder y bazo) se comparó mediante las prueba estadísticas 

no paramétricas de Kruskal-Wallis y la comparación múltiple por pares de Dunn (alfa= 0.05). 

 

Evaluación de cortes semi-finos y ultraestructurales 

Se tomaron muestras de los mismos órganos que para el estudio histológico y se fijaron por 1.5 

horas en glutaraldehído al 2.5%, amortiguado con solución de Sorensen, pH 7.4, las muestras 

fueron cortadas en secciones de 3 a 5 mm. Después de la fijación, se lavaron con solución 

amortiguadora de Sorensen y se mantuvieron en refrigeración. Posteriormente se procedió a post-

fijarlas con tetraóxido de osmio al 1% durante 2 horas, fueron deshidratadas en series de alcoholes 

a concentraciones crecientes y posteriormente incluidas en resina epóxica (Epon 812). Se 

realizaron cortes semi-finos de 200 nm aproximadamente y fueron teñidos con azul de tolouidina y 

se evaluaron en el microscopio óptico. Los cortes finos de 60 nm fueron contrastados con acetato 
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de uranilo y citrato de plomo de Reynold’s para ser observados y fotografiados en un microscopio 

electrónico de transmisión Zeiss EM 109. 

 

Estudio Virológico 

Para confirmar la presencia del VEN en los diferentes tejidos, se realizó el aislamiento en embrión 

de pollo de 9 días de edad, a partir de los mismos órganos que se usaron para el estudio 

histológico. Los embriones inoculados se mantuvieron en incubación a 37º C por 7 días. La 

viabilidad de los embriones se determinó por ovoscopía en intervalos de tiempo de 24 horas hasta 

el final de la incubación; posteriormente se realizó la prueba de hemaglutinación con glóbulos rojos 

de pollos al 2% para establecer la presencia de partículas hemaglutinantes en el líquido alantoideo 

de todos los embriones, los muertos durante la incubación y los sobrevivientes al séptimo día. La 

identificación del agente hemaglutinante como VEN se hizo con la prueba de inhibición de la 

hemaglutinación con el uso de un suero policlonal hiper-inmune anti-VEN (Diagnósticos Clínicos 

Veterinarios, S.A. de C.V., México, DF), en algunos embriones inoculados de cada cepa y cada 

órgano, elegidos aleatoriamente. 
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RESULTADOS 

La información de los aislamientos, así como la dosis letal 50% para el embrión de pollo, TMME, 

IPIC, resultado de RT-PCR, secuencia del sitio de activación de la proteína F, y cepa de referencia 

del GenBank, de las cepas evaluadas se muestran en el cuadro 8. 

 

Tiempo medio de mortalidad embrionaria (TMME) 

De las 25 cepas evaluadas, 18 se clasificaron como velogénicas, 3 mesogénicas y 4 lentogénicas. 

Se encontró diferencia estadística (P<0.05) en el TMME dentro de las cepas velogénicas. Entre las 

cepas mesogénicas, las cepas B y G tuvieron TMME menor al de la cepa A (P<0.01). No se 

encontró diferencia estadística en el TMME de las cepas lentogénicas (P>0.05). 

 

El TMME de la cepa Chimalhuacán fue de 39.7 horas; sólo una cepa, aislada originalmente en el 

año 2005, tuvo TMME semejante al de esta cepa (37.4 horas). Doce cepas tuvieron TMME entre 

41.7 y 48.8 horas, entre ellas la cepa Querétaro (TMME = 43.2 horas) que también es empleada 

para las prueba de potencia de las vacunas contra la enfermedad de Newcastle. Cuatro cepas 

ocasionaron la muerte del embrión entre las 50.3 y 59.7 horas. De estas últimas, la cepa Torreón 

presentó TMME en el límite para ser considerada velogénica (59.7 horas).  

 

Índice de Patogenicidad Intracerebral (IPIC) 

El IPIC de varias cepas seleccionadas con base en la historia clínica de las aves de las cuales se 

aisló originalmente, se muestra en el cuadro 8. El IPIC varió de 1.59 (cepa G), a 1.94 (cepa O) en 

las cepas velogénicas.  

 

RT-PCR 

Todas las muestras fueron positivas por RT-PCR (cuadro 8). En la figura 4 se observa la banda del 

producto de amplificación del segmento de 374 pb de 6 de los virus analizados en este estudio. 

También se muestra el resultado del control positivo, control negativo, y el control de peso 

molecular. 

  

Secuenciación del gen F 

Los resultados de la secuencia de aminoácidos en las posiciones 112 a 117 del producto de 

amplificación del PCR de la proteína F de los aislamientos del virus de la enfermedad de Newcastle 

se muestran en el cuadro 8. La secuencia de aminoácidos en el sitio de activación de la proteína F 

muestra aminoácidos básicos correspondientes con cepas virulentas (RRQKRF) en las muestras 

velogénicas evaluadas. Todos los virus pertenecen a la clase II, y comprenden los genotipos II y V.  
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Para comparar a los virus de este estudio con las secuencias de otros VEN virulentos disponibles 

en el GenBank (la lista completa de los virus usados para la comparación, está en el artículo 

publicado como resultado de este trabajo, Perozo et al., 2008). Se realizó el análisis por separado 

de los 3 segmentos del genoma señalados anteriormente. La comparación filogenética de la región 

completa que codifica para el gen de F, a partir de 7 de los virus de este estudio, con VEN 

publicados previamente de los genotipos I al VII, se muestra en la figura 5a. El análisis de la región 

de 374 pb del gen F usada previamente para estudios filogenéticos del VEN se muestra en la 

figura 5b; se observan dos grupos bien definidos dentro de los aislamientos de este estudio. Los 

virus aislados entre los años 1998 y 2001 se agrupan con los virus de aves de combate aislados en 

California, EUA, y con un virus aislado en México en 1996. Los virus aislados entre los años 2004 y 

2006 están fuertemente relacionados entre ellos.  

 

El análisis de la secuencia de la región de 642 pb que corresponde a las posiciones 4384-4999 del 

genoma del VEN, con cobertura parcial de los genes de las proteínas M y F permitió la 

comparación de algunos de los virus de este estudio (representativos de los dos grupos 

circulantes) con varias secuencias de aislamientos de los EUA y México disponibles en el GenBank 

(Figura 5c). Los virus aislados entre 1998 y 2001estuvieron fuertemente relacionados con varios 

VEN virulentos aislados en México durante el mismo periodo de tiempo, así como con los virus 

aislados de los brotes de California, EUA, entre los años 2002 y 2003. Por otro lado, los virus 

aislados entre los años 2004 y 2006 estuvieron relacionados más fuertemente con el virus 

71USMXD, aislado de aves exóticas en Florida, EUA, en el año 1971.  

 

La cepa Querétaro es un virus ancestral aislado a principio de la década de los años 50 del siglo 

XX, y está agrupado en el genotipo II, el cual tiene como referencia a la cepa lentogénica vacunal 

LaSota, no se encontró ninguna cepa de campo reciente que esté relacionada con la cepa 

Querétaro. El genotipo V se ha identificado en Centro y Sudamérica desde la década de los 70 del 

siglo pasado. El análisis filogenético de la secuencia de aminoácidos muestra que los virus 

velogénicos de la enfermedad de Newcastle circulantes en México de 1998 a 2006 pertenecen a 

dos linajes del genotipo V, uno que persiste desde los años 70 del siglo XX y otro de mediados de 

la década pasada.  

 

Caracterización biológica 

 

En el cuadro 10 se muestran los principales signos clínicos observados a las 96 hpi en las aves 

inoculadas experimentalmente con el segundo pase de diferentes cepas virulentas del virus de la 

enfermedad de Newcastle que fueron reactivadas en pollitos SPF o la cepa vacunal LaSota. 
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Lesiones microscópicas 

El cuadro 11 muestra los resultados de la evaluación del grado de lesiones encontradas en el timo 

de aves inoculadas por vía intranasal con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de cada cepa de virus de la 

enfermedad de Newcastle. El mayor grado de lesión a las 36 hpi fue causado por la cepa 

Chimalhuacán, a las 60 hpi por Chimalhuacán y DPAa, a las 72 hpi por Chimalhuacán, Torreón y 

DPAa, a las 84 hpi por Torreón y DPAa y a las 96 hpi por Chimalhuacán y Torreón (Figura 6). 

 

En el cuadro 12 se presentan los resultados de la evaluación del grado de lesiones encontradas en 

el bazo de aves inoculadas por vía intranasal con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de cada cepa de virus de la 

enfermedad de Newcastle. El mayor grado de lesión a las 24, 36 y 48 hpi fue causado por la cepa 

DPAa, a las 60 y 72 hpi Torreón, a las 84 hpi por Torreón, seguida por Chimalhuacán, y a las 96 

hpi por Chimalhuacán y DPAa (Figura 7). 

 

Los resultados de la evaluación del grado de lesiones encontradas en la bolsa de Fabricio de aves 

inoculadas por vía intranasal con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de cada cepa de virus de la enfermedad de 

Newcastle se muestran en el cuadro 13. A partir de las 84 hpi se encontró diferencia estadística en 

el grado de lesiones ocasionadas por DPAa, y a las 96 hpi por Chimalhuacán y Torreón, seguidas 

por DPAa (Figura 8). 

 

Las lesiones encontradas en la tonsila cecal de aves inoculadas por vía intranasal con 10
6
 

DLEP50/0.2 ml de cada cepa de virus de la enfermedad de Newcastle se presentan en el cuadro 

14, el mayor grado de lesión fue causado por Chimalhuacán, Torreón y DPAa a las 96 hpi (Figura 

9).  

 

La escala de lesiones ocasionadas a la glándula de Harder varió de 1.0 a 1.7 en las muestras 

tomadas desde las 24 hpi y hasta las 96 hpi. No se encontró diferencia estadística significativa 

(P>0.05) en el grado de lesiones provocado por cualquiera de las cepas inoculadas, cuadro 15, 

figura 10. 

 

En la médula ósea, el mayor grado de lesiones (P<0.05) lo ocasionó la cepa Torreón a las 48 hpi, 

mientras que a las 84 hpi fue causado por las cepas Torreón y Querétaro, y a las 96 hpi por las 

cepas Chimalhuacán y DPAa (cuadro 16, figura 11). 
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Cortes semi-finos  

 

Desde las 36 hpi se observaron lesiones más severas en el timo de los pollos inoculados con la 

cepa Chimalhuacán; a partir de las 60 hpi, las cepas Chimalhuacán, Torreón y DPAa ocasionaron 

lesiones similares, entre ellas necrosis difusa en la médula del timo, también se observaron vasos 

sanguíneos cuyas células endoteliales presentaron degeneración y vacuolas (Figura 12). En la 

bolsa de Fabricio se observaron con lesiones entre el grado 3 y 4 a las 84 hpi, y las cepas 

Chimalhuacán y Torreón ocasionaron lesiones de grado 5, atrofia severa, en los folículos linfoides 

(Figura 13). En el bazo, la cepa DPA causó lesiones de grado 3 desde las 24 hpi, y alcanzó el 

grado 4 a las 96 hpi, junto con las cepa Chimalhuacán, se observó necrosis diseminada en la pulpa 

blanca y alrededor de las arteriolas, en las células endoteliales de éstas últimas, también se 

observó degeneración y vacuolización del citoplasma, así como hemorragias (Figura 14). 

 

En la médula ósea, a partir de las 24 hpi se observó disminución de la línea celular granulocítica; 

en los pollos inoculados con las cepas, Querétaro y Torreón; además, esta línea presentó 

degeneración y se apreció detritus celular. Unas células granulocíticas presentaron proyecciones 

de la membrana celular y algunas células endoteliales mostraron el núcleo hinchado. A las 36 hpi 

los detritus celulares fueron más abundantes, también se observó vacuolización del citoplasma, 

tanto de las células granulocíticas como de las células endoteliales, ocasionados por las cepas 

Chimalhuacán, Querétaro y Torreón (Figura 15a). Las alteraciones de las células granulocíticas 

evolucionaron hasta producir necrosis que fue más evidente a partir de las 48 hpi. A las 60 hpi se 

apreció depleción marcada de las células granulocíticas, acompañada de necrosis y destrucción de 

los vasos sanguíneos, algunas células endoteliales se observaron con núcleos hinchados 

(vesiculares), edema perinuclear, además de vacuolización, fragmentación del citoplasma y 

pérdida de su estructura. A las 72 hpi continuó la degeneración marcada de las células 

granulocíticas, y se apreció mayor proporción de células de la línea eritropoyética.  A las 84 y 96 

hpi se observaron células endoteliales con proyecciones de la membrana celular, destrucción de 

vasos sanguíneos, depleción severa de células granulocíticas y aparición de células blásticas, las 

lesiones más severas las ocasionaron las cepas Chimalhuacán y DPAa (Figura 15b). 

 

Microscopía electrónica 

Hallazgos ultra-estructurales en la médula ósea:  

 

En uno de los cortes de médula ósea se observaron granulocitos, heterófilos y eosinófilos 

inmaduros, los cuales se diferencian entre ellos porque los mielocitos heterófilos tienen una 

población heterogénea de gránulos, muestran retículo endoplásmico abundante con ribosomas y 
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un aparato de Golgi agrandado. Por otro lado, los mielocitos eosinófilos poseen población 

homogénea de gránulos, todos redondos y de tamaño y contenido relativamente similares. 

También se observaron células plasmáticas, linfocitos, células pericapilares, macrófagos y 

promielocitos (Figura 16). 

 

Desde las 24 hpi., se observaron células granulocíticas con degeneración del citoplasma 

acompañado de edema y vacuolas (Figura 16). En algunas de estas células se observaron núcleos 

vesiculares con cromatina dispersa y fragmentación del citoplasma. También se apreciaron 

macrófagos con vesículas en el citoplasma y degeneración de la membrana celular. Además se 

observaron detritus celulares, los cuales se volvieron más abundantes con el paso del tiempo. 

  

Desde las 24 hpi, en los heterófilos bien diferenciados, los cuales se caracterizan por sus gránulos 

ovales, se observaron proyecciones de la membrana celular (Figura 17). A partir de este tiempo se 

observaron partículas electrodensas de alrededor de 200 nm de diámetro, compatibles con 

partículas virales, entre los detritus celulares. Estas partículas también se observaron adheridas a 

la membrana celular y en vesículas dentro del citoplasma celular (Figura 18). 

  

De las 48 y hasta las 96 hpi de observó depleción marcada de diferentes líneas celulares, 

principalmente granulocitos. La necrosis y apoptosis de los granulocitos aumentó con el paso del 

tiempo. Se observaron partículas virales desde las 24 hpi en el espacio extracelular, en vesículas 

citoplásmicas en el interior de las células y en los restos de células necróticas (Figura 19). 

  

Aislamiento viral 

En el los cuadros 17 a 21 se muestran los resultados del aislamiento viral a partir de órganos 

procedentes de aves inoculadas con 10
6
 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas del VEN. El 

aislamiento de la cepa Torreón resultó positivo en las muestras de bazo, tonsila cecal y bolsa de 

Fabricio, tomadas a las 24 hpi de los pollos; a las 36 hpi se sumó el timo y todas las muestras 

tomadas entre las 48 y 96 hpi de los pollos resultaron positivas al aislamiento. El aislamiento de las 

cepas Chimalhuacán y DPAA se logró de las muestras de timo, bazo, tonsila cecal y bolsa de 

Fabricio tomadas a las 36 hpi, a partir de las 48 hpi todas las muestras resultaron positivas al 

aislamiento viral. El aislamiento de la cepa Querétaro inició con la muestra de bolsa de Fabricio 

tomada a las 48 hpi, a partir de las 60 hpi todas las muestras resultaron positivas al aislamiento 

viral. La cepa LaSota se recuperó de glándula de Harder y tonsila cecal a las 48 horas, a partir de 

las 60 horas y hasta las 96 horas el virus estuvo presente también en la bolsa de Fabricio. 
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DISCUSIÓN 

 

En este estudio se determinaron las características moleculares y patogénicas de aislamientos 

virulentos del VEN. Se puso especial atención al tropismo del virus sobre el tejido linfoide y 

mieloide, ya que al estar la mayoría de las parvadas vacunadas contra la EN, la tasa de mortalidad 

observada es baja, pero el efecto inmunodepresor que la infección ocasiona no ha sido 

suficientemente estudiado.  

 

La cepa Chimalhuacán es altamente virulenta y por ello es la cepa estándar de desafío para 

realizar la prueba de potencia de las vacunas elaboradas para prevenir la EN. En este estudio se 

encontró que el TMME de esta cepa es de 39.7 horas, que es significativamente menor que las 55 

horas reportadas por Alexander (2003), para la cepa de referencia de los EUA, GB Texas, la cual 

es considerada de muy alta virulencia. Con este resultado se infiere que la cepa mexicana 

Chimalhuacán es más virulenta que la cepa estándar de desafío de los EUA. 

 

En este estudio, la cepa Torreón presentó TMME en el límite para ser considerada velogénica 

(59.7 horas); sin embargo, fue responsable brote de la enfermedad de Newcastle del año 2000 en 

la región de La Laguna, en los límites entre Durango y Coahuila, que ocasionó graves pérdidas 

económicas asociadas con la cuarentena y despoblación de más de 13.6 millones de aves de más 

de 90 granjas comerciales (Shane, 2000).  

 

El TMME de las cepas B y G (61.5 y 62 horas, respectivamente) las ubica como mesogénicas, de 

acuerdo con la NOM-013-ZOO-1994, sin embargo, la secuencia del sitio de activación de  la 

proteína F identifica a la cepa G como virulenta; la cepa B no fue secuenciada debido a las 

características epizootiológicas del aislamiento, el cual se consideró relacionado con la cepa C. 

 

A pesar de que la prueba del TMME ha sido eliminada del Manual of Diagnostic Tests and 

Vaccines for Terrestrial Animals 2009 de la OIE (2010), los resultados de la prueba en este estudio 

indican que se puede usar esta metodología para identificar diferencias en la virulencia entre cepas 

lentogénicas y velogénicas del virus de la enfermedad de Newcastle, cuando se estandariza la 

dosis de virus que se inocula en el embrión de pollo, pero existe la posibilidad de que no facilite la 

diferenciación entre cepas mesogénicas y velogénicas. Sin embargo, es necesario realizar 

estudios de biología molecular para confirmar la validez del TMME al establecer diferencias entre 

cepas virulentas del virus de la enfermedad de Newcastle. Por otra parte, se debe revisar y en su 

caso modificar la NOM-013-ZOO-1994, ya que aún no se actualiza con la normatividad 

internacional en cuanto a la definición de la enfermedad y los criterios para la determinación de la 
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virulencia de los virus aislados, sin olvidar que la prueba del TMME puede ser más fácil de 

implementar en laboratorios que no cuentan con instalaciones y equipo adecuados para realizar las 

pruebas de IPIC o la secuenciación de la proteína F del virus para predecir la virulencia. 

 

La dosis letal en embrión de pollo varió de 10
8.1

 a 10
9.5

 DL50/ml y no parece estar relacionada con el 

linaje filogenético del virus. En las pruebas de patogenicidad, la cepa oficial de desafío 

Chimalhuacán tuvo el menor TMME (39.7 horas). Los valores del TMME fueron menores para los 

virus aislados después de 2001 (43.9 horas), comparados con el promedio de los virus aislados de 

1998-2001 (54.3 horas), lo que sugiere que hay diferencia en la virulencia entre ambos grupos de 

virus. El IPIC promedio fue mayor (1.92) en los virus aislados durante 2004-2006, que en aquellos 

aislados antes de 2001 (1.74), lo que también indica una ligera diferencia en la virulencia entre los 

grupos de virus. Los resultados del TMM e IPIC sugieren que la presión selectiva sobre la cepa 

Chimalhuacán permitió la aparición del grupo nuevo (semejante a la cepa Torreón) a mediados de 

la última década del siglo XX (Merino et al. 2009a).  

 

Los resultados del análisis filogenético muestran que la avicultura mexicana se enfrenta a dos 

linajes del genotipo V del virus velogénico de la enfermedad de Newcastle, uno que persiste desde 

los años 70 del siglo pasado (virus aislados entre 2004 y 2006) relacionado con la cepa 

Chimalhuacán, asociada a su vez con la cepa Largo71, y otro de finales de la década pasada 

relacionado con el virus que ocasionó el brote en la Laguna en el año 2000 (aislamientos de 1998 

a 2001), el cual aparentemente circula en México por lo menos desde 1996 y que a su vez está 

filogenéticamente relacionado con la cepa gamefowlUS02, responsable de los brotes del sur de los 

EUA durante 2002 y 2003. Los resultados de la identificación molecular de algunos de los virus fue 

publicada por Merino et al. 2008 y Perozo, Merino et al. (2008). 

  

Esta evidencia indica que el virus Chimalhuacán evolucionó a través del tiempo para dar origen al 

virus tipo Torreón. Es bien conocido que la evolución del VEN, dependiente de la acumulación de 

substituciones de aminoácidos debida a mutaciones puntuales, es un proceso lento (Toyoda et al. 

1989). Sin embargo, la presión inmune del hospedero inducida por la vacunación puede acelerar la 

tasa de evolución (Yu et al. 2001). La secuencia GGRRQKRF encontrada en el sitio de activación 

de la proteína de fusión de todos los virus velogénicos de este estudio revela que los cambios 

evolutivos de la cepa Chimalhuacán que llevaron a la aparición de la cepa Torreón ocurrieron en 

un sitio diferente. Es importante considerar que en la evolución del VEN puede influir la 

recombinación del gen de la proteína F, no sólo entre poblaciones naturales de VEN circulantes, 

sino incluso entre virus de diferente genotipo (Qin et al, 2008), y también entre virus circulantes y el 

linaje vacunal (Han et al. 2008).  
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El aislamiento de virus estrechamente relacionados con la cepa Chimalhuacán, más de 30 años 

después del primer aislamiento de ésta, no es extraño, ya que los virus con características 

genéticas específicas no necesariamente son reemplazados por las variantes emergentes, y 

pueden ser aislados muchos años después de su primera aparición (Lomniczi et al. 1998). Los 

resultados filogenéticos de este trabajo han servido para demostrar la persistencia del virus 

velogénico en nuestro país y cómo éste está en constante evolución (Miller et al. 2009a, 2010). El 

amplio rango de células que pueden infectarse con virus velogénicos puede contribuir a expandir la 

diversidad de la población viral, y por lo tanto mejorar la capacidad de virus para adaptarse y 

evolucionar. 

 

Aunque la secuencia de aminoácidos en el sitio de activación de la proteína F no mostró 

diferencias entre los virus relacionados con las cepas Chimalhuacán y Torreón, no es de 

sorprender que en este estudio se hayan encontrado diferencias en la virulencia, ya que es sabido 

que la patogenicidad del virus está determinada por varios factores, algunos de ellos bien 

estudiados y otros por dilucidar. Panda et al., (2004) evaluaron el papel de la secuencia del sitio de 

activación de la proteína F sobre la virulencia del VEN. Usaron técnicas de ingeniaría genética para 

mutar la secuencia GRQGR del sitio de activación de la cepa LaSota a la secuencia RRQKR, la 

cual está presente en el sitio de activación de la cepa neuro-virulenta Beaudette C (BC). La cepa 

mutante LaSota VF no requirió de proteasas exógenas para infectar cultivos celulares. Al evaluar in 

vitro la virulencia del virus mutante y sus virus parentales, la cepa mutante incrementó IPIC de 0.0 

(LaSota) a 1.12 (LaSota VF), el cual no fue tan alto como el de Beaudette C (1.58). Por otro lado, el 

IPIV fue 0.0 para LaSota y LaSota VF, mientras que fue 1.45 para Beaudette C. Sus resultados 

demostraron que la activación de la proteína F tiene actividad importante si se inocula directamente 

al cerebro de los pollos, pero hay otros factores del virus, lo cuales no fueron explicados, que 

afectan la replicación periférica, la viremia o la entrada al sistema nervioso central. 

 

En el estudio de Huang et al, (2004), donde se insertó el gen HN de la cepa LaSota en la cepa 

Beaudette y viceversa, se observó que el virus recombinante Beudette C con gen HN de LaSota 

fue menos virulento que el virus Beaudette C y, por el contrario, el virus recombinante LaSota con 

gen HN de Beaudette C fue más virulento que LaSota, cuando se realizaron las pruebas de IPIC y 

TMME. Estos resultados indican que las características biológicas in vitro de la HN son buenos 

indicadores de la patogenicidad in vivo y que sus genes contribuyen de manera importante a la 

virulencia de los aislamientos y que determina el tropismo viral en embriones de pollo, 

independientemente de la activación de la proteína F, lo que puede estar asociado con diferencias 

en el reconocimiento del receptor y la actividad de la NA. En sus estudios, de Leeuw et al. (2005) y 
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Wakamatsu et al. (2006), encontraron los mismos resultados, sólo que ellos trabajaron con la cepa 

Herts33 en lugar de Beaudette C. En 2006, Römer-Oberdörfer et al. confirmaron que la 

modificación del sitio de corte de la proteína de fusión hacia una secuencia poli-básica, incrementa 

el IPIC de la cepa Clon 30 de 0.0 a 1.28 y demostraron además que el cambio adicional en el 

aminoácido 123 de HN, de triptófano a cisteína, en combinación con la alteración del aminoácido 

27 de F, de cisteína a arginina, incrementa el índice de patogenicidad intracerebral a 1.5. La 

mutación en la HN modificó su conformación,  lo que resultó en la formación de dímeros de HN 

unidos por puentes disulfuro, lo cual aparentemente da una conformación de la proteína que es 

benéfica para el fenotipo virulento. Estevez et al. (2007) a su vez, confirmaron que la virulencia y 

patogenicidad del VEN tiene una base multigénica, ya que ellos no lograron incrementar la 

virulencia de la cepa mesogénica Anhinga al insertarle HN de virus velogénico viscerotrópico o 

neurotrópico. Rout y Samal (2008), reemplazaron la proteína L del virus BC con la de LaSota, y 

observaron un incremento significativo de la virulencia del BC recombinante, lo que sugiere que la 

proteína L polimerasa del VEN, en adición a la secuencia del sitio de activación de F y otras 

proteínas virales o secuencias de nucleótidos en el ARN genómico del VEN, también es un 

determinante de la virulencia. Además, Yan y Samal (2008) demostraron que la patogenicidad de 

la cepa BC puede modularse al cambiar la longitud de las regiones no codificadoras del genoma 

del VEN, ya que virus recombinantes con secuencias intergénicas acortadas o extendidas en F-HN 

o en HN-L alteran su transcripción del gen, lo cual afecta la virulencia. Del mismo modo, Yan et al. 

(2009) demostraron que las regiones no traducidas del gen HN pueden no ser necesarias para la 

replicación del virus in vitro, pero sí tienen participación importante en la replicación y 

patogenicidad in vivo. 

 

De acuerdo con Lamb et al. (2006), para entender la virulencia, asociada con la fusión de la 

envoltura viral y la membrana celular, se requiere de estudios que incluyan la obtención de la 

estructura no activada de F, así como el entendimiento de la conformación de F ya activada, cómo 

la HN activa a F y estudiar la interacción entre ambas, para lo que se requiere de experimentos 

bioquímicos e información estructural. En este sentido, Kim et al. (2009) demostraron que la 

porción citoplásmica de HN tiene una función crucial en el ciclo de replicación del VEN. Su trabajo 

sugiere que los dos primeros aminoácidos de la porción citoplásmica no son absolutamente 

necesarios para la replicación viral, pero los aminoácidos de las posiciones 4 a 6 son esenciales 

para la inserción de la proteína HN a los viriones, y que este extremo citoplásmico de la proteína 

HN modula la actividad de fusión del VEN, pero aún es necesario determinar qué efecto tiene la 

modificación de este extremo sobre la interacción entre HN y F. Del mismo modo, se ha estudiado 

el efecto de la actividad antagonista de la proteína V del VEN sobre el interferón y su participación 

en la virulencia (Alamares et al. 2009). 
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Al evaluar las bases moleculares del incremento en la virulencia de aislamientos de paramixovirus 

de las palomas (PPMV1) Collins et al. (1994, 1996) concluyen que la amplia variación en la 

patogenicidad de aislamientos de PPMV-1 para los pollos está relacionada con factores de 

virulencia desconocidos, además de la diferencia en la secuencia de aminoácidos en el sitio de 

activación de la proteína F y la extensión de la proteína HN. De acuerdo con Kommers et al. 

(2003), la naturaleza de la adaptación específica, selección o mutación en sitios diferentes al de la 

activación F permanecen sin definir. 

 

Las lesiones microscópicas ocasionadas por el aislamiento tipo cepa Chimalhuacán en los órganos 

linfoides de los pollos de engorda inoculados fueron ligeramente más severos que aquellas 

ocasionadas por la cepa Torreón. En comparación, el IPIC medio de varios aislamientos de China 

pertenecientes a los genotipos VIIa y VIII fue 1.7 (rango 1.48 – 1.83) y 1.81 (rango 1.74 – 1.93), 

respectivamente (Liang et al. 2002).  Esto sugiere que se pueden encontrar diferencias en la 

virulencia de aislamientos pertenecientes a diferentes genotipos y dentro del mismo genotipo, 

cuando se mide por el IPIC. Los resultados de las lesiones microscópicas ocasionadas por algunos 

de los virus analizados en este estudio, ya fueron publicadas (Merino et al. 2009) 

 

Las lesiones microscópicas en el timo y la bolsa de Fabricio, causadas por la cepa Torreón, fueron 

similares a las reportadas por Okoye et al. (2000) y Wakamatsu et al. (2006) para cepas virulentas, 

estas lesiones  fueron depleción linfoide severa acompañada de necrosis linfo-celular y apoptosis. 

La depleción linfoide se observó primero en la bolsa a los 2 - 3 dpi, fue severa a partir del 6º dpi y 

la atrofia fue evidente al 7º dpi. Observaron también el bazo con necrosis linfoide de leve a 

moderada y depleción a partir del 3er dpi, las cuales se hicieron severas a partir del 4º dpi, el 

incremento en el número de centros germinales lo observaron a partir de los 10 dpi. El timo y las 

tonsilas cecales mostraron necrosis linfoide al 3er dpi y la lesión fue severa al 4º dpi, estas lesiones 

en las tonsilas cecales también coinciden con las descritas por Sun et al. (2008). Las lesiones en el 

timo son semejantes a las reportadas por Lam et al. (1995) quienes observaron abundantes células 

apoptóticas y varias formas de cuerpos apoptóticos, en embriones de pollo inoculados 

experimentalmente con la cepa GB. La atrofia y depleción linfoide en el timo, tonsila cecal y bazo 

fueron más severas que las observadas generalmente en la infección de la bolsa de Fabricio (IBF), 

lo que difiere de lo reportado por Hamid et al. (1991) y Okeye et al. (2000) quienes consideran que 

las lesiones en la BF son menos severas que en el caso de IBF. 

 

Los hallazgos histológicos y ultra estructurales en la médula ósea por microscopía electrónica son 

de destacar.  Como resultado de la infección por el virus, los macrófagos pueden producir progenie 
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del VEN y sufren apoptosis y necrosis, Lam et al. (1996) reportaron alteraciones similares en 

cultivos de macrófagos inoculados con VEN. Por su parte, Ravindra et al. (2009a, 2009b) 

concluyen que el efecto citopático del VEN en cultivo celular es causado por la inducción de 

apoptosis por diferentes mecanismos a través del tiempo, y que, aunque varios mecanismos más 

contribuyen a la patogenicidad del virus in vivo, además de la apoptosis, el descubrimiento de las 

causas de la patología ocasionada por el VEN en vivo ayuda a entender mejor la patogénesis de la 

enfermedad. La observación de partículas virales dentro de vesículas presentes en el citoplasma 

de algunas células granulocíticas coincide con los hallazgos de Cantin et al. (2007) quienes 

confirman que el VEN puede penetrar e infectar a las células a través de diferentes vías, y que, 

además de la fusión directa con la membrana plasmática, algunos viriones pueden ser endocitados 

en endosomas, donde puede ocurrir la fusión entre la envoltura viral y la membrana celular. 

 

Galindo et al. (2001), reportaron lesiones en la médula ósea similares a las observadas en este 

estudio, incluida la observación de partículas electrodensas en los restos de células destruidas y 

en vesículas dentro del citoplasma de células mononucleares. La morfología de estas partículas 

electrodensas es compatible con el VEN, el cual aparece en la microscopía electrónica como 

esferas pleomórficas de 100-500 nm de diámetro, con una membrana densa y cubierta por una 

envoltura (Alexander y Senne, 2008). El aislamiento del virus a partir de las muestras de médula 

ósea confirmó que las partículas electrodensas observadas con el microscopio electrónico 

corresponden con el VEN. Esta observación de partículas virales concuerda con las observaciones 

de Ojok y Brown (1996), quienes encontraron daño severo en la médula ósea, caracterizado por 

necrosis de los islotes hematopoyéticos, y determinaron la presencia del virus por medio de 

inmunohistoquímica. 

 

 Las células endoteliales, que también tienen funciones fagocitarias de microorganismos, son 

afectadas por virus con tropismo por los endotelios. En la evaluación de la médula ósea, estas 

células endoteliales presentaron degeneración y necrosis desde las 24 hpi, que a su vez puede ser 

responsable de hemorragias y la necrosis del tejido adyacente. Este daño también fue descrito por 

Ojok y Brown (1996). 

 

Las lesiones ocasionadas por la cepa LaSota empleada en este estudio como virus lentogénico de 

referencia para comparar la intensidad del daño, coinciden  con las observadas por Ezema et al. 

(2009) quienes reportaron depleción linfoide moderada y degeneración en la médula de los 

folículos de la BF, la cual estuvo atrófica a los 3 dpi. El bazo mostró picnosis linfoide leve y 

depleción del 3er al 5º dpi, mientras que tanto el timo como las tonsilas cecales tuvieron depleción 

linfoide leve entre los 3 y 5 dpi.  



 

36 

 

 

En México, el último brote de campo importante en la avicultura comercial lo ocasionó la cepa 

Torreón en el año 2000, en la región de la Comarca Lagunera, una de las áreas más productivas 

en el sector pecuario del norte de México. El brote causó importantes pérdidas económicas en 93 

granjas debido a que su control implicó la muerte o sacrificio de más de 13.6 millones de aves. Los 

resultados del TMME, IPIC y desafío de pollos de engorda indican que la presión selectiva que los 

intensos programas de vacunación han ejercido sobre la cepa Chimalhuacán, aislada 

originalmente en 1973, pudo permitir la aparición de este linaje ligeramente menos virulento, pero 

aún velogénico (relacionado con la cepa Torreón) a mediados de la década de los 90 del siglo 

pasado. De acuerdo con los resultados de TMME e IPIC de este estudio, la cepa Torreón fue una 

de las menos virulentas de las cepas velogénicas estudiadas. Los resultados del IPIC de la cepa 

Torreón son semejantes a los reportados por Seal et al. (1998), 1.75, y Pedersen et al. (2004), 

1.67, para aislamientos de México realizados entre los años 1996 y 2000, respectivamente, los 

cuales están relacionados filogenéticamente con esta cepa. 

 

Es interesante el hallazgo de que el virus aislado de paloma en el año 2004 y relacionada 

filogenéticamente a la cepa Chimalhuacán sea capaz de inducir EN velogénica en palomas, ya que 

la infección por este virus en esa especie generalmente se identifica como mesogénica. El IPIC 

1.93 de la cepa de paloma es mayor que el reportado por Kim et al. (2008) para 15 virus aislados 

de palomas en los EUA (0.98 – 1.35). 

 

Debe destacarse la importancia que tienen las especies de aves diferentes al Gallus gallus como 

fuente potencial de VEN que puede transmitirse a la avicultura comercial. En este estudio se aisló 

el VEN de palomas y codornices. El estudio de Nishizawa et al. (2007) demostró que el pato Pekín 

no desarrolla signos clínicos de EN cuando se desafía con VEN velogénico, lo cual es importante 

epizootiológicamente, ya que esta especie de pato puede diseminar el virus por 20 o 30 días 

después del desafío; por lo tanto, la vacunación contra EN puede ser necesaria para reducir la 

excreción del virus en aquellas especies de aves refractarias a la enfermedad y que pueden estar 

cercanas o en contacto con empresas avícolas. En contraste, el faisán puede infectarse y 

manifestar signos cínicos de diferente intensidad, al ser vacunados la infección puede ser 

inaparente o de intensidad leve, pero estas aves vacunadas pueden comportarse como 

diseminadores asintomáticos del virus velogénico (Aldous y Alexander, 2007). Del mismo modo, 

pichones infectados con virus altamente virulento para los pollos pueden no mostrar signos clínicos 

de la enfermedad y al mismo tiempo ser capaces de diseminar al virus hasta por 24 días (Torres et 

al. 2008). Además, el estudio de Zanetti et al. (2008), muestra cómo un virus avirulento aislado de 

un ganso silvestre modificó su virulencia y secuencia de aminoácidos en el sitio de activación de la 
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proteína F, al ser pasado 20 veces  en embrión de pollo, con lo que adquirió características de 

virus mesogénico. Estos estudios realzan la importancia de la vigilancia constante en los sistemas 

de  producción de especies de aves como palomas, faisanes, patos, etc. (también conocida como 

avicultura alternativa) y también en aves migratorias, para minimizar el riesgo de la transmisión del 

VEN a los pollos comerciales, como se hace actualmente pata la vigilancia de la influenza aviar. 

 

Finalmente, los resultados de este estudio son de gran importancia para el conocimiento de la 

epizootiología de la EN, así como para el entendimiento de las posibles causas de brotes de la EN 

en parvadas comerciales de aves vacunadas contra esta enfermedad. Los calendarios de 

vacunación han demostrado su eficacia para proteger a las aves contra la mortalidad, sin embargo, 

aún hace falta la realización de trabajos que evalúen las consecuencias del daño que ocasiona el 

virus patógeno de campo en los órganos linfoides y médula ósea hematopoyética. Indudablemente, 

éstos VEN velogénicos aislados en México ocasionan un grave daño a los órganos linfoides de 

aves no inmunizadas y aunque la infección de campo no ocasione grandes pérdidas económicas 

asociadas con la mortalidad de las aves, seguramente las aves sobrevivientes tendrán 

comprometida la respuesta inmune, porque el virus sí ocasiona lesiones en los órganos linfoides 

de aves vacunadas. Por ejemplo,  Hamid et al. (1991) encontraron  atrofia severa de la bolsa que 

persistió por 20 dpi en algunas aves, así como necrosis focal y transitoria de los linfocitos de la BF 

y también reportaron atrofia de otros órganos linfoides en aves inmunizadas y desafiadas, por lo 

que deben evaluarse las implicaciones de las lesiones, especialmente en aves jóvenes. Nakamura 

et al. (2008) reportaron brotes de EN en parvadas de pollo de engorda vacunados contra esta 

enfermedad, las lesiones microscópicas en los órganos linfoides de las aves incluyeron depleción 

linfoide de la BF, también se demostró la presencia de antígenos del VEN en este órgano por 

inmunoperoxidasa.  

 

Cho et al. (2008) y Hu et al. (2010) explican la presentación de brotes de EN en parvadas 

vacunadas como consecuencia de la acumulación de mutaciones tanto en el epítope lineal de la 

HN (residuos 354 al 353) como alrededor del mismo, por lo que consideran que la selección 

antigénica como consecuencia de la vacunación intensiva es muy probable. Del mismo modo, y de 

acuerdo con Hughes (2009), las cepas vacunales pueden acumular numerosas diferencias en la 

secuencia de aminoácidos, comparadas con las cepas de campo, lo que puede afectar 

potencialmente sus propiedades biológicas, incluidas la antigenicidad y efectividad de la vacuna. 

La acumulación selectiva de mutaciones neutrales o casi neutrales se incrementa con el número 

de generaciones de replicación que sufre el virus vacunal; por lo tanto, el minimizar el número de 

generaciones entre la semilla maestra original y las cepas usadas en la vacunación parece ser una 

medida práctica para disminuir esta acumulación de mutaciones. Este fenómeno fue descrito 
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también por Mohan et al. (2005, 2006) cuando al atenuar un virus velogénico en cultivo celular, el 

análisis de la secuencia de F reveló un total de 134 substituciones de nucleótidos, lo cual resultó 

en el cambio de 41 aminoácidos entre el virus original y el obtenido luego de 50 pasajes. Lo que 

quiere decir que al perder virulencia, también es posible que el virus presente cambios antigénicos 

que pueden ocasionar fallas en la vacunación, si se quisiera usar un virus homólogo atenuado para 

proteger a las aves contra el virus patógeno de campo. 
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CONCLUSIONES 

 

Este estudio demostró que los virus velogénicos que circulan en México pertenecen a dos linajes 

del genotipo V, y que afectan tanto a granjas comerciales como a aves de combate y otras 

especies animales como la paloma y codorniz. 

 

Además, la información genética obtenida en este estudio ya ha servido para demostrar la 

persistencia de virus velogénico en México por más de 35 años y también se ha demostrado que el 

virus ancestral altamente virulento Chimalhuacán aislado en 1973 evolucionó para dar origen al 

virus Torreón el cual aunque es ligeramente menos virulento, sigue siendo velogénico, de acuerdo 

con los resultados de TMME, IPIC y desafío de pollos de engorda, y sigue en proceso evolutivo. 

 

Las lesiones encontradas en los órganos linfoides demuestran claramente que estos virus 

velogénicos aislados en México tienen tropismo por los órganos linfoides, tanto primarios como 

secundarios, así como por las líneas celulares granulocíticas y los endotelios, en los cuales 

ocasionan daño severo.  

 

Este tropismo es de particular importancia en la médula ósea, donde se demostró que el virus 

destruye de manera importante a las células mieloides granulocíticas, particularmente a los 

heterófilos y eosinófilos, además de los macrófagos. También se confirmó que hay destrucción de 

las células endoteliales, con las consecuentes hemorragias y necrosis tisular. 

 

El tropismo endotelial, mieloide y linfoide del virus velogénico confirmados en este estudio no ha 

sido de gran interés en los países donde estos virus se consideran exóticos, porque al reportarse 

un brote se toman medidas inmediatas para la cuarentena, sacrificio humanitario, limpieza y 

desinfección de las instalaciones. En cambio, el efecto del virus sobre el tejido linfoide y endotelial 

debe ser causa de especial atención en países como México, donde se presentan brotes 

esporádicos de la enfermedad, aun en parvadas comerciales vacunadas, por lo que las aves que 

sobreviven al desafío tienen, además de pérdidas económicas asociadas con esta infección, 

predisposición a otros padecimientos. 
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CUADROS 

 

Cuadro 1. Cepas velogénicas del VEN aisladas en México de 1946 a 1975.  

Cepa Aislada por Especie Año 

Ixtapalapa Bankowski Pollo 1946 

Querétaro Ramírez V. Pollo 1950 

Zamora Hurtado NR 1956 

CU Estudillo Pollo 1959 

Guadalajara Vázquez V. Pollo 1960 

Tulyehualco Vázquez V. Pollo 1960 

Chiconautla Vázquez V. Pollo 1960 

Norte DF Vázquez V. Pollo 1960 

Tacuba Vázquez V. Pollo 1961 

DF Vázquez V. Pollo 1961 

Jilotepec Antillón y Lucio Pollo 1970 

Jalisco Antillón y Lucio Pollo 1972 

Chimalhuacán Antillón y Lucio Pollo 1973 

Hermosillo Moreno Pollo 1974 

Culiacán Zavaleta Pollo 1975 

Tomado de Márquez, 1978. NR = No reportado 

 

Cuadro 2. Reporte oficial de focos de EN velogénico en México, de 1996 a noviembre de 2009. 

 1990 2000 

Año  96 97 98 99 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 

Focos  11 6 30 20 137 20 4 14 9 41 78 14 45 51 

 

Cuadro 3. Presupuesto destinado a la Campaña contra la Enfermedad de Newcastle, en millones 

de pesos (SENASICA).  

Origen 2004 2005 2006 2007 2008 

Federal 6.99 9.30 9.51 9.80 14.66 

Estatal 4.29 4.61 6.82 7.51 8.66 

Productores 18.21 202.78 204.62 204.73 ND 

Total 29.50 216.70 220.96 222.06 23.32 

ND= No disponible 
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Cuadro 4. Programas de vacunación para pollo de engorda 

Antes de 2000 A partir de 2000 (Programa oficial de la 

SAGARPA) 

1 día. Cepa B1, aspersión en incubadora 1 día. B1 aspersión, emulsión LaSota 0.2 ml 

8-12 días. Simultáneo, B1 o LaSota 10-12 días. LaSota aspersión u ocular, 

emulsión 0.3-0.5 ml 

21-28 días B1 o LaSota en el agua de bebida 21-25 días. LaSota, aspersión u ocular 

 35 días LaSota, agua de bebida. Opcional 

Tomado de Antillón, 2005 

 

Cuadro 5. Programas de vacunación para gallinas de postura y reproductoras 

Antes de 2000 A partir de 2000 (Programa oficial de la 

SAGARPA) 

8-12 días. B1 o LaSota, ocular 1 día. B1 aspersión, emulsión LaSota 0.2 ml 

28-30 días. Simultáneo, B1 o LaSota 10 días. LaSota aspersión u ocular, emulsión 

0.3 ml 

9-11 semanas. Simultáneo, B1 o LaSota 4 semanas. Simultáneo LaSota aspersión u 

ocular, emulsión 0.3 ml 

16-22 semanas. Simultáneo, B1 o LaSota 10 semanas. Simultáneo LaSota aspersión u 

ocular, emulsión 0.3 ml – 0.5 ml. 

Postura. Revacunación cada 4-8 sem. B1 o 

LaSota, agua de bebida o aspersión. 

18 semanas. Simultáneo LaSota aspersión u 

ocular, emulsión 0.3 ml – 0.5 ml. 

 Postura. Revacunación cada 4-8 semanas. 

LaSota, agua de bebida o aspersión. 

Tomado de Antillón, 2005 
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Cuadro 6. Cepas de virus usados para la elaboración de vacunas (15 laboratorios) contra la 

enfermedad de Newcastle. 

Virus activo Vacunas de virus inactivo Recombinantes* 

Monovalentes Polivalentes  Combinadas*  

 Bivalentes  Bivalentes  

B1 

B1 (C2) 

LaSota 

Clone30 

PHY.LMV42 

VG/GA 

B1-Mass48 

Clone30-Ma5 

LaSota-Mass 

LaSota-MassII  

LaSota-Mass48  

 

B1 

Clone30 

Kimber  

LaSota 

Ulster 

EN-BI,  

EN-Coli,  

EN-CI,  

EN-Ga,  

EN-HCI,  

EN-IA,  

EN-IBF,  

EN-SBP, 

B1-IA,  

LaSota-IA,  

HVT-EN,  

HVT-ND 

 

 Trivalentes  Trivalentes  

 B1-Conn-M41  

B1-Mass-Conn 

B1-Mass48-Conn  

B1-Mass41-Conn 

Clone30-Mass-Conn 

LaSota-B1-Mass  

 EN-BI-CI  

EN-BI-IBF  

EN-BI-SBP  

EN-CI-Past. 

EN-IA-SBP  

EN-Past-Sg  

 

   Tetravalentes  

   EN-CI-BI-SBP 

EN-IBF-BI-Reo  

 

 

* BI = bronquitis infecciosa; Coli = Escherichia coli; CI = coriza infecciosa; Ga= Gallibacterium 

anatis; HCI= hepatitis con cuerpos de inclusión; IA= influenza aviar; IBF= infección de la bolsa de 

Fabricio; SBP= síndrome de la baja de postura; Past. = Pasteurella; Sg = Salmonella gallinarum; 

Reo= Reovirus; HVT= Herpesvirus del pavo; DB26= antígeno de Newcastle 
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 Cuadro 7. Análisis filogenético de cepas velogénicas mexicanas del virus de la EN. 

Cepa/año  Cepa relacionada  Gen 

secuenciado  

Autor, año 

MixSp/Mx/37821-550-1/96 

Ck/Mx/37821-550-2/96 

Chicken/Mexico/6244/98 

Chicken/Mexico/5166/98 

Chicken/Mexico/3242/99 

Chicken/Mexico/6246/99 

Chicken/Mexico/4100/99 

Chicken/Mexico/3310/00 

Chicken/Mexico/3313/00  

Chicken/Mexico/290/00  

Chicken/Mexico/1/00  

Chicken/Mexico/2/00  

MixSp/US/Largo/71 

Parrot/US(CT)/36501/89 

Parrot/US(IN)/27492/91 

Parrot/US(IL)/27994/91 

Parakeet/Myanmar/11592/91 

Parrot/US/31378/96 

YellowCheek/US/27345/96 

Parrot/U.S.(OK)/32932/96  

Ck/Honduras/44813/00  

Ck/Honduras/44814/00 

Ck/Honduras/44815/00 

Ck/US(CA)/211472/02  

Pet bird/U.S.(CA)/169302/02  

Game fowl/U.S.(TX)248306/03 

Dove/U.S.(CA)/9547-3/03  

Chicken/U.S.(CA)/5634/03 

Chicken/U.S.(CA)/5634/03  

Game fowl/U.S.(NV)232947/03  

Game fowl/U.S.(AZ)236498/03 

F-M,  

 

P,  

 

N,  

 

HN,  

 

M-F,  

Seal, 1998  

 

Locke, 2000  

 

Seal, 2002  

 

Seal, 2004  

 

Pedersen, 2004 

Mexico/1996  

CA/212676/2002 

Honduras/2000 

FL/Largo/1971 

Turkey/ND/1992 

Anhinga/FL/1993 

HN, F;  

Genotipo V (3c)  
Miller, 2007 
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Cuadro 8. Características de 25 aislamientos del VEN y resultados de las pruebas de TMME, IPIC, RT-PCR, secuenciación del gen 

F, virulencia, genotipo y cepa relacionada. 

Aislamiento 
(cepa) 

Año Especie Lugar DLEP 
50% 

TMME 
(horas) 

a
 

IPIC RT-
PCR 

Secuencia 
aa 112-117 

Virulencia Genotipo Cepa referencia 

La Sota 1946 Pollo New Jersey 7.5 133.9 
bcd 

ND + GRQGRL  L II LaSota 

Chimalhuacán 1973 Pollo Edo. Mex 9.2 39.7 e 1.89 + RRQKRF  V V Largo71 
Querétaro 1950 Pollo Querétaro 8.9 43.2 e  1.73 + RRQKRF  V VIII Argentina/malasia 
Torreón 2000 Pollo Coahuila 8.1 59.7 de 1.64 + RRQKRF  V V gamefowlUS02 
V4 1967 ND Queensland 8.7 184.3 

ab 
ND + GKQGRL L I Ulster 

DPAa ND ND ND 9.2 53 de ND + RRQKRF V II Beaudette C 
CLAM ND ND ND 8.7 44.9 e 1.80 + RRQKRF  V V Largo71 
Miyadera 1951 Pollo Japón 9.7 57.4 de ND + RRQKRF  V II Beaudette C 
048 2 ND ND ND 9.4 48.8 e 1.83 + RRQKRF  V V gamefowlUS02 
A 1997 Pollo DF 8.7 84.85 

cde 
ND +  L   

B 1998 Pollo Edo Mex 8.4 61.5 de ND + RRQKRF V V gamefowlUS02  
C 1998 Pollo Morelos 9.1 45.2 e 1.88 + RRQKRF  V V gamefowlUS02  
D 1998 Pollo Morelos 8.8 242.4 a ND +  L   
E 1998 Pollo Morelos 9.5 164.2 

bc 
ND + GRQGRL L II LaSota 

F 2000 Combate DF 9.2 50.3 e 1.83 + RRQKRF  V V gamefowlUS02  
G 2001 Combate DF 9.5 62 de 1.59 + RRQKRF  V V gamefowlUS02  
H 2001 ND DF 9.3 44.1 e ND + RRQKRF V   
I 2004 Pollo DF 8.1 46.7 e ND + RRQKRF V V Largo71 
J 2004 Gallina DF 8.9 44.5 e ND +  V   
K 2004 Paloma DF 8.4 44.6 e 1.93 + RRQKRF  V V Largo71 
L 2005 Pollo DF 9.4 37.4 e ND +  V   
M 2005 Pollo DF 8.5 41.7 e ND +  V   
N 2005 Pollo DF 9.1 44.3 e 1.91 + RRQKRF  V V Largo71 
O 2006 Codorniz Edo Mex 8.9 47 e 1.94 + RRQKRF  V V Largo71 
P 2006 Pollo Edo Mex 8.7 44.4 e ND +  V   
DLEP50 (Log10)= Logaritmo de base 10. TMME = Tiempo medio de mortalidad embrionaria, a Diferente letra dentro de la misma columna indica diferencia 
estadística, p<0.05. IPIC = Índice de patogenicidad intra-cerebral. RT-PCR (+) = Positivo. Virulencia: L = lentogénico, V = virulento 
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Cuadro 9. Resultado de la reactivación de las cepas virales usadas para la prueba biológica. 

Cepa viral Dosis de desafío Mortalidad (horas post inoculación) 

  72 84 > 84 

Chimalhuacán ≈ 108DIEP50 / 0.1 ml 2/12 9/10 1/1 

Querétaro ≈ 108DIEP50 / 0.1 ml 2/12 10/10 - 

Torreón ≈ 107DIEP50/ 0.1 ml 0/12 10/12 2/2 

Beaudette C ≈ 107DIEP50/ 0.1 ml 7/12 5/5 - 

Testigo negativo 0.1 mL SSF 0/12 0/12 0/12 

(-) = No hubo sobrevivientes. 

 

Cuadro 10. Intensidad de los principales signos clínicos observados a las 96 hpi en pollos de 

engorda inoculados experimentalmente con diferentes cepas del VEN. 

Cepa viral Depresión Plumas 

erizadas 

Postración Edema 

periocular 

Diarrea verde 

esmeralda 

      

Chimalhuacán +++ +++ +++ +++ +++ 

Querétaro ++ + ++ ++ - 

Torreón ++ ++ + ++ - 

DPAa ++ ++ ++ ++ - 

LaSota - - - + - 

(-) = Inaparente; (+) = leve; (++)= moderado; (+++)= severo  

 

Cuadro 11. Evaluación de las lesiones en el timo de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

Cepa virus Timo 

Horas post-inoculación 

 24 36* 48 60* 72* 84* 96* 

Chimalhuacán 1.7 2.7b 2.0 3.0b 3.0b 2.7ab 3.7b 

Querétaro 1.3 1.7ab 2.3 2.7ab 2.7ab 2.7ab 3.3b 

Torreón 1.0 1.3a 2.0 2.7ab 3.3b 3.3b 3.3ab 

DPAa 1.7 1.7ab 2.3 3.0b 3.0b 3.0b 3.3ab 

LaSota 1.0 1.3a 2.0 1.7a 1.3a 1.7a 1.3a 

 * Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadística significativa, P< 0.05. 
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Cuadro 12. Evaluación de las lesiones en el bazo de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

Cepa virus Bazo 

Horas post-inoculación 

 24* 36* 48* 60* 72** 84* 96* 

Chimalhuacán 1.0a 1.3a 1.7a 1.7ab 2.3ab 3.7bc 4.0b 

Querétaro 1.3a 1.3a 1.7a 1.3a 1.7a 2.0ab 3.0ab 

Torreón 2.0ab 3.0ab 2.7ab 3.3b 3.7b 4.0c 3.7ab 

DPAa 3.3b 3.3b 3.3b 2.7ab 3.0ab 3.7bc 4.0b 

LaSota 1.3a 1.3a 1.7a 1.3a 1.7a 1.7a 1.3a 

Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadística significativa; * P<0.05; ** 

P=0.053 

 

Cuadro 13. Evaluación de las lesiones en la bolsa de Fabricio de aves inoculadas a las 5 semanas 

de edad con 106 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

Cepa virus Bolsa de Fabricio 

Horas post-inoculación 

 24 36 48 60 72 84* 96** 

Chimalhuacán 2.0 2.0 3.3 2.7 2.7 3.3ab 5.0c 

Querétaro 1.7 2.7 3.0 2.7 2.7 2.3a 3.3ab 

Torreón 2.3 3.0 3.0 2.3 3.7 3.7ab 5.0c 

DPAa 2.3 2.7 3.3 3.0 2.7 3.7b 4.7bc 

LaSota 2.0 1.7 2.3 2.3 3.0 2.3a 2.3a 

Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadística significativa; * P< 0.1; ** P<0.05 
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Cuadro 14. Evaluación de las lesiones en la tonsila cecal de aves inoculadas a las 5 semanas de 

edad con 106 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 

Cepa virus Tonsila cecal 

Horas post-inoculación 

 24 36 48 60 72 84 96* 

Chimalhuacán 3.0 3.0 3.0 2.0 3.0 2.0 3.0b 

Querétaro 2.7 2.0 2.7 2.0 2.7 2.7 2.3ab 

Torreón 2.7 3.0 3.0 3.0 2.0 2.7 3.0b 

DPAa 3.0 3.0 2.7 2.3 3.0 3.0 3.0b 

LaSota 2.3 2.3 2.7 2.3 2.7 2.0 1.7a 

Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadística significativa; * P< 0.05;  

 
 
Cuadro 15. Evaluación de las lesiones en la glándula de Harder de aves inoculadas a las 5 
semanas de edad con 106 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 
 Glandula de Harder 

Horas post-inoculación 

Cepa virus 24 36 48 60 72 84 96 

Chimalhuacán 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.7 1.7 

Querétaro 1.3 1.0 1.7 1.0 1.0 1.7 1.7 

Torreón 1.0 1.0 1.0 1.0 1.3 1.3 1.7 

DPAa 1.3 1.3 1.0 1.3 1.0 1.7 1.3 

LaSota 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 

No se encontró diferencia estadística significativa, P> 0.05;  
 
 
Cuadro 16. Evaluación de las lesiones en la médula ósea de aves inoculadas a las 5 semanas de 
edad con 106 DLEP50/0.2 ml de diferentes cepas de VEN. 
 Médula ósea 

Horas post-inoculación 

Cepa virus 24 36 48 60 72 84 96 

Chimalhuacán 0.33 0.67 1.00a 1.67 1.67 2.67b 3.00b 

Querétaro 0.67 1.33 1.33a 1.67 1.33 2.67b 2.33ab 

Torreón 0.67 1.00 2.00b 1.67 2.00 2.00ab 2.33ab 

DPAa 0.33 0.33 0.67a 1.33 2.33 2.00ab 2.67b 

LaSota 0.00 0.00 0.33a 0.33 1.00 1.00a 1.00a 

Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadística significativa, P< 0.05. 
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Cuadro 17. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de la cepa tipo Torreón del VEN. 

 Aislamiento viral1 

Horas post-inoculación de la aves 

Muestra 24 36 48 60 72 84 96 

Glándula de Harder (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

Timo (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bazo (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Tonsila cecal (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bolsa de Fabricio (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Médula ósea (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

1 (+) = Positivo al aislamiento viral, (-) = negativo al aislamiento viral 

 

Cuadro 18. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de la cepa tipo Chimalhuacán del VEN. 

 Aislamiento viral1 

Horas post-inoculación de la aves 

Muestra 24 36 48 60 72 84 96 

Glándula de Harder (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

Timo (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bazo (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Tonsila cecal (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bolsa de Fabricio (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Médula ósea (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

1 (+) = Positivo al aislamiento viral, (-) = negativo al aislamiento viral 
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Cuadro 19. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de la cepa Querétaro del VEN. 

Cepa virus Aislamiento viral1 

Horas post-inoculación de la aves 

 24 36 48 60 72 84 96 

Glándula de Harder (-) (+) (-) (+) (+) (+) (+) 

Timo (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) 

Bazo (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) 

Tonsila cecal (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) 

Bolsa de Fabricio (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

Médula ósea (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) 

1 (+) = Positivo al aislamiento viral, (-) = negativo al aislamiento viral 

 

Cuadro 20. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de la cepa DPAA del VEN. 

Cepa virus Aislamiento viral1 

Horas post-inoculación de la aves 

 24 36 48 60 72 84 96* 

Glándula de Harder (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

Timo (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bazo (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Tonsila cecal (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bolsa de Fabricio (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Médula ósea (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

1 (+) = Positivo al aislamiento viral, (-) = negativo al aislamiento viral 
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Cuadro 21. Aislamiento viral a partir de órganos de aves inoculadas a las 5 semanas de edad con 

106 DLEP50/0.2 ml de la cepa LaSota del VEN. 

Cepa virus Aislamiento viral1 

Horas post-inoculación de la aves 

 24 36 48 60 72 84 96* 

Glándula de Harder (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

Timo (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Bazo (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Tonsila cecal (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) 

Bolsa de Fabricio (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) 

Médula ósea (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

1 (+) = Positivo al aislamiento viral, (-) = negativo al aislamiento viral 
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FIGURAS 

 

Figura 1. Genoma del virus de la EN 

 
Basado en de Leeuw OS and Peeters BPH , 1994, Acceso GenBank AF077761 

 

 

 

 

Figura 2. Cronología de la declaración de Estados Libres de la EN, presentación velogénica. 

 
La comarca Lagunera, así como Chiapas, perdieron temporalmente la calidad de Estado Libre, la 

cual recuperaron en el año indicado en el mapa. 
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Figura 3. Inversiones de Alianza para la Campaña contra la EN, 1996 – 2003, y aportaciones 

estatales, federales y de los productores de 2004 a 2008. 

 
Figura 4. Resultado del RT-PCR de la amplificación del segmento de 374 pb del gen de la proteína 

F de algunos aislamientos del VEN, revelado del gel de electroforesis en un transiluminador 

ultravioleta. 

 
CPM= Control de peso molecular (pb= pares de bases); C- = Control negativo; C+ = Control 

positivo. Carriles 4 al 9 = Muestras. Todos se corrieron en dos carriles. 
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Figura 5a. Comparación filogenética de la región completa que codifica en gen F de los virus de 

este estudio con otros VEN de la clase I y Clase II, genotipos I al VII publicados previamente. 

 
 

Los virus de este estudio están marcados en negritas y con un asterisco. La identificación incluye 

el año de aislamiento, el país de origen y la especie de ave de donde se aisló el virus. 

 

 

 

Clase I 

Clase II 
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Figura 5b. Análisis filogenético de máxima probabilidad del fragmento de 374 pb del gen F de los 
virus de este estudio y su comparación con secuencias publicadas previamente en el GenBank. 

 
Los virus representativos de los genotipos I al VIII se incluyen como referencia (consultar Perozo et 
al. 2008, para la descripción completa). Los virus de este estudio están en negritas, con un 
asterisco y en rojo se muestra la identificación usada en el trabajo. 
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Figura 5c. Análisis filogenético de 642 pb de los segmentos contiguos de los genes de las 
proteínas M y F de los virus de este estudio y su comparación con secuencias de referencia 
publicadas previamente en el GenBank. 

 
Los virus de este estudio están en negritas, con un asterisco y en rojo se muestra la identificación 
usada en el trabajo. 
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Figura 6. Timo de pollo de engorda desafiado con la cepa Chimalhuacán del VEN, 96 hpi, 
hematoxilina y eosina. 6a) Se observa atrofia severa de la corteza tímica, que corresponde al 
grado 4 en la escala de lesiones, así como apariencia de “cielo estrellado” debida a la necrosis, 
también se aprecian hemorragias tanto en la médula como en la corteza del órgano, 10x; 6b) Se 
observa necrosis (flechas blancas) y apoptosis (flechas negras) en la corteza tímica, 40x. 



70 

 

Figura 7a. Bazo de 
pollo de engorda 
desafiado con la 
cepa DPAa del 
VEN, 48 hpi, hema 
toxilina y eosina, 
20x.  Se observan 
folículos linfoides 
activos (círculos), 

correspondientes 
con el grado 2 en la 
escala de lesiones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7b. Bazo de 
pollo de engorda 
desafiado con la 
cepa Torreón del 
VEN, 84 hpi, hema-
toxilina y eosina, 
20x.  Se observan 
folículos linfoides 
activos (FL), así co-
mo necrosis difusa y 
diseminada (círculo, 
100x), correspon-
dien-tes con el gra-
do 4 en la escala de 
lesiones. 
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Figura 8a. Bolsa de 
Fabricio de pollo de 
engorda desafiado 
con la cepa DPAa 
del VEN, 84 hpi, he-
matoxilina y eosina, 
10x. Se observa un 
quiste (Q), 
depleción linfoide 
severa en la médula 
de la mayo-ría de 
los folículos 
linfoides (FL), así 
como engrosamien-
to y formación de 
pliegues en el epite-
lio (flechas), compa-
tibles con el grado 4 
de la escala de 
lesiones. 
 
 
 

 
 
Figura 8b. Bolsa de Fabricio de pollo de 
engorda desafiado con la cepa Chimal-
huacán del VEN, 96 hpi, hematoxilina y 
eosina, 20x. Se observa atrofia se-vera de los 
folículos linfoides (FL), con depleción de la 
médula, compatible con el grado 5 de la 
escala de lesiones. 
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Q 
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Figura 9a. Tonsila cecal de pollo de engorda desafiado con la cepa LaSota del VEN, 96 hpi, he-
matoxilina y eosina, 20x. Se observan varios folículos linfoi-des activos (FL), lo que corresponde al 
grado 2 en la escala de lesiones. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9b. Tonsila 
cecal de pollo de 
engorda desafiado 
con la cepa Torreón 
del VEN, 96 hpi, he-
matoxilina y eosina, 
40x. Se observa un 
folículo linfoide ne-
crótico, y hemorra-
gia (flecha),  lo que 
corresponde al gra-
do 3 en la escala de 
lesiones. 
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Figura 10a. Glándu-
la de Harder de po-
llo de engorda ino-
culado con la cepa 
LaSota del VEN, 72 
hpi, hematoxilina y 
eosina, 20x. Se ob-
serva infiltración lin-
focitaria (círculo) y 
hemorragias (fle-
chas), correspon-
dientes con el 
grado 1 en la 
escala de lesiones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10b. 
Glándu-la de 
Harder de po-llo de 
engorda ino-culado 
con la cepa 
Chimalhuacán del 
VEN, 96 hpi, 
hematoxilina y eosi-
na 20x. Se obser-
van folículos  linfoi-
des  (círculos) y 
hemorragias (fle-
chas), correspon-
dientes con el 
grado 2 en la 
escala de lesiones. 
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Figura 11a.  Médu-
la ósea de pollo de 
engorda inoculado 
con la cepa To-
rreón del VEN, 48 
hpi, hematoxilina y 
eosina, 5x. Se ob-
serva un folículo 
linfoide activo (FL) 
y depleción celular, 
tanto de linfocitos 
como de las célu-
las granulocíticas 
(círculo en el re-
cuadro, 40x), co-
rrespondiente con 
el grado 2 en la 
escala de lesiones. 
 
 
Figura 11b.  Médu-
la ósea de pollo de 
engorda inoculado 
con la cepa Queré-
taro del VEN, 84 
hpi, hematoxilina y 
eosina, 10x. Se 
ob-serva depleción 
de linfocitos y 

células 
granulocíticas, así 
como un foco de 
necrosis (círculo, 
100x), y hemorra-
gia (flechas), co-
rrespondiente con 
el grado 3 en la 
escala de lesiones. 
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Figura 12. Médula del timo de pollo de engorda inoculado con la cepa DPAa del VEN, 72 hpi, Azul 
de toluidina 40x. Se observa necrosis difusa, y en el vaso sanguíneo las células endoteliales 
muestran hinchazón importante del núcleo y vacuolización del citoplasma (flechas). 
 

Figura 13. Folículo 
linfoide de la bolsa de 
Fabricio de pollo de 
engorda inocu-lado con la 
cepa DPAa del VEN, 84 
hpi, Azul de tolui-dina 
40x. Se observa atro-fia 
con necrosis y deple-ción 
linfoide severa de la 
médula del folículo y 
escasa corteza  
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Figura 14a. Bazo de pollo de 
engorda inoculado con la cepa 
DPAa del VEN, 96 hpi, Azul de 
toluidina 100x. Se observa 
necrosis severa alrededor de 
una arteriola, la cual a su vez 
presenta células endoteliales 
con degeneración y vacuolas 
(Flechas). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14b. Bazo de pollo de 
engorda inoculado con la cepa 
DPAa del VEN, 96 hpi, Azul de 
toluidina 100x. Se observa 
degeneración celular y necrosis, 
así como hemorragia. 
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Figura 15a. Médula ósea de pollo 
de engorda inoculado con la cepa 
Querétaro del VEN, 36 hpi, Azul 
de toluidina 100x. Se observan 
detritus celulares, degeneración 
de células granulocíticas y vacuo-
lización del citoplasma de células 
endoteliales (Flechas) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15b. Médula ósea de pollo 
de engorda inoculado con la cepa 
Querétaro del VEN, 84 hpi, Azul 
de toluidina 100x. Se observa 
destrucción del vaso sanguíneo, 
con degeneración y necrosis de 
las céluas endoteliales, así como 
depleción severa de las células 
granulocíticas.  
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Figura 16: Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula ósea de 
pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 24 hpi. Se observan heterófilos (H), eosinófilos (E), 
linfocito (L), célula plasmática (CP), células pericapilares (CPc), promielocito (PM) y macrófago (M). 
Los granulocitos (H y E) muestran edema y vacuolas (flechas), mientras que el macrófago tiene 
ruptura de la membrana citoplásmica,  proyecciones de la misma y degeneración nuclear. ME 
2550x, contraste con citrato de plomo y acetato de uranilo. 
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Figura 17. Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula ósea de 

pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 24 hpi. Heterófilo maduro, se observan gránulos 

ovales de contenido fibrilar, así como proyecciones de la membrana celular (flechas) las cuales se 

asocian con la liberación de partículas virales. ME 8900x, contraste con citrato de plomo y acetato 

de uranilo. 

 



80 

 

 
Figura 18. Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula ósea de 

pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 24 hpi. Partícula electrodensa de 

aproximadamente 200 nm de diámetro en detritus celular, con características compatibles con el 

virus de la enfermedad de Newcastle. El recuadro muestra la partícula aumentada 135000x. ME 

65000x, contraste con citrato de plomo y acetato de uranilo. 
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Figura 19. Fotografía de microscopio electrónico donde se muestra un corte de médula ósea de 

pollo inoculado con el VEN Chimalhuacán a las 48 hpi. Se observa necrosis celular. Se distinguen 

detritus de eosinófilo (E) en el cual la membrana celular ha desaparecido, el citoplasma se 

encuentra disperso, y la membrana del núcleo se ha roto, lo que permite la salida del contenido. En 

el recuadro se muestran dos partículas virales de aproximadamente 200 nm de diámetro (65000x), 

adheridas a la membrana de una mitocondria (M). También se observan degeneración y necrosis 

del pericito (P), endotelio capilar (Ec) y eritroblasto (Eb). ME 3700x, contraste con citrato de plomo 

y acetato de uranilo. 
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