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Evaluacion de la presencia

de receptores celulares al virus
de Influenza Aviar en oviductos
de aves sujetas a muda forzada
usando inmunofluorescencia

Resumen

Durante el 2012, un brote de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad oca-
sionado por el subtipo H7N3, en México, infectd y ocasiond la muerte o
el sacrificio de alrededor de 22 millones de aves ponedoras. Durante este
periodo, el principal desafio de los avicultores fue asegurar el flujo de co-
mercializacion del huevo. Ademds de los protocolos sanitarios y de vacu-
nacion, se implementaron manejos de muda forzada en la zona afectada.
Este manejo aseguro el mantenimiento de la produccion de huevo en zonas
cuarentenadas, pues disminuyé la mortalidad de las parvadas infectadas y
reestimuld el retorno a la producciéon normal de huevo. Para entender cémo
la muda forzada redujo la mortalidad de las aves infectadas, examinamos la
distribucion del receptor del virus de Influenza Aviar en el oviducto de gallinas
sujetas a muda forzada. Evaluamos si los cambios en el tracto reproductivo
causado por la muda forzada disminuyen la expresion del receptor especifico
en la membrana celular. La presencia de receptores especificos determina
la susceptibilidad del hospedador al virus de Influenza. Utilizamos la técnica
de inmunofluorescencia con la lectina Maackia amurensis para identificar
la presencia del receptor viral en cortes histolégicos de oviductos de aves
en produccion y en oviductos de aves con muda forzada. Los resultados
mostraron la presencia y distribucién de los receptores a Influenza Aviar.
Observamos una fuerte sefial de los receptores en los cortes histolégicos de
los oviductos de aves en produccién. Por el contrario, la sefial fue baja en los
oviductos de aves sometidas a muda. Estos resultados demuestran una dis-
minucion en el nimero de receptores de aves sometidas a muda forzada. La
falta de receptores afecta la infeccién vy la replicacion del virus, asf como los
dafios inducidos por el virus en el oviducto, lo que podria ayudar a explicar
la observacién en el campo de que las aves infectadas con Influenza Aviar y
sometidas a muda forzada sobreviven méas que las aves a las que no se les
somete a muda.

Palabras clave: influenza aviar, inmunofluorescencia, muda forzada, oviducto, pelecha,
produccién de huevo.
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Introduccién

El 21 de junio de 2012, las autoridades mexicanas reportaron la presencia del virus
de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP) subtipo H7N3 en tres granjas de
ponedoras comerciales en el estado de Jalisco, México. Las aves afectadas mostra-
ron signos clinicos como plumas erizadas, letargo, anorexia, postracion, depresion y
muerte aguda.' Las edades de las aves infectadas fluctuaron entre las 32, 72, 75,
84 y 94 semanas de edad. Para prevenir la diseminacion de la enfermedad, las au-
toridades sanitarias implementaron la cuarentena, la restriccion de los movimientos
tanto de los productos como de los subproductos en la zona donde se identificaron
los brotes. Se inici6 la vigilancia epidemioldgica para determinar la diseminacion
viral, el sacrificio humanitario de las aves sobrevivientes de las granjas afectadas y
la desinfeccién de areas o establecimientos infectados.?

A pesar de las medidas implementadas, el virus continué diseminandose en
diferentes granjas avicolas de la zona, asi como en dos estados méas de la Republi-
ca Mexicana.” La infeccién afecté de manera importante a gallinas ponedoras, re-
productores, y aunque en forma escasa, a granjas productoras de pollo de engorda.
En el caso de ponedoras, y tras la implementacion de la vacunacion, las parvadas
vacunadas e infectadas presentaban mortalidad baja, sin embargo, el impacto méas
negativo del virus, fue en los porcentajes de produccion gallina-dia, los cuales, una
vez que descendian, no se recuperaban. El huevo presentaba mala calidad interna
y externa, y estaba deforme.” El primer paso para que el virus de Influenza infecte
y se propague con éxito dentro de un huésped, es la unién de la Hemaglutinina
(HA) a los receptores de superficie en la célula huésped, esta interaccion ocurre
con una afinidad y especificidad significativas.>® La presencia de receptores del
virus de influenza en los érganos de las aves es vital para el éxito de la infeccion
por el virus de influenza.>’

En Jalisco, ademés de las medidas implementadas y ante el desafio de ase-
gurar el flujo de comercializacion del huevo, un producto de la canasta basica del
mexicano, se tomaron medidas de manejo como la muda forzada en aves de
zonas cuarentenadas.® La muda forzada implica disminuir la ingesta calérica y la
cantidad de horas luz a la que se exponen los animales para detener la produccién
de huevo. Con estos manejos, el tracto reproductor se rejuvenece y nuevamente
vuelve a producir huevos.?

Los productores de huevos comerciales utilizan la muda para optimizar y sin-
cronizar sus parvadas de ponedoras. Histéricamente, las aves ponedoras producian
durante un ciclo de postura y se les sacrificaba'?; con la muda forzada, las aves
ponedoras pueden tener un segundo ciclo de produccién, ponen un huevo més
grande y con un cascaron mds resistente en comparacién con los huevos produci-
dos en el primer ciclo.

Grupos de aves vacunadas que comenzaron a experimentar mortalidad, de
inmediato fueron sometidos a muda forzada; tanto la mortalidad como la produc-
cion de huevos se detuvieron. Después se volvié a estimular la produccion v la tasa
de produccién de huevos de gallina-dia aumenté hasta 90 %, a diferencia de la
alta tasa de mortalidad que continué en las parvadas vacunadas que iniciaron con
mortalidad y no se sometieron a muda forzada, mostrando una tasa de produccion
de huevos gallina-dia de 50 % o menos (comunicacion personal del Dr. Ramon
Lopez). La muda forzada también evit6 las deformidades de los huevos y preservd
su calidad interna y externa.


http://veterinariamexico.unam.mx/
http://veterinariamexico.unam.mx/
http://veterinariamexico.unam.mx/index.php/vet/article/view/416

Oa
http://veterinariamexico.unam.mx La muda forzada y la infeccién con influenza aviar Nota de Investigacion W 2 / 9

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.4.41.416
Vol. 41 No. 11 Enero-Marzo 12017

La muda forzada es una préctica controversial debido a la percepcion que se
tiene en relacién con los métodos para producirla. Esta practica puede realizarse
con manejos adecuados de cuidado animal que son minimamente estresantes
para las aves, con lo que se promueve con éxito la produccion de huevos en si-
tuaciones de emergencia, como lo sucedido durante el brote de HPAI en México.
Nuestro objetivo fue explicar por qué las aves infectadas con HPAI sometidas a
muda forzada tuvieron tasas de mortalidad més bajas que las no sometidas a
muda forzada.

Nuestra hipotesis fue que la muda forzada provocd atrofia fisioldgica del apa-
rato reproductivo del ave, lo que generé cambios en la densidad de receptores
para el virus de la Influenza Aviar (IA) en el revestimiento del tracto reproductivo de
las aves, lo que las protegié de la infeccion por el virus de la IAAP. Para demostrar
esta hipdtesis, determinamos si los cambios del tracto reproductor causados por la
muda forzada provocaban una disminucién en la expresion del receptor especifico
al virus de IA. Tales efectos prevendrian la infeccién v la replicacién con el virus de
IAAP, esto permitirfa a las aves alcanzar sus tasas de produccién éptimas sin afectar
la calidad interna y externa de los huevos.

Materiales y métodos

Coleccién de muestras

Para asegurar la ausencia de infeccién de IA en las parvadas de las que se ob-
tuvieron las muestras para esta nota, todas las aves tanto en produccién como
las inducidas a muda forzada, se obtuvieron del estado de Nuevo Ledn, estado
identificado oficialmente como libre a IA tanto de baja patogenicidad como de alta
patogenicidad de los subtipos HSN2 y H7N3 presentes en México. !

Se obtuvo un grupo de 20 aves ponedoras sanas de 30 semanas de edad
de la estirpe Bovans White en produccién, denominado en lo sucesivo grupo en
produccién. Se les sacrificd de forma humanitaria con autorizacion del encargado
de la granja,'? y se les realiz6 la necropsia. Se recuper el oviducto de cada una.
Se obtuvieron cortes de la regién del magnum y del Utero, que se incluyeron en
solucién de formalina buferada al 10 9% para su posterior procesamiento. Solo se
tomaron muestras de estas dos regiones, porque observamos que las ponedoras
infectadas por el virus de IAAP H7N3 producian huevos con mala calidad de albu-
minas (magnum) y mala calidad de mineralizacién (ttero).!?

Un segundo grupo, de aves en muda forzada, incluyé aves sanas de la estirpe
Bovans White que concluyeron su primer ciclo de produccion y a las que se les
indujo a muda forzada (70 semanas de edad). Se seleccionaron 20 aves y se les
practicé el sacrificio humanitario con autorizacién del encargado de la granja.'? Se
realizd la necropsia y se recuperaron los oviductos. Por la atrofia de los oviductos,
las regiones de estos drganos no se pudieron diferenciar. Por esta razdn, se obtu-
vieron cortes a diferentes distancias, que se incluyeron en solucion de formalina
buferada al 10 % para su posterior procesamiento.

Tincion de hematoxilina-eosina (HE)
Para visualizar las estructuras que forman las diferentes regiones de los oviductos
y sus diferencias entre aves en produccién y aves en muda forzada, los oviductos
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de ambos grupos de aves de acuerdo con los protocolos establecidos se tifieron
con HE.®

Ensayo de Immunofluorescencia (IF)

Para demostrar la presencia del receptor de IA, acoplamos al fluoréforo FITC (M
1061-50F) (US Biological Life Science, México) '* la lectina de Maackia amurensis
(MAA), que reconoce especificamente el &cido sidlico en una conformacion a2-3.
Las muestras fijadas en formalina las incluimos en parafina y, a partir de este ma-
terial, obtuvimos cortes de 3 pm de grosor y las colocamos en portaobjetos carga-
dos positivamente (Klingon HIER Slides, Biocare Medical, México). Mantuvimos los
portaobjetos a 57 °C por dos horas. Desparafinamos las secciones mediante una
incubacion en xilol durante 15 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se
rehidrataron mediante una serie graduada de etanol y agua. Después de la hidra-
tacion, las expusimos al antigeno de recuperacion con 1X DIVA Decloaker (Biocare
Medical, México) en una olla a presion durante 10 minutos.

Incubamos los portaobjetos durante la noche a 4 °C con FITC-MAA, que reco-
noce &cido sidlico a2-3, diluido 1:1000 en Da Vinci Green Diluent buffer (Biocare
Medical, México). Los lavamos tres veces con 1X de PBS. Incubamos de nuevo los
portaobjetos, ahora por 20 minutos con 4'-6-diamidino-2-phenylindole dihydro-
chloride (DAPI) (DAPI; Sigma-Chemical, México) para tefiir el nucleo celular.

Preparamos los portaobjetos con medio de montaje VECTASHIELD® (Labo-
ratorios Vector, México) y los examinamos con un microscopio confocal Leica TCS
SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Para los controles negativos, reem-
plazamos la lectina MAA con 1X PBS y acoplamos un segundo anticuerpo al fluo-
réforo FITC (Alexa 488, Invitrogen, México).

Resultados y discusioén

Los datos reportados a continuacion los encontramos en todos los oviductos de
las aves del estudio. En los cortes histolégicos del grupo en produccién, la mucosa
del magnum presento epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado. Por debajo del
epitelio, observamos glandulas tubulares secretoras con ntcleos picnéticos basales
y un citoplasma ocupado con granulos aciddfilos (figura 1A). En el Utero, la mucosa
presentaba un epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado y por debajo una canti-
dad abundante de glandulas de la céscara (figura 1B).

En los oviductos del grupo de muda forzada, notamos atrofia moderada carac-
terizada por pliegues de la mucosa pequefios y estrechos. El revestimiento epitelial
disminuy6 de tamafio, el material secretor en el citoplasma fue minimo y solo
hallamos unas pocas células caliciformes. En la porcion glandular, detectamos glén-
dulas escasas y poco desarrolladas caracterizadas por ntcleos redondos eucromé-
ticos con pequenias cantidades de citoplasma, y una cantidad moderada de tejido
conectivo (figuras1C y 1D). Los resultados descritos anteriormente son consistentes
con los resultados reportados por Eroschenko y Wilson. >

En la inmunofluorescencia, detectamos abundante expresion del receptor del
virus de IA en las dreas apicales de las células de la mucosa del epitelio, en las
células epiteliales de los ductos glandulares de las regiones de magnum y de Utero
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Figural.A. Fotograffa de corte histoldgico de la region de magnum de gallinas sanas en produccion. La mucosa presenta epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado (1), por
debajo del epitelio, observamos gléndulas tubulares secretoras con nticleos picnéticos basales y un citoplasma ocupado con gréanulos aciddfilos . Tincién HE. Barra: 50 pm
B. Fotografia de un corte histoldgico de la region del ttero de gallinas sanas en produccién. L a mucosa (flecha) presentaba un epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado
y por debajo una cantidad abundante de gldndulas de la cascara con nticleos activos. Tincion HE. Barra: 200 um. C. Fotografia de un corte histolégico de oviducto de gallinas
sanas, sometidas a muda forzada. Se observa atrofia de la mucosa, caracterizada por pliegues de la mucosa pequerios y estrechos (flecha). Tincién HE. Barra: 500 pm.
D. Fotografia de un corte histoldgico de oviducto de gallinas sanas, sometidas a muda forzada. Se observa hiposecrecion en revestimiento epitelial (cabeza de flecha).
En la porcién glandular detectamos glandulas escasas y poco desarrolladas (asterisco). Tincion HE. Barra: 50 pm.
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del oviducto del grupo de aves en produccion (figuras 2A y 2B). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Wang et al.!®

En los oviductos de aves sometidas a muda forzada, hallamos una disminu-
cion de la intensidad de la sefial del receptor al virus de IA en comparacion con la
sefal en los oviductos de las aves en produccion. Este fenomeno puede explicarse
por la atrofia de este drgano como consecuencia de la muda forzada (figura 2C).
La presencia de receptores en las células epiteliales de los conductos glandulares
es la clave para la infeccion del tracto reproductivo por la viremia que sufre el virus
de IA. Wang et al'® realizaron un andlisis de regresién lineal y mostraron que el
coeficiente de correlacion entre la presencia de receptores del virus de 1Ay la carga
viral fue 0.9 con una pendiente de 3.5, lo que indica que estas variables estan
fuertemente asociadas.

En conjunto, las pruebas presentadas por Wang et al'® y nuestros resultados,
sugieren que en aves sometidas a muda forzada, el virus de la IA no es capaz de
replicarse en el tracto reproductivo o se replica escasamente. Por lo tanto, en las
aves sometidas a muda forzada, su carga viral fue baja, secundaria a la falta de
receptores en su tracto reproductivo, lo que les permitié que los anticuerpos esti-
mulados por la vacunacién previa evitaran el dafio en el oviducto y en la calidad
del huevo. Estos resultados contrastan con los datos obtenidos para las aves que
fueron vacunadas pero que no fueron sometidas a muda forzada. Garcia et al'’
evaluaron la concentracion antigénica de las vacunas emulsionadas, utilizadas para
vacunar a las aves contra esta infeccion, y mostraron la importancia de la carga
antigénica para inducir una inmunidad adecuada en los desafios de campo. Una
pregunta que queda pendiente de contestar es

{qué cantidad de antigeno de IAAP es necesario para causar dafio al tracto
reproductivo de las aves vacunadas sujetas a muda forzada?.

No podemos concluir definitivamente que nuestra hipotesis es correcta, se
necesitan mas investigaciones. Especificamente, el siguiente paso obvio en la prue-
ba de nuestra hipétesis seria la infecciéon controlada de la IA en aves sometidas a
muda. Ademds, otra variable importante a evaluar es el nimero de dosis de vacu-
nacion gue se necesitan para reducir el nivel de excrecién viral de aves vacunadas
sometidas a muda forzada e infectadas con IA bajo condiciones controladas.

Conclusién

Nuestros resultados mostraron que la muda forzada disminuyo la presencia y dis-
tribuciéndel receptor del virus de Influenza Aviar en los oviductos de gallinas pone-
doras. Estos resultados sugieren que un método para contrarrestar las infecciones
ocasionadas por el virus de Influenza Aviar en gallinas en riesgo de exposicion viral,
es implementar la muda forzada, tal como se llevo a cabo en la zona de cuarentena
de México durante el brote de IAAP en el verano de 2012.
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A. Se observa abundante expresion del receptor del virus de 1A, marcado con fluorescencia verde manzana en las édreas apicales de las células de la mucosa
del epitelio de la region del Utero de oviductos de gallinas sanas en produccion. Barra 100 pm. B. Receptores al virus de influenza (flechas), marcados por fluorescencia
verde manzana, localizados en las células epiteliales de los ductos glandulares de la region de magnum del oviducto del grupo de aves sanas en produccion. Barra:
100 pm. C. Corte histoldgico de aves sanas sometidas a muda forzada. El receptor del virus de influenza, marcado con fluorescencia verde manzana, se observa en la
regién apical del epitelio de la mucosa; la intensidad de la fluorescencia es baja en intensidad a lo mostrado en la Figura 2A y 2B. Barr: 100 pm.
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During the 2012 highly pathogenic avian influenza outbreak in Mexico caused
by the H7N3 subtype, infection led to the death of approximately 22 million
laying hens. Thus, poultry farmers were faced with a challenge to ensure the
continued commercial flow of eggs. In addition to implementing established
sanitary protocols and vaccination programs, forced moulting management
was utilized in the affected areas. This strategy guaranteed the maintenance
of egg production in the quarantined areas by decreasing the mortality of
the infected flock while re-stimulating egg production. To understand how
forced moulting reduced mortality of the infected birds, we examined the
distribution of the avian influenza receptor in the oviduct of hens subjected
to forced moulting. We tested if changes in the reproductive tract caused by
forced moulting generated a decrease in the expression of the specific virus
receptor in the cell membranes. Host susceptibility to the influenza virus was
determined by the presence of these specific receptors. We utilized immuno-
fluorescence of the Maackia amurensis lectin to identify the presence of the
virus receptor in histological sections of the oviducts of birds in egg produc-
tion and birds undergoing forced moulting. The results showed the presence
and distribution of the receptors for avian influenza. A strong signal of the re-
ceptor was observed in the histological sections of the oviducts of birds in egg
production. Conversely, the signal was low in the oviducts of birds undergoing
forced moulting. These results demonstrate a decrease in the number of re-
ceptors of birds subjected to forced moulting. A lack of receptors would affect
virus infection and replication as well as virus-induced damage in the oviduct,
which may help explain the observation in the field that birds infected with
avian influenza and subjected to forced moulting have decreased mortality.

Keywords: avian influenza, immunofluorescence, forced moulting, oviduct, egg production.

Introduction

OnJune 21, 2012, Mexico officially reported the presence of the highly pathogenic
avian influenza (HPAI) virus subtype H7N3 in three commercial egg laying farms
in the state of Jalisco. The affected birds showed clinical signs of ruffled feathers,
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lethargy, anorexia, prostration, depression, and acute death.! The ages of the in-
fected birds were 32, 72, 75, 84, and 94 weeks. To prevent the dissemination of
the disease, health authorities implemented a quarantine, restricting the move-
ment of both products and by-products to and from the areas where the outbreaks
were identified. They also initiated epidemiological surveillance to determine viral
dissemination, humane slaughter of the surviving birds from the affected farms,
and disinfection of infected areas or establishments.? Despite these implement-
ed measures, the virus continued to disseminate to different poultry farms in the
area and two additional states of Mexico.” The infection significantly affected laying
and breeding hens but had limited effects on farms producing broilers. Following
the implementation of vaccination, the infected flocks of vaccinated laying hens
exhibited decreased mortality. However, the virus's most significant impact was on
the hen-day-egg production rates, which did not recover after their initial descent.
Additionally, eggs exhibited poor internal and external qualities and deformities.”
A first step for influenza virus to successfully infect and propagate within a host
is the binding of hemagglutinin (HA) to surface receptors in the host cell, which
occur with significant affinity and specificity.© Thus, the presence of influenza virus
receptors in the organs of birds is vital to the success of influenza virus infection.>”’

In addition to the sanitary measures implemented in Jalisco, the forced moult-
ing of birds was performed in the quarantined areas to further ensure the flow
of eggs in the market, as eggs are considered a staple food in Mexico.? Forced
moulting involves decreasing the caloric intake and amount of daylight animals are
exposed to in order to first stop egg production; afterwards, the reproductive track
is rejuvenated and again begins to produce eggs.” Commercial egg producers use
moulting to optimize and synchronize their layer flocks. Historically, laying birds
have been produced for one laying cycle and then subsequently culled'?; with
forced moulting, laying birds are used for a second production cycle that produces
a larger egg with a more resistant shell compared to the eggs produced on the
first cycle.

Groups of vaccinated birds that were beginning to experience increased mortal-
ity were immediately subjected to forced moulting; egg production was stimulated
and the rate of hen-day-egg production increased up to 90 percent. In contrast,
the high mortality rate continued in the vaccinated flocks that became infected and
were not subjected to forced moulting, showing a hen-day-egg production rate of
50 percent or less (personal communication of Dr. Ramon Lépez). Forced moulting
also prevented egg deformities and preserved egg quality.

Despite the controversy behind forced moulting secondary to public percep-
tions of the production methods, this practice can be performed with proper animal
care parameters that are minimally stressful to the birds while successfully pro-
moting egg production, as observed during emergency situations, such as the last
HPAI outbreak in Mexico, and ensure the commercial egg supply. We aimed to ex-
plain why HPAI infected birds undergoing forced moulting had lower mortality rates
than birds not subjected to forced moulting. We hypothesized that forced moulting
provoked physiological atrophy of the reproductive system, causing changes (i.e.,
receptor density for the avian influenza (Al) virus) in the lining of the reproductive
tract of the birds that protected them from HPAI virus infection. To test this hypoth-
esis, we determined if changes in the reproductive tracts of laying hens caused by
forced moulting provoked a decrease in the expression of the specific receptor for
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the Al virus. Such effects would prevent infection and replication with HPAI, allowing
birds to reach their optimal production rates without affecting internal and external
egg qualities.

Materials and methods

Sample collection

To ensure the absence of Al infection in the flocks from which samples for this
study were obtained, all birds in either production or induced into forced moulting
were obtained from the State of Nuevo Leon, Mexico, which was officially identified
as free of both the low pathogenic and high pathogenic HSN2 and H7N3 subtypes
of AT A group of 20 healthy laying hens aged 30 weeks from the Bovans White
line was obtained (henceforth referred to as the production group). The hens were
euthanized with the permission of the farm manager,'? and necropsies were per-
formed. The oviduct was isolated from each hen. Sections of the magnum region
and the uterus were obtained and placed in a 10 % buffered formalin solution for
processing. Samples were collected from these two regions because we observed
that vaccinated and HPAI H7N3 infected laying hens produced eggs with poor
albumin content (performed in the magnum) and mineralization (performed in
the uterus).'® In a second group (henceforth referred to as the forced moulting
group), a flock of healthy birds from the Bovans White line (75 weeks old) that had
completed their first production cycle were induced into forced moulting. Twenty
birds were randomly selected and euthanized with the permission of the farm
manager.'? Necropsies were performed, and the oviducts were recovered. The
regions that comprised the organs could not be differentiated because they were
atrophic. Therefore, sections were obtained at different distances and placed in a
10 % buffered formalin solution for processing.

Haematoxylin and Eosin (HE) Staining

To visualize the structures forming the different regions of the oviduct and the
structural differences between birds in production and birds in forced moulting,
HE staining was performed on the oviducts of both groups of birds according to
standard protocols.'?

Immunofluorescence (IF) Assays

To demonstrate the presence of the Al receptor, Maackia amurensis lectin (MAA),
which specifically recognizes sialic acid in an a2-3 conformation, was coupled to
the FITC fluorophore (M1062-50F); US Biological Life Science, Mexico.'# The sam-
ples of the oviduct tissue were fixed in formalin and embedded in paraffin. Sections
with 3 mm thickness were obtained and placed on positively charged slides (Kling-
on HIER Slides, Biocare Medical, Mexico). The slides were maintained at 57 °C for
2 hours. The sections were deparaffinized, incubated in xylol for 15 minutes at
room temperature, and then rehydrated in a graduated series of ethanol and wa-
ter. Following hydration, antigen retrieval was performed with 1X DIVA Decloaker
(Biocare Medical, Mexico) in a pressure cooker for 10 minutes. The slides were
incubated overnight at 4 °C with FITC-MAA, which specifically recognizes sialic acid
a2-3, diluted 1:1000 in Da Vinci Green Diluent buffer (Biocare Medical, Mexico).


http://veterinariamexico.unam.mx/
http://veterinariamexico.unam.mx/
http://veterinariamexico.unam.mx/index.php/vet/article/view/416

0a
http://veterinariamexico.unam.mx Forced moulting mitigates avian influenza infection Short communication W ¢ / 9

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.4.41.416
Vol. 4 1No. 11 January-March 12017

Three washes were performed with 1X PBS. The slides were then incubated for
20 min with 4-6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI; Sigma-Chem-
ical, Mexico) to stain cell nuclei. The slides were prepared with VECTASHIELD®
mounting medium (Vector Laboratories, Mexico) and then examined with a Leica
TCS SP5 confocal laser microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). For
the negative controls, MAA lecithin was replaced with 1X PBS and a secondary
antibody coupled to the FITC fluorophore (Alexa 488, Invitrogen, Mexico).

Results and discussion

The data reported below was found in the oviducts of birds in this study. In the his-
tological sections from the production group, the magnum mucosa was lined with
a ciliated pseudostratified cylindrical epithelium. Underneath the epithelium, we
observed tubular secretory glands with basal pyknotic nuclei and a cytoplasm occu-
pied by acidophilic granules (Figure 14). In the uterus, the mucosa was lined with a
ciliated pseudostratified cylindrical epithelium that overlaid an abundant amount of
eggshell glands (Figure 1B).

Moderate atrophy characterized by folds of the small and narrow mucosa was
observed in the oviducts of the forced moulting group. The epithelial lining was
decreased in size, the secretory material in the cytoplasm was minimal, and only
a few caliciform cells were observed. In the glandular portion, scarce and poorly
developed glands characterized by round, euchromatic nuclei with small amounts
of cytoplasm were detected; a moderate amount of connective tissue was also
observed (Figures 1C and 1D). The results described above are consistent with the
results reported by Eroschenko and Wilson. !>

In the immunofluorescence assay, we detected abundant expression of the
Al virus receptor in the apical areas of the cells of the mucosal epithelium, in the
epithelial cells of the glandular ducts of the magnum regions and in the uterus of
the oviduct of the birds in production (Figures 2A and 2B). These results agreed with
the results obtained by Wang et al.'® In the oviducts of birds subjected to forced
moulting, a decreased signal intensity of the Al virus receptor was observed com-
pared to the signal in the oviducts of birds in production. This phenomenon may
be explained by the atrophy of this organ as a consequence of forced moulting
(Figure 2C). The presence of Al virus receptors causes host cells to be susceptible
to infection and thus plays an important role in viral pathogenesis. The presence of
receptors in the epithelial cells of the glandular ducts is key for the infection of the
reproductive tract and contributes to Al viremia. Wang et al.'® performed a linear
regression analysis and showed that the correlation coefficient between the pres-
ence of Al virus receptors and the viral load was 0.9 with a slope of 3.5, indicating
that these variables are strongly associated. Together, the evidence presented by
Wang et al.'® and our results suggest that in birds subjected to forced moulting,
the Al virus is not able to replicate in the reproductive tract. Therefore, the viral
load was low in birds subjected to forced moulting, secondary to the low presence
of receptors in their reproductive tract, allowing that the antibodies stimulated by
the previous vaccination prevented damage in the oviduct and in the quality of
the egg.
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Figure 1. A. Photograph of a histological section of the magnum region of healthy hens in production. The mucosa was lined with a ciliated pseudostratified cylindrical
epithelium (1) on top of tubular secretory glands (2) with basal, pyknotic nuclei and a cytoplasm occupied by acidophilic granules. HE staining. Bar: 50 pm.
B. Photograph of a histological section of the uterus region of healthy hens in production. Mucosa (arrow) was formed by a ciliated pseudostratified cylindrical
epithelium and a glandular epithelium containing a significant quantity of cells with active nuclei. HE staining. Bar: 200 pm. C. Photograph of a histological section of
the oviduct from a hen in forced moulting. Severe mucosal atrophy is observed, which is characterized by small and narrow folds (arrows). HE staining. Bar: 500 pm.
D. Photograph of a histological section of the oviduct of a hen in forced moulting. Hyposecretion of the epithelial lining (arrowhead) and scarce glands in the regenerative
phase (asterisk) are observed. HE staining. Bar: 50 pm.
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A. Abundant amount of influenza-like receptors, labelled with apple-green fluorescence, on the apical region of the ciliated cylindrical pseudostratified
epithelium of the uterine region of healthy hens in production. Bar: 100 pm. B. Influenza-like receptors (arrows), marked by apple-green fluorescence, located on the
epithelial cells of the glandular ducts of the magnum region of healthy hens in production. Bar: 100 pm C. Histological section of birds in forced moulting. The influenza
virus receptor, labelled with apple-green fluorescence, is localized in the apical area of the mucosal epithelium; the fluorescence intensity is lower than the intensities
shown in Figures 2A and 2B. Bar: 100 pm.
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This result is in contrast to data obtained for birds that were vaccinated but
were not subjected to forced moulting. Garcia et al.!/ evaluated the antigenic con-
centration of emulsified vaccines and showed the importance of the antigenic load
for inducing adequate immunity in field challenges. One question that remains is
how much HPAI antigen is necessary to cause damage to the reproductive tract of
vaccinated birds subject to forced moulting.

Currently, we cannot conclude definitively that our hypothesis is correct, and
further research is needed. Specifically, a next obvious step in testing our hypoth-
esis would be controlled Al infection in birds undergoing forced moulting. Further-
more, another important variable to test is the number of doses of vaccination that
are needed to reduce the level of viral shedding from vaccinated birds subjected to
forced moulting and infected with Al under controlled conditions.

Conclusion

Our results showed that forced moulting decreased the presence and distribution
of the receptor for avian influenza in the oviducts of laying hens. These results
suggest that one method to counteract the risk of infection of laying hens exposed
to avian influenza virus, is to implement forced moulting as was performed in the
quarantine zone of Mexico, during the HPAI outbreak in the summer of 2012.
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