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RBSUHEH 

LOPBZ ALCAHTARA, IRKA PATRICIA. Co•paración de los titulas 
obtenidos por inhibición de beaoaglutinación para enfer.edad 
da 11_,.stle a partir de 11Uestras de sangre absorbida en 
papel filtro y de suero • IV Sellinario de Titulación en el 
Area de : Aves. (bajo la supervisión de: KVZ Alejandro Banda 
castro , ll1IZ Odette Urquiza Bravo y TBC Juan Merino). 

Se vacunaron veintiocho pollos de engorda coaerciales de 

quince dias de edad con vacuna cepa Lll Sota atenuada 

administrada por via ocular y siaulténeaaente vacuna 

eaulsionada inactivada cepa La Sota por via subcutánea, y se 

revacunó a los 21 dias de edad. Las aves se muestrearon 

semanal•ente en tres ocasiones para la obtención de suero y 

siaultáneaaente, se obtuvieron auestras de sangre completa 

con papel filtro. Se determinó el titulo de anticuerpos de 

Babas auestras por la técnica beta de inhibición de la 

hemoaglutinación (IH) utilizando cuatro y ocho unidades 

hemoaglutinantes del virus de EHC. LOe titulas de IH se 

expresaron en logaritao base dos, se compararon aedias 

geoaétricas, se realizaron pruebas de correlación y regresión 

lineal simples y pruebas de hipótesis para la diferencia 

entre medias. se observaron diferencias aarcadas entre las 

•edias de los titulas obtenidos con suero y sangre absorbida 

en papel filtro. Se obeervó una correlación baja entre los 

titulas obtenidos de ambas muestras. 
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INTRODUCCIOll 

La enfermedad de Newcastle (ENC) es un padecimiento, da 

origen infeccioso de las aves, ocaeionado por un virus del 

género Paramixovirus-1, que se caracteriza por presentar un 

cuadro clinico con signos respiratorios, digestivos y 

nerviosos. Afecta significativamente a la avicultura ya qua 

causa condderablea pérdidas aconó•ica11 por la mortalidad y 

una disminución importante en los par4metroa productivos 

(13,15,18). 

El virus de EMC paseé en su cubierta enzimas neurlllllinidasas 

que le confieren la capacidad de he90aglutinar y permiten su 

identificación en el laboratorio. (1,2). 

Laa cepas del virua de l!!llC inducen la producción de 

anticuerpos en avaa. Loe antigenoa asociados a la envoltura 

inducen la formación de anticuerpos neutralizantea e 

inhibidorea de la he90aglutinación. Los anticuerpos 

nautralizantes son los que incapacitan sl virus para infectar 

a pollos, eabriones y cultivos celulares. Estos aparecen en 

el suero entre seis y diez días después de la infección y 

alcanzan sus niveles máximos a laa tres o cuatro seaanas 

(2,13) 

BXiste controversia acerca de la relación entre loa niveles 

de anticuerpos séricos y la resistencia de las aves a la 

enfermedad, ya que se pueden encontrar aves que a pesar de 
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tener altos titules de anticuerpos inhibidores de la 

hemoaglutinación, resultan afectadas por ENC, mientras que 

aves con bajos titules sobreviven al desafio (13). 

Las parvada• que poseen titules de anticuerpos por IH 

superiores a 5 Log2 est4n protegidas contra un virus patógeno 

de caapo y la producción de huevo no se ve afectada si estos 

niveles son JaByores de 7 Log2 (7,16). Loa titules mayores de 

4 I.092 confieren protección (10). 

Kediants la inoculación subcutlinea con emulsión en aceite y 

una vacunación con virus vivo (Bl) en aeper•ión o instilada 

en el •aco conjuntival, los pollos muestran una tasa de 

anticuerpos IH a6rico• de aproxi_d ... nte 6 LocJ.2 hasta las 

ochoªª"""ªª post-vacunación (16,17). 

Por otra parte, un aspecto importante dentro de la producción 

avícola, es el conocimiento del estado inmunológico de las 

aves para ENC mediante el uso de pruebas de inhibición de la 

he11<>aglutinación (IH), ya que constituyen un método de 

diagnóstico y permiten la evaluación de los programas de 

vacunación (9). 

Los programas a gran escala para la determinación del estado 

inmunológico de las parvadas mediante IH, presentan problemas 

relacionados con la recolección, manejo, transporte y 

procesamientó de un elevado nlllnero de muestras. Algunos 
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autores reportan que la recolección de sangre completa con 

papel filtro, presenta mayores ventajas en los aspectos antes 

mencionados, en co•paración con el manejo del suero (9). 

Este método 

obtención de 

ofrece algunas ventajas con respecto a la 

suero, coao es la facilidad de obtención, una 

118nor posibilidad de contaminación bacteriana, economía y 

facilidad de transporte lo que permite que el dueño de la 

granja o el casetero obtenga sus propias muestras. En el 

laboratorio no se requiere de equipo especial, ya que se 

trabaja de aanera similar al suero (5,9). 

La recolección de sangre completa mediante papel filtro, se 

ha aplicado para el diagnóstico de algunas enfer.edadas 

aviares co-.o enferaedad de Newcastle por inhibición de la 

he-.oaglutinación (4,6,B). Para influeza aviar por inhibición 

de la he-.oaglutinación ( 9) • En EL ISA se a aplicado para 

cólera aviar y para Bronquitis infecciosa (3,12). 

La prueba de IH en microtécnica también se ha utilizado con 

muestras de sangre obtenidas con papel filtro para el 

serodiagnóstico de la enfermedad hemorrágica viral de los 

conejos ( 11). 

El presente trabajo tiene la finalidad de comparar y evaluar 

los resultados obtenidos mediante la microtécnica de 

Inhibición de la Hemoaglutinación (HI) para la enfermedad de 
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Newcastle con suero y con la recolección de sangre completa 

con papel filtro. 
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BJ:PO'l'BSIS 

Los titulas de anticuerpos por IH contra la enfermedad da 

N-castle son si•ilares si se obtienen a partir de •uastras 

de suero y da sanqre completa en pepal filtro. 



? 

OBJ1!TI1/0S 

l.- Obtener y correlacionar los titulas de inhibición de la 

h8110aglutinación para ENC en sangre coapleta absorbida en 

papel filtro y suero. 
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MATEIUAL Y METODOS 

se vacunaron veintiocho pollos de engorda comerciales de 

quince dias de edad de acuerdo al siguiente esquema: 

la vacunación con vacuna cepa La sota atenuada por via ocular 

0.03 •l y simult6nea11&nte vacuna inactivada emulsionada cepa 

LB sota o.5 •l por via subcut6nea en la parte posterior del 

cuello. 

2a vacunación ocho dias después con cepa La Sota inactivada 

811Ulsionada o. 5 •l por via eubcut6nea en la parte posterior 

del cuello. 

Las aves se 11antuvieron en piso dentro de una unidad de 

aislamiento del OPA: Aves y se lee proporcionó aq'1a y 

ali.llanto a libra acceso. 

Las tres s...,nas siguientes a la dltima vacunación, se 

BUestrearon a las aves, obteniéndose aproxi•adamente 3 ml. 

de sangre en tubos de ensaye, se permitió la fonaación del 

co6gulo, los sueros se centrifugaron a 2000 rpm por diez 

minutos y se inactivaron a 56 ·e por 30 minutos. 

ss cortaron tiras de papel filtro de fabricación nacional 

S-917 de 1.3 cms de ancho por 10 cms. de largo • 



9 

HU OUil 
B\6LIOlECA 

Para la obtención de las muestras de sangre con papel filtro, 

se puncionó con una aguja hipodérmica la vena braquial y se 

absorbió la sangre e~ un extremo del papel, saturando 4cm de 

la tira. Las tiras se dejaron secar a temperatura ambiente. 

De cada tira se cortaron cuatro discos de 4.7 ..., de di6metro 

con un perforador de papel y se colocaron dos discos en cada 

pozo de microplacas de 96 pocillos de fondo redondo 

conteniendo 0.2 ml de solución salina con fosfatos (PBS) pH 

7.2. Se agitó durante 20 minutos y se tomaron o.os ml de un 

pozo para realizar la técnica beta de inhibición de la 

heaoaglutinación a los 30 minutos de haber toaado las 

muestras ( 6) • El otro par de discos se alaacenó a 4 • C para 

realizar la prueba de IH 24 horas después de que se obtuvo la 

muestra a 

se ha establecido que mediante este lavado se obtiene una 

dilución inicial de 1:10 de suero (9,13). 

Posteriormente, se transfirieron o.os al. de suero y del 

lavado del papel filtro a otras aicroplacas para realizar 

la inhibición de la hemoaglutinación por el aétodo beta. 

De los t1tulos obtenidos, se calculó la aedia geométrica de 

acuerdo al método descrito por Brugh en 1978 se expresaron en 

Log2 para la realización de pruebas de correlación, regresión 

lineal simple y diferencia de medias por t-student (8,19). 



10 

RESULTADOS 

Los resultados de seis pruebas (a,b,c,d,e,t) para comparar 

loe tituloe de IH entre suero y papel con cuatro unidades 

hemoaqlutinantes se aueetran en el cuadro 110.1. Las 

diferencias entre las aediae qeoaétricas de loe titulo& de IH 

entre suero y papel estan coaprendidae en un ranqo de -2.41 a 

0.46 Loq2. En solo dos coaparacionee, e) y f), no se 

observaron diferencias eetsdisticas siqnifica~ivae en las 

aedias qe0111étricas (p>0.05). En cuatro coaparacionee (a,b,c 

y d) se observa que los titulos con suero son asyores a los 

obtenidos con papel, excepto en loe incisos e) y f) • Los 

coeficientes de correlación estan en un ranqo de -0.022 a 

0.611. 

Los resultados de seis pruebas para coaparar los títulos de 

IH entre suero y papel utilizando ocho UHA del virus de IDIC, 

se auestran en el cuadro 2. Las diferencias de las aedias 

qeométricae de loe titulo& con suero y papel esttln dentro de 

un ranqo de -2.28 a 0.10 Loq2. En tres coaparacionee a) ,e), 

y f), no se observaron diferencias estadísticas en las aediae 

qeométricas de loe titules de IH (p>0.05). En cuatro 

comparaciones (a,b,c y d) se observa que los titules de suero 

son mayores a loe obtenidos en papel. Loe coeficientes de 

correlación tienen un ranqo de 0.180 a 0.676. 
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DISCUSION. 

En un estudio similar realizado anteriormente at:illzando 10 

UHA y estimando una dilución 1: 20 al ao-- da lmr ei 

papel, se encontró diferencias entre medí-~ da 

0.46 a 1.50 Log2 • En otro estudio llevado a aollo par 1-

mismos autores utilizando 10 UHA y cort- ei ....,..i can 

discos de 4.8 .., encontraron que las dife~ ..tllwieran 

en un rango de -0.2 a 0,1 Log2 y de 105 wbtw ~. 

73 fueron iguales (10). 

En los resultados obtenidos en este estudio - ~ 

•arcadas diferencias entre las medias g~.,.. da 1-

titulos de IH con suero y con sanqre coapleta; - 1-~ 

en donde se utilizaron 4 UHA de ENC, se ot..rw6 .., ir..., da 

variación de -2.41 a o.67 Log2 y en la utill--=im da a .

el rango de variación fué de -2.28 a 0.394 ""92. lo,....., se 

asemeja a lo encontrado por los otros dos i....ti.......... ya 

que las diferencias entre •edias geoaétric- da les Ubll.os 

de IH en suero y papel son -yores en este estmUo (10). 

En pruebas de correlación de otro estadio r-:tiZllllD 

anteriormente , se obtuvieron coeficientes - o.65 a o.e. 

que son más altos si se comparan cap los dll:enidas - el. 

presente estudio (4). 
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En este trabajo, obtuvieron coeficientes de Pearson que 

corresponden a correlaciones bajas (0.022 y o.1ao para cuatro 

y ocho UHA respectivamente) y de correlaciones medias, 

(0.5756 a 0.681 cuatro y ocho UHA respectivamente) este 

~ltiao valor fué el coeficiente más alto obtenido. 

Las diferencias mayores entre las aedias geométricas con 

suero y papel, y las correlaciones menores en co•paración con 

otros trabajos pudieron deberse a la heterogeneidad de 1011 

niveles de anticuerpos de las aves vacunadas. 

Las medias de los titulas de IH obtenidos de las aueetras de 

papel lavadas durante 24 horas son más •levados en 

coaparación con los titulas de las muestras lavadas eola .. nte 

durante 30 ain., lo anterior sUCJiere qua ea lleva a cabo un 

aejor levado de los anticuerpos contenidos en la auestra de 

papel. 

TO•ando en cuenta las ventajas que ofrece el papel filtro en 

la obtención de •uestres, la aplicación de éste método puede 

ser 

como 

adecuada para realizar otras 

afirman Beerd y Brugh, 

pruebas serológicas, tal y 

sin embargo, debido e la 

hemólisis que se observó en las muestras de sangre completa, 

puede ser dificil la aplicación de éste •étodo para pruebas 

de virus-sero neutralización en cultivo de tejidos, debido a 

que dicha hemólisis podría tener efecto tóxico en las 
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células, por lo que se requiere realizar estudios para 

dichas técnicas (10). 

La recolección de muestras de sangre co•pleta en papel filtro 

confiere sensibilidad al realizar la técnica beta de IH, sin 

embargo, las correlaciones de los titulos obtenidas en este 

trabajo, indican que se requiere realizar una estandarización 

co•pleta de la prueba, asi COllO determinar exactamente el 

valor de la dilución inicial al 11<>.anto de proceder al lavado 

del papel filtro en PBS, por lo anterior se recoa1-ílla 

efectuar Jllls pruebas con éste •étodo. 

No se encontró ninguna dificultad para la realización de la 

prueba de inhibición de la he-glutinación con aueatres ele 

sangre 009Pleta en papel filtro y taapoco se o-rvaron 

reecciones de hemoaglutinación por acción inespecifica con el 

suero o el lavado del papel filtro. 
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CUADRO No. 1 

TITULOS DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION 
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE 

POLLOS DE ENGORDA 

CUATRO UNIDADES HE'MOAGLUTINANTES 

DIAS No. TIEMPO SUERO SANGRE DIF. COEF. 
POST- POLLOS HRS. l•l COMP. Log2(bl CORRE L. 
INOC. tal 

al 7 28 o 86.13 42.03 -1.03 0.4379 
b) 7 27 24 219.45 84.06 -1.38 O.S7S6 
e) 14 27 o 376.25 70.68 -2.41 O.S680 
d) 14 28 24 168.06 80.00 -1.07 0.28W 
e) 21 28 o 53.81 74.27 0.46c -0.0220 
f) 21 28 24 62.61 99.96 0.67c 0.6810 

(al TTT\ILOI HI MEDIAS GEOMETIUCAS 
Cbl - DE LA SANGllE co.uTA Elll RBACIOlll AL SUEllO. 
Ccl lllEDIAS ESTADISTlCAllENTE llO ~ CP<0.051 



CUADRO No. 2 

TITULOS DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION 
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE 

POLLOS DE ENGORDA 

OCHO UNIDADEJ; HEMOAGLUTINANTES 

DIAS No. TIEMPO SUERO SANGRE DIF. 
POST· POLLOS HRS. l•l COMP. Log21bl 
INOC. l•I 

a) 7 28 o 46.38 34.47 -0.64c 
b) 7 23 24 220.19 45.27 -2.28 

el 14 28 o 101.59 42.03 -1.26 
d) 14 19 24 104.23 27.77 -1.91 
e) 21 28 o 33.62 36.22 0.108c 
f) 21 28 24 35.33 46.40 0.394c 

la) TTTUl.OS H1 MEDIAS QEOMETlllCAS 
lb) Di U ICIA DE LA SAllGRE ~A EN llEl.ACIOH AL SUERO 
lcl MEDIAS ESTADIS11CAIEllTE NO DW'ElilWJES CP<0.061 

COEF. 
CORRE L. 

0.5904 
0.5565 
0.67li0 
0.2801 
-0.26li0 
0.1800 
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