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arsular 
La prueba del Factor de la Inhilici6n do la 111graci6n de los 

crófages (MIF) se utiliz6 para determinar inmunidad celular en 82 --

muestras de sangre de aves de postura entre las 50 y 51+ semanas de - 

edad, procedentes de la Granja Dxperimental Avícola y Dietario de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia da la U.N .A.14.- Las a--

ves fueron vacunadas al primor día de nacidas contra el virus de la 

enfermedad de Ilarelc. Diez aves Libres de Patógenos Específicos (SPF) 

de la misma edad y sin vacunar, criadas en el Departamento de Virola 

gía e Inmunología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la U.n.1.11., fueron utilizadas corno testigos negativos. 

Las células procedentes del 71.9 % de las aves vacunadas presea 

taren reacción positiva al !UF y, el 28.1 % presentaron reacción ne-

gativa. no se dotermin6 respuesta inmune-celular con las células pra 

cadentes de las aves testigo. 

So consider6 que el virus vacuno...1 fu cetina, de sensibilizar en 

forma específico a los linfocitos "T", indicativa de una respuesta - 

Inmune de tipo celular. 



INTRODUCCION 

La enfermedad de Marek os un padecimiento viral do las aves, --

con una distribución mundial; caracterizada por una rápida difusión 

en la parvada, tumores linfoides en varios drganos y tejidos, paráli 

sis de las patas o do las alas y ceguera (40,24). 

La enfermedad fué identificada por primera vez en los Estados -

Unidos do Norteamérica en 1956 (24,28); y su importancia económica -

en la Industria Avícola de este país llegó a ser considerable en el 

periodo entre 1960 a 1970, donde se reporta que las tasas de mortal, 

dad en las parvadad alcanzaron entre el 25 % al 30 5, y en ocasiones 

hasta un 60 %; ya que además de atacar a gallinas ponedoras, el pro-

blema también se acentuó en el pollo de engorda (4,5,24,28). Subse-

cuentemente al primor reporte en los E.U.A., la enfermedad se propa-

gó a otros países como México (24 28). 

Eh México, Cruz al 	(5) informaron que los decomisos por la - 

enfermedad de Marek en el. Rastro do Ferrería entro los años 1970 a -

1973 aumentaron siete veces; del 6.7 % en 1970, al 42.6 % en 1973.-

Posteriormente con el amplio uso y efectividad do la vacune, la en-

fermedad fué controlado (4,51 24). 

1 1980 se pronont(5 otro broto do la enfermedad do Morok en la 

Ropdbliou Mexicana, el cual esté rovintrodo on los A/1411131u Estadís-

ticos de Brotea do in Stibdiroce1(1,n de P.1.(1911aci(In y bosorroIlo Zoo- 

sturnarl o de .1a Df roce /'1,n (enero] do 8un 1 dad Jul ! oil 	.A .11 .M .) ( 3) , 
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donde se informa que la mortalidad por la enfermedad de floral: para - 

1979 fué de 0.61 	y que aurnent6 a]. 9.12 5 en 1980. 

La vacuna que se desarrolló en 1970 a partir de un virus Herpes 

de pavo, ha demostrado en pruebas de laboratorio y do campo, que con 

fiero una protección satisfactoria a las aves expuestas al virus pa-

t6geno N1 18,19,20,25). La frecuencia de nuevos brotes de la enfermq 

dad de Earek a pesar del uso de la vacuna, podrían atribuirse a las 

deficiencias en la elaborael6n, control y manejo de las vacunas (24). 

El aislamiento del virus de la enfermedad de Marek, ha permiti-

do detectar la presencia de antígenos y anticuerpos por técnicas co-

mo las de difusión en gel de agur, inmunofluorescencia, virus neutrA 

lizaci6n , hemonglutinación (3,4,13,211)1 y se ha visto que existen --

reacciones cruzadas con otros Herpetovirus como el virus Epstein-

Dans, el virus del tumor Lucké do la rana, pseudorabia y los virus -

Herpes simple tipo 1 y2 (13,210. 

El virus de la enfermedad de Uarels provoca inmIlno-supresión del 

sistema retículo ala toliul (1 1 1 1 1 1,25). al ovos bnr2(lotonizadas o ti- 

ineetonl.zodos, no as eos:tl;lu evl t'ir las les1 mos do 1 ❑ en femodt«1 do 

Moral( (1 x,13,1)1,21 ;). 	prirmr• el01  las avw-1 ras i atioron al doses-- 

fla después (10 balice' ; 1(lo ve' 	teles r:cfn 1.111/1 COpli elenundo do virus 

do la enfermedad do roreli, (14,;)!i); y 1 ,11 	1:19 -11)1d(, 	rs >si t 1)11>r.1t5 

nc r mnto de 1Jnf enas en 1013 po 
	). 
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Eh los linromas y nervios con lesiones linfoprolifórativas cau-

sadas por la enfermednd de Marek, se ha confirmado nor estudios do - 

inmunofluorescencia, quó están formados por más del 80 (1) de linfoci-

tos "T" (Células del timo) y menor del 20 de linfocitos "13° (Célu-

las de la bolsa de Fabricio) (12,15,2)4). 

Estas investigaciones indican que el timo y sus derivados lin-

foides son los responsables de la patogenia y de una inmunidad a ni-

vel celular para la enfermedad du Marek, sin embargo el mecanismo de 

esta inmunidad no está bien esclarecido (3,11-,13,24). 

Los linfocitos "T" sensibilizados cuando son activados nuevamen 

te por el antígeno producen factores solubles llamadas Linfocinas, -

las que pueden ser demostradas por diversas pruebas de acuerdo a su 

característica y accidn (1,2,16,22,26,20. 

Una dm estas Linfocinas es el Factor de la inhibición do la Mi-

gracidn do los Macréfagos (111F); y so pueda demostrar la litun pai 

tir de células sensibilizadas, rotardando la micraci6n do ion nacr(1-

foros on tubos canilaros banados en un medio do cultivo, al ponorso 

nuovanonto on contacto con ol witliTno (1,216,?,61 10,16,17,21,22,26, 

20. 

El 1 i" es una 1;11::oprotefna tia'xdo, colo po,l) uolecular do Vjlv-GO 

a /50,000 Daltont;, 	IJO C2 di1+11:¿nb1l1 y su Actividad 



no so ve afCctada por la Masa o Masa, poro sí por la tripsina y --

quimotripsina. Eh filtros de shephadex G-100 6 75 so filtra como las 

substancias con peso molecular parecido a la albilmina, y en gel de - 

poliacrilamida a un pH de 9.1 migra como prealblmina (3,11,221 261 27). 

Debido al carácter del virus de la enfermedad do Marek do aso-

ciarse a las células, las técnicas de virus-neutralización utiliza-

das para su diagnóstico son sofisticadas y caras. Esto provoca que -

actualmente el título do las vacunas se mida en Unidades Formsdoras 

de Placa (UFP) en diferentes cultivos celulares (4,13,24), teniendo 

el inconveniente que indica el ndnero de células infectadas y no la 

potencia de las vacunas. 

Los estudios de MIF sobre diferentes antígenos (2,6,7,16,17,22, 

2?) ha permitido conocer que es una prueba altamente sensible y fá-

cil dm llevar a cabo, por lo que ofrece una posibilidad para datenlí 

nar la potencia de las vacunas en base a inmunidad celular en aves. 

El propósito del presento trabajo fu6 demostrar que mediante la 

-prueba do my las aves son capaces do responder cuantitativamente a 

la respuesta inmune-celular al virus do la onferrodnd do Varel(1  obto 

ni4ndoso nor esta tlíenlea el poreentnjo do mínales protegidos en la 

par-vado contra la onferlodad do marop. 
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!IX:ERIAL X METODOS 

I.- MATERIAL: 

a).- Muestras sanguíneas de 82 aves de postura de la línea 

Dekaib entro las 50 y 54 semanas de edad, vacunadas -

al primer día de nacidas con el virus de la enferme-

dad de Marek, procedentes de la Granja Experimental -

Avícola y notorio de la Facultad de Medicina Voteri-

naria y Zootecnia do la 

Euestras sanguíneas do 10 aves Libros de Patógenos 42  

pacíficos (&PF) de la misma edad sin vacunar, utiliza 

das como testigos negativos, criadas en el Departamea-

to de Virología e Inmunología do la Facultad do Medi- 

cina Veterinaria y Zootecnia da la U.H.A.1 

b)..4 Virus vivo do la enfermedad de Marek replicado en fi- 

broblastos
( 
 do embrión de pollo a partir do una vacuna 
*) 

comercial. 

e).- Medio Esencial Mínimo do Eagle (11E) modificado con - 
() 

pli do 8.2 

d).- Cámaras de nom. tipo 141 F. (Figura #1). 

II.- METODOt 

a).- La tdenica que se ut1117,6 para le pruebe de HIFI  ess - 

in descrita por tialdfvur (22);  siendo do la siguiente 

forma: 

1.- Tomar 9 cc. do sangre de cada ave en 1 cc. de an- 

ticomulan1,1:. 	al 1.5 	en soluel (In sal ¡- 

no). 
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2.- Centrifugar a 1500 R.P.M. durante 20 minutos. 

3.- Eliminar el sobrenadanta. 

4.- Reconstituir con solucidn salina fisicadgica al --

0.85 %. 

5.- Repetir los pasos 2,314 dos veces más, de tal for-

ma que se realicen tres lavadas de células. 

6.- Separar la capa flogística en tubos capilares. 

7.- Sellar los capilares y centrifugar a 1000 R.P.M. -

durante 5 minutos. 

8.- Cortar los capilares en la interfase cdlulas-sebra 

nadante, utilizando un lápiz do diamante. 

9.- El trozo de capilar que contiene las células blan-

cas so coloca en la cámara de Bloom, fijándose so-

bre una gota de silicdn estéril y se sella con cu-

breobjetos y parafina caliente. 

10... Para la prueba control, se llena lentamente el coa 

partimiento de le cámara de Bloom con ME! y se se-

llan los orificios. 

11.- Para la pluoba problema, se llena el compartimien-

to hostil la nítod con 1117', on ndiclma 0.2 ce. del 

antígeno, se termino de llenar con Mi y se sellm. 

12.- Uontener in elírniro en posicl4n vorti.ni durante --

5 - 10 minutos. 

13.- Incubar en 04;~a l ilmeda durante 211 - 	Witis bu- 

rl 	tobwi cl U 



14.- La lectura se hace con un retroproyector, delimi-

tando las áreas do migración sobre un papel mili-

mdtrico. 

15.- Se cuentan los cuadros que ocupa la migración del 

control y problema, los primeros representan el -

el 100 ;1 de migración, en base a dste se determi-

na el porcentaje de inhibición do la muestra pro-

blema; valores superiores al 15 de inhibición -

se consideran positivos al MIF. 



V11-21ra # 	en l'O de I.  oom tino 1:171. 
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RESULTADOS 

De las muestras de leucocitos de aves vacunadas, en los contro-

les con antígeno se vío una clara inhibición de células, mientras --

que en los controles sin antígeno so observó una migración franca de 

células hacia afuera de los tubos capilares en forma de abanico (Fi-

gura # 2). Se tomó como índice de inhibición el 15 o mayor para --

que se considere que dicho factor esté presente; y valores menores -

del 15 5 se consideraron como negativos (2,6,21,22,27). 

De las 82 pruebas de aves vacunadas, el 71.9 5 representadas --

por 59 muestras se pudo determinar que las células son sensibles a -

la prueba.  de MIF, mientras que el 28.1 5 representadas por 23 mues-

tras no se observé inmunidad celular por dicha prueba. En las 10 aeB ora •ffir 

pruebas do aves sin vacunar, no se preaent6 inmunidad celular contra 

el virus de la enfermedad de Marell (Cuadro / 1). 

# 2 

Sin antígeno Con antígeno 

- Culi, 1 	Franca 1111; rae 1,5n 

(1 0 ed, #1 09 

h.- Pr,Jhlora. Clnra inhibici4n 

(1,1 C4111InS 



CUADEO 1  

RESULTADOS Y TOTALES DE I NBIBIC1ON DE LA NIGIIACION EN LAS HUESTRAb  

TRABAJADAS  

I.- MUESTRAS DE AVES VACUNADAS 

POSITIVAS 59 

NEGATIVAS 23 

TOTAL 82 

2.- MUESTRAS DE AVES NO VACUNADAS 

POSITIVAS O 

NEGATIVAS 10 

TOTAL 10 



CUADRO  

PORCENTAJE DE INUIBICION DE LA MIORACION EN LAS MUESTRAS POSITIVAS  

EN AVES VACUNADAS  

TOTAL DE MUESTRAS PORCENTAJE DE INHIBICION 

1 	15 % 
1 	16 , 
2 	17.0 
2 	18 1 
2 	21 1 
6 	22 1 
1 	25 '1 
4 	26 .?,1 
2 	27',1 
2 	28 % 

3 	29 :11 
1 	3o ,1 

2 :1 3 	3 
2 	35 
1 	36 .

S  2 	 3 :1 
2 	38

7 
 .1 

3 	3 
1 	 .40 % % 
I 	41% 
242 
1 	43% 
2 	 4-4 
1 	 1+5 .1 
2 	41 
1 	 49 
2 	 52

6   3 	 5 	,,, 
1 	 56 ; 
3 	 59 .1i: 

. 	  7a •1 .e.  
Total. 

Tomriodo como 190 f., de mivra.cién al control y restan ) el 	ceja 

tajü del problema, 1,icriIn bÚ indle (Hl el método descrito por Sa df-

vgr (21). 
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CUADRO /  

PORCENTAJE DE IUMIBICIOU DE LA MIGRACION Efl LAS MUESTRAS NEGATIVAS 

EN AVES VACUUADAS 

TOTAL DE MUESTRAS PORCENTAJE DE INHIBICION 

1 	0 '.. 
2.... 	1 
3 	2 1 
3 	 
2 	

3 
9 

1 	6 
3 	8 ; 
3 	lo ;1 
2 	11 1, 
1 	12 ': 

....2^A. 	14 'fl 
Total 23 

Tomando coo 110 ; de migracidn al control y restando el pareen 

taje del problewa t  seglIn se indfcó en el rd,todo descrltolc>r':.aldf- 

var (2a). 



CUADRO # 4 

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA HIGRACION EN LAS MUESTRAS DE AVES --

CONTROL NO VACUNADAS  

TOTAL DE MUESTRAS PORCENTAJE DE INIIIBICION 

2 	 O % 
1 	 1 
3 	  
1 	

2 

k 2.. 	 
LLL 	8 

Total 10 

Tomando como 1)0 	de e5l1;rnel3n rol control y restando el poreen 

tarje del problema, serón se indieli on el refnudo descrito p)r J-11(11- 

var (22). 
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DISCUSIOI! 

Las reacciones inmunes, principalmente las mediadas por célu-

las son de importancia capital para la inmunidad contra michas infec 

ciones vírales y enfermedades neoplásicas (11,12,13,1,26), tal es - 

el caso do la enfermedad de Marek que es el dnie o padecimiento linfo 

proliforativo de etiología viral comprobada, que so proviene casi en 

un 100 5 con el uso de una vacuna (41.13,18,19,20,24,25,28), por lo - 

que se considera el descubrimiento más importante de la época sobre 

el cáncer. 

El mecanismo de protección no ha sido totalmente esclarecido, -

la hipótesis más aceptada que trata do aclarar el curso de la trans-

formación neoplásica por virus fuá expuesta por (Tawotz (11) y Schat 

(M I  esta hipótesis dice que las células una voz alteradas por el - 

genoma viral poseen nuevos antígenos en la superficie, lo cual esti-

mula una respuesta de anticuerpos antitumorales y linfocitos mullí 

listados; so menciona que el interferÓn inducido por el virus vacuna]. 

puede ser re snon sable de una rápida protección; otro posible mecenil 

mo es la interferencia vi rai l  donde el virus vneunal se replica in-

traeolularmente en f orne de prov I rus bloqueando receptores no permi- 

tiendo la entrada al vi ru s do COMA) (14 	2)1 ) ; tambl dn so pame Ione 

que la inmullidad modinda por células a trav4u de la ilbaracién do me 

diadores, como las linfotoxAnns, quo tienen un 	pul. importante en - 

la 1101. 	de célule5 qeliplas (11,:'(.). 

Es on hech( 
	

4; 	,‘ • 1  (I , ; 	 pr ieb e de " 	ué 1 o puede -- 
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ser demostrada ,Cuando se encuentran presentes linfocitos sensibiliza 

dos y el antígeno específico (11 6,716,10,16,17,21,22,27),y que una -

respuesta. de linfocitos "T", indicativa de inmunidad celular, ocurre 

en pollos infectados con el virus de la enfermedad de :Jarek (12,13, 

15,24). 

Las aves utilizadas en este trabajo fueron vacunadas al primer 

día do nacidas por la caso, incubadora que las vendió, y el hecho de 

que el 26.1 5 de los animales vacunados fueran negativos a la prueba 

de inmunidad celular, indica, las siguientes posibilidades: 

a). De quo a las aves reproductoras cuando se les vacuna contra la 

enfermedad do Earek, transmiten a su descendencia anticuerpos --

congénitos que van a inactivar ni. virus ~nal cuando los poni 

tila son humanizados (4,13,24,26). 

b) , Que la resistencia genética truibidn nudo nternr los resultados, 

ya que esté demostrado que existen diferencias en la producción 

de anticuerpos neutralizantes al virus de la onfc.mlochui de Uerek 

entre líneas susceptibles y líneas resistentes (4,9,24). 

e). La inoculacién de vacunas con M'Aloa bajos, mai :armajo y/o mala 

inoculaeléni, utileilnu 1 a posi hl 1 Hall do quo hoyan ;ido ~un aduti 

Culando OX1 11tIn ini O:-Amllo 11( 1( ts 1 (lot id 11140011:10V11 0011 01.1'n5 en rol,: 

modadas qua 111111hun una Iecjntuod a a In vacialil 

La 	na up1 ‹inda 011 pu1 11a,u 	1,F1 	dfa do )1 	1 da u l  M'Oh 

t`-i4 da ratito '.'da 1 	4141i 	(n'Y, f (.11 	8 	1 	n'i'= 	' 171 	I n crltl 	11íodud 



de Marek (4,13,24), como se observó en este trabajo en el que se uta, 

lizaron aves de 50 a 54 semanas de edad próximas a terminar su ciclo 

de postura. 

1L método in vitro do hipersensibilidad mediada por células es-

tudiado en las aves, como pudo ser demostrado aquí, puedo ser usado 

para determinar inmunidad conferida por vacunas contra la enfermedad 

de Marek, por lo que se sugiere que se realicen otras pruebas compa-

rativas que permitan valorar la eficiencia de la técnica de MIF para 

el. virus de la enfermedad de Morell o  ya que al revisar bibliografía -

no se encontraron referencias de pruebas semejantes sobre este antí-
geno. 
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CW.CLUSIWES 

La t6cnicv de rIF, permitid comprobar en forna objetiva la inmu 

nidad celular la vitro,  contra el virus de la enfermedad de larek. 
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