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. INTRODUCCION

, El: presente trabajo tiene como finalidad plantear la posib:-
lidad de-contar con un método de diagnéstico de tipo inmunolégico,
que-a la vez que sea practico resulte efectivo para la identificacion
de aves afectadas de laringotraqueitis, pues las técnicas cldsicas
son bastante laboriosas y lentas en su ejecucién, ademéas proporcio-
nan resultados con frecuencia dudosos.

La prueba de precipitaciéon de Ouchterlony en medio semisd-
lido, en recipientes separados (doble difusién) se basa en que,
cuando un antigeno en solucién es mezclado in v.tro, con su an-
tisuerc especifico generalmente se forma un precipitado flocular.
Este precipitado esta formado en su maycr parte de las globulinas
que constituyen el anticuerpo, pero la sustancia antigénica esta
también incluida en é1, El antigeno usado en la prueba de preci-
pitacién es conocido como precipitindgeno, el anticuerpo como preci-
pitina. Su unién forma el precipitado visible, que se aprecia con ma-
yor facilidad en el medio semis6lido.

Este ensayo tiene como base los trabajos de varios autores
entre los cuales es preciso mencionar a: Ouchterlony (1) quien rea-
lizé estudios sobre la difteria humana; Jensen y Francis (6) quie-
nes llevaron a cabo investigaciones sobre el virus de la influenza;
a Molnar (7) quien con este mismo método demostrd la reaccién
especifica entre el virus del colera porcino y el suero inmune, y a
BBjorklund (4) el cual llevd a cabo amplios estudios sobre el mixo-
ma y fibroma de los conejos, del Mal de Carré y del cdlera porcino.
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~.No es mi intencién aportar algo nuevo, sino simplemente ver-
ter mi opinién sobre la proyeccién de principios cientificos cono-
cidos, con el Unico fin antes mencionado. Toca a otros hacer el
juicio analitico de este ensayo y dictaminar sobre su valor.

Sin duda alguna pasara tiempo antes de que el presente mé-
todo sea adoptado como forma rutinaria de diagnéstico, sin embar-
go no deja de ser alentador que en las primeras pruebas se hayan
obtenido resultados satisfactorios. Sera pues esta pequena aporta-
cidn el resultado de la sintesis de trabajos de notables autores. Justo
es aclarar que, en principio es a ellos a quienes corresponde el mé-
rito de lo 1til que resulte la técnica aqui empleada.

Finalmente resta decir que, es mi sincero deseo que este.in- =+~
tento de investigacién cumpla su cometido y sea punto de partida.:
de futuros trabajos de mayores alcances pues en este aspecto'el .
campo por explorar, puede asegurarse que es ilimitado. i




‘‘conejos, cobayos, perros, pollos, caballos, ovinos, bovinos ete.

‘rios, ya que se ha comprobado que esta especie produce una mayor

Al\:/IATERI‘AL Y METODOS

Las prec1p1t1nas como otros anticuerpos son sustancias que
aparecen en la sangre después de algunos dias a partir de la in-
. yeccion: del precipitinégeno o antigeno. (14) Estos antlcuerpos
prec1p1tantes pueden ser producidos mediante la inmunizacién de

La mayoria de los animales pueden producir precipitinas, pero
los ‘conejos resultan ser los animales mas indicados para la obten-
cién de los sueros precipitantes destinados al uso de los laborato-

concentraciéon de anticuerpos dz precipitacién. De aqui que, fueran
util zados lcs conejos para obtener el antisuero necesario para la
reaccidén antigeno-anticuerpo.

- Para llevar a cabo la prueba son necesarios los siguientes ele-
mentos: :

---Suero- inmune- anti-laringotraqueitis.

- ".Suero normal de conejo,

» 'Mediosemi-Sc')lido de Agar.

Muestras de érganos sospechosos, en este caso larmge y tram :
quea. S B

Material de laboratorio,

1l



A contmuacxon se. dan
: gulr para la preparacién de cada uno el
& nados. L .

1. —P’repammon de los ‘sueros.

Se-inocularon 6 conejos machos adultds, con’ un antigeno: pré? e
parado con una cepa de virus Tarpeia avium=(T.a.), alslada en
embrién de pollo (10,13).

El virus fue suspendido en hidréxido de Aluminio e inyectado
a los animales en ddsis de 2.5 por via paranteral y con intervalos
de 2 dias entre cada inyeccioén. Después de la cuarta inoculacién, es
conveniente desensibilizar a los conejos con 0,1 ml. del mismo anti-
geno aplicado por via intradérmica, media hora antes de aplicar
la dosis respectiva.

Diez dias después de la ultima dosis, se extraen de la vena mar-~
ginal de la oreja, 5 ml. de sangre para ensayar el suero, Sila prie::’
ba preliminar frente al virus T. a. resultara negativa, se vuelven a
inocular los conejos con otra serie de inyecciones. '

2.—Obtencién y conservacién de los sueros.

Una vez inmunizados los conejos, se procede al sangrado total
de los mismos, obteniendo la sangre directamente del corazén me-
diante el uso de una jeringa; se deposita en tubos estériles que son
dejados en reposo en refrigeracion durante 24 horas, con el fin de
incrementar la cantidad de suero. El suero obtenido se centrifuga
y se envasa en frascos estériles, para evitar su contaminacién se le
agrega merthiolate en una proporcién de 1 x 10,000. Finalmente
se Tyndalizan durante media hora en bano Maria a 56°C.

En forma similar se procede para la obtencién del suero nor- .
mal ( de conejo) que se utilizara en la prueba, como control nega-
iivo,

Para determinar la potencia del suero preparado-en conejos :
se hicieron pruebas de sercneutralizacién en-embrion de pollo ba- "
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do._de cuanteo de lesiones focales, descrita por Bur-

0s mdlces de ‘seroneutralizacén quedaron comprendidos entre:?
387 log v el indice medio geométrico fue de 4.13 log.

i a‘3.i‘—,P1'eparaci6n del Medio.

.7 "' Secolocan 7.5 gramos de Agar (Bacto Agar Difco) en un ma-
“trdz'y se afora 1000 ml. con agua destilada. Se decanta a las 24,48

~¥ 72 horas, teniendo cuidado de restituir exactamente el agua eli-
-minada cada vez. Se ajusta el pH entre 7y 7.2 y el filtrado de Agar
se somete a la esterilizacién en el autoclave durante media hora a
120°C; al sacarlo del autoclave se le agrega merthiolate en cantidad
necesaria para hacer una dilucién de 1 x 10,000. Finalmente se
vierten de 7 a 8 ml. del medio en cajas de Petri chicas, de 15 x 60
mm.; y 20 ml ¢i se trata de cajas grandes de 10 x 100 mm, Se de-
jan a la temperatura ambiente para que solidifique el medio y des-
pués son puestas en refrigeracién para evitar su desecacién exce-
siva.

Los recipientes son perforaciones que se hacen en el medio,
momentos antes de poner en contacto los reactivos, siendo de
10 mm. de didmetro el pozo central donde se colocara el antigeno;
y de 6 mm. los circundantes, dispuestos en forma de pentagono para
los sueros respectivos. la distancia entre los recipientes debe ser de
5 mm.

4,—Preparacién de las Muestras

Las traqueas procedentes de aves con sintomas clinicos de la
enfermedad de laringotraqueitis, se trituran en el mortero de Ten-
broeck, poniendo 1 gramo de trdquea y 4 ml.. de agua destilada es-
téril, o cantidades maycres pero en proporcion de 1:5; la molienda
resultante se centrifuga y el liquido sobrenadante se envasa en fras-
cos estériles. Es conveniente colocar las muestras en el congelador
si no se van a emplear en seguida.
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: mmune, sin’ diluir.

o taclon

El mismo materlal sospech S0
topatologxco y.en la inoculacién' d embr ne

5.-+Técn:eaﬁde,1a‘ Pmébd de O &Itﬁéfl
a-—-Con una pxpeta de L'ml se colocan 5 gotas dela suspensmn e
de la traquea problema (antxgeno) en el recipiente central S

b —FEn uno de 1os recipientes c1rcundantes se vierten 3 gotas de:z' '
Veuero normal y se marca para su posterior identificacién. . :

e —En los cuatro recipientes restantes se ponen 3 gotas de suero' L

§ d——Las ca]as son dejadas a la temperatura ambiente del Lab =
que oscila entre 20 y 21°C., haciéndose observaciones cada 12 horas
- para’ determmar el momento de la aparicién de las lineas de precipi- -

Las lecturas fueron hechas con ayuda de una lampara de ml-‘
croscoplo colocada en un angulo de 45°.

CEl esquema siguiente da una idea de la técnica‘dgscrita.‘




o Si = Suero in:ﬂqne. :
- An = Antigeno.

Sn = Stiero Normal,



. Los'resultados obtemdos en el presente trabajo se. muestran :
en. los cuadros ly2 o e :

En-el cuadro No. 1 se advierte en cada caso que, no siempre
coinciden los resultados obtenidos con las tres técnicas empleadas
en el estudio de las muestras. El estudio histopatolégico en todos
los casos, fue hecho simultdneamente por el Laboratorio de Histo-
logia de la misma escuela.

De 25 muestras probadas se obtuvieron los siguientes datos:
12 muestras fueron positivas a la prueba de precip'tacién.en.-
un término de 24 horas.
5 resultaron positivas a la misma prueba a las 48 horas,
"10" muestras resultaron positivas al estudio histopatolégico:::
12 dieron resultado positivo a la inoculacién de embriones.
Para determinar la sensibilidad de la reacciéon de precipitacién
se inocularon lotes de aves de 7 a 8 semanas de edad, con la cepa
de virus T. a., por via intratraqueal e infraorbitaria inyectando en

ambos casos 0.2 ml, de virus cultivado en embrién de pollo (10).
Los resultados se resumen en el cuadro No. 2.




o C‘uadroNd’._: 1

© . Muestras:

PRECIPITACION
Resultados a las:
24 horas 48 horas

ESTUDIO "HISTO- INOCULACION

PATOLOGICO -

DB
EMBRIONES

+
+
+
+
+

+
-




“ Mulestrag do aves
i-sacrificadas a 'las,

24 horas 48 horns

Pt\leb'l de Preci» Esmdio nhtopato- :
pltacién en Placa::

16 gic

24 hs. después de

la: inoculacién.~

48 horas idem. -

72 Vnr'g n NI i




DISCUSION

"Es necesario un entendimiento del mecanismo de la difusién

“ en‘un medio semi-sélido y de la precipitacién del antigeno y del

nticuerpo, para la adecuada interpretacion de las pruebas de inmu-

“nodifusién.

De aqui que, una corta revisién de la actual informacién sobre
la difusién y la precipitacién de un antigeno y de un anticuerpo
serd de suma ayuda en la discusién de los problemas que pueden

afectar la interpretacion de los resultados de las pruebas de inmuno-
difusién (1, 5, 6, 7, 9, 11).

La difusién de un antigeno y de un anticuerpo a través de un
medio semi-sélido, se ajusta estrechamente a las leyes de la difusién
de los gases (2, 3). La difusion de los reactives cenciste en mo-
vimientos de una area de alta concentrac’on a zonas de baja o nula
concentracién, Indiscutiblemente esto se debe a una agitacién
térmica de las moléculas reaccionanies que causan una colisién
entre unas y ctras, con moléculas o iones alrededor de ellas y con
las paredes del recipiente que las contiene, en una frecuencia
preporcional a la concentracion y la temperatura que las rodea;
estas colis'ones mutuas son la fuerza conductora de la difusién

de los reactivos. El grado de las reacciones es regular y matema-
ticamente predecible.

La reaccién se incrementa en preporcion directa a la tempe-
ratura, a la viscosidad o estructura del medio semi-sélido o de-
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bldO a las dos condiciones. Y decrece en proporclon md1recta a
la“concentracién de los reactivos originales.

Durante el desarrollo de las pruebas, se encontrd que la tem- -~

peratura del Laboratorio (20-21°C.) fue adecuada para que se lle-
vara a cabo la reaccién de precipitacién en forma satisfactoria. -

Las reacciones pueden ser originadas por un antigeno solu-
ble o por particulas completas del virus. Las lineas de precipita-
cién fueron definidas y distinguibles en ocasiones desde las 16
horas de estar en contacto los reactivos. Y se encontré en todas
las pruebas el mismo tipo de linea, lo cual nos induce a pensar
que se trata de una misma cepa de virus T. a. sin variantes an-
tigénicas.

En ningin caso se presentd el fenémeno de Leisegang (2),
en vista de haberse utilizado anticuerpos de precipitaciéon llama-
dos de tipo “R” (rabit = conejo). Ademds los sueros fueron
Tyndalizados para destruir los anticuerpos no especificos.

Los antigenos que fueron congelados a -20°C, por no haberse
utilizado en seguida, se descongelaron a la temperatura ambiente
para evitar la destruccién de la fraccién precipitante del virus
sefialada en los trabajos de Mansi (5).

La razén de emplear tres gotas de los sueros, y cinco del an-
tigeno dentro de los respectivos rec.pientes, obedece a que es 1a
cantidad necesaria para llenarlos hasta el borde.

Por otra parte, el complejo formado por la precipitacién del

antigeno y del anticuerpo es visible e insoluble en zonas de exceso
de alguno de los reactivos. :

También se observd que la solucién de merthiolate adiciona-
da al medio fue insuficiente en algunos casos, para prevenir el
desarrollo bacteriano en las cajas, por lo cual se hizo necesario
afiadir a las suspensiones de triquea una cantidad tal, que diera
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una solucién de 1 x:10,000 con lo cual se previno e inhibié el des:
arrollo-de- gérmenes, sin.interferir en las reacciones.

En el cuadro No. 2 se observa que la reaccién de precipitacion

se verifica en un lapso de 24 a 48 horas después de poner en con-
_tacto los reactivos y se mantiene constante en las suspensiones
de triqueas procedentes de aves inoculadas experimentalmente,
y sacrificadas cada 24 horas durante 5 dias consecutivos.

En los estudios histopatolégicos solo se observaron los cor-
pUsculos de Seifried (8) a las 48, 72 y 96 horas después de la ino-
culacién de las aves.

‘La investigacién histoldgica muestra la gran afinidad del vi-
rus por las mucosas de las vias respiratorias, particularmente por
la laringea y la traqueal, Parece ser, que ataca en primer lugar
al revestimiento epitelial, que se necrosa pasando por las diver-
sas formas de degeneracién. Casi al mismo tiempo se desarrollan
procesos inflamatorios de intensidad variable en la submucosa
¥ en otras partes de la pared de la traquea, que deben ser consi-
derados como fendmenos secundarios, pero que en una o en otra
forma contribuyen a la desaparicién del epitelio traqueal y en
consecuencia la investigacion microscépica resulia negativa en
periodos avanzados de la enfermedad.

De lo anterior se deduce que la reaccién de precipitacion
es superior en eficacia, en comparacién con el estudio histopa-
tolégico.

Cuando se trabajo con trdqueas de animales en periodo de re-
cuperacién, la reaccién era mas lenta, no haciéndose visible hasta
las 48 horas después de poner en contacto los reactives y las li-
neas de precipitacién formadas, se mostraban menos definidas
en comparacion con las pruebas efectuadas con traqueas de aves
en el periodo agudo de la enfermedad. La menor intensidad de la
reaccién en aves en fase de recuperacion, puedes atribuirse a la
presencia de antcuerpos neutralizantes del virus.

Para determinar la especificidad de la reaccién se puso.en. .. -~
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contacto una suspension de triquea procedente de las aves inocu-
ladas, con el suero especifico obtenido en conejo; este material
posteriormente fue utilizado como fuente de antigeno y expuesto
por seguida vez al sucro inmune en otra caja, no habiéndose lle-
vado a cabo la reaccion de precipitacién. De lo anterior se de-
duce que las particulas viricas fueron neutralizadas en la primera
exposicion frente al suero respectivo.

T N



los resultados obtenidos ‘en el presente ‘
'demos sacar las sxgmentes conclusxones

'.—~La presencia de las' lineas de precxpltaclon obtemdas :
en la Prueba de Ouchterlony, se interpreta como posmva en el dlag-‘
nostlco de laringotraqueitis.

3a.--No se observaron variantes antlgemcas durante ‘el “des
“arrollo de las pruebas.

4a~—En aves en periodo de recuperacmn fue ‘posible  deter-
minar la presencia del virus.

bSa~—La reaccién en-medio: gel:ﬁcado mostr
dad en relacién con las otras. dos forma




:"’3:‘7'2—ALFRED J. CROWLE. (1960)—-‘, nnua

i BiBi;IOGRAFIA"

-—OUCHTERLONY 0. ( 1948) ——Ar
- Oct. Geologi, 26 B, 1.

biology. 14, 161-164.

”3--M W. WILSON. (1958)—Joumal

4—BJORKLUND, B. (1952) —Proc
- 319-324,

5—W. MANST (1957) ———JIfLCo'mf Path

6:—JENSEN, K. E, and FRAN
- 321324,

-—MOLNAR I (1954) —Acta vet ‘hung,, 4,:297-303

—O SEIFRIED (1936) -—-Hlstopatologla e

9.—KORNGOLD and VAN LEEVEN (1960) i
Vol. 17 Nos. 5- 6

Coun. Wash (1959)




T ,11 —WOERELE H (1961) —Mh Tlerhellk 13, 111-116

12 —BURNET F. M. (1936) —Jour ‘Exper. Med 63, 685 690

'13.—MERCHANT y PACKER. (1958) —Bacterlologla ;

Veterinarias.

14--BOYD, W. C. FUNDAMENTS OF INMUNOLOGY Inters-.
cience Publishers Inc New York (1956)




	Portada
	Índice
	Texto
	Conclusiones
	Bibliografía



