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RESUMEN

En el presente trabajo se us6 la prueba de inhibicifn
de la hemoaglutinacifn para determinar anticuerpos contra el
-virus de la influenéa aviar Hy N2 a partir de la yema de hue
vo. Se trabajaron 20 muestras de gallinas inoculadas experi
mentalmente con este virus HS N2 de la influenza aviar aisla
do en México por la Comisifn Mé&xico Americana para la Preven
cibn de la Fiebre Aftosa y de otras enfermedades exbticas, -
en los animales (C.P.A.), que se usaron como testigos positi

vVOS.

Se usaron 100 muestras de diferentes granjas manteni-
das en aislamiento con historia clfnica y serologia negativa

Y que se usaron como testigos negativos,

De los Estados de Morelos, Mé&xico, Jalilisco, Querétaro,
Guanajuato, Puebla se usaron 300 muestras problema encontran
do & muestras negativas y niveles de anticuerpos que van des

de 1:10 a 1:60.

Se concluye que esta técnica es una herramienta mis -
con la que se puede contar para los muestreos serolbgicos en
la campaiia de control y erradicacifn de la influenza aviar -

Hg N, , presente en México.



INTRODUCCION
"DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS Hg N2 DEL
, VIRUS DE LA INFLUENZA AVIAR A PARTIR DE LA YEMA

DE HUEVQO",

La influenza aviar (I.A.) es una enfermedad causada por
un virus de la familia Ortomixoviridae del grupo de los In-
fluenza virus tipo A que afecta a las aves y se caracteriza
Por signos respiratorios, con elevada morbilidad y mortali--
dad para cepas altamente patSgenas, sin embargo existen sero
tégis de baja virulencia en donde la morbilidad es elevada y

la mortalidad es nula (1,3,4,5,8,9,19,28,29,34,46,56).

La enfermedad fue descrita por primera vez en Italia en
1878 QPerroncito) pero su agente viral fue identificado hasta
1955 en Alemania (Schafer) quien llam$ plaga aviar a este pa-
decimiento (12,17,19,48). Son virus RNA envueltos, de 80 a
120 nm de dif&metro, pleomdrficos con simetr;a helicoidal y -
con actividad hemaglutinante y neuraminidasa. Existen tres
tipos de virus de Influenza: A,B y C, los cuales se clasifi--
can de acuerdo a las caracteristicas antigénicas de las pro--
tefnas de la matriz (M) y de la nucleoprote;na (NP} (6,7,8,30
31,33,35,54). Los virus tipo A afectan a humanos, aves, equi-
nos y cerdos, mientras que los B y C s6lo han sido encontrados
en Humanos. Los virus tipo A, tienen dos ant;genos importantes
de superficie, Hemaglutinina (H 6 HA) y Neuraminidasa. (N 6 NA).

Existen subtipos que dependen de estas caracteristicas . para



diferenciarse, a la fecha se han identificado 13 hemaglutini
nas segin Pearson (38) y 9 neuraminidasa diferentes (35,36,
45,50 ). Entre los subtipos no se presenta antigenicidad cruza
da (5,11,55). La vii:ulencia de los virus de Influenza es ex
tremadamente variable y no puede ser determinada por el hués
ped de origen o el subtipo antig&nico de los virus aviares.

Los subtipos Hy y H, han sido asociados con alta patogenici-
dad en las aves. Sin embargo, 'existen cepas apatfgenas de -
los mismos subtipos (5,12,19,24,27,38,45). Las bases molecu
lares que determinan la virulencia de los virus de IA no han
sido completamente explicadas. La presencia de amino&cidos

bésicos en la porcidn terminal de la hemaglutinina esti aso-
ciada a la virulencia del virus. Asi mismo los virus de In-
fluenza apathenos tienen una glicosilacifn en la hemagluti-
nina (HA) que bloquea su unién a las células, una simple mu-
tacién que elimine dicha glicosilacién puede convertir a una

cepa en altamente patégena (25,27,42,49,50,53).

El virus se puede replicar en embriones de polle inocula
dos en cavidad alantoidea, causando muerte embrionaria en 48
a 72 horas. En cultivos-celulares el virus produce efecti’ -

citopatogénico (11, 19,20,22,23,24,25,29,31,35,42,44).

Clinicamente la IA se presenta como una enfermedad leve o
asintomdtica y con complicaciones bacterianas, observando los

siguientes signos en aves de 3 a 7 semanas de edad:depresidn



disminucién de consumo de alimento, problemas respiratorios

de r&pida difusi6n, estertores, estornudo, moco en fosas na-
sales, lagrimeo, parpados edematizados, inflamacién de la ca
beza, deyecciones verde claro, congestifn de trgquea con ta-
pones blanquecinos, signos nerviosos en algunas aves (5,13
18,21,35,36,37,41,48,49,52,55). lLas lesiones varfan de=~
pendiendo de la patogenicidad del virus, en la mayoria
de los brotes de influenza en los pollos hay una in-
flamacibn de ligera a moderada de la tr;quea, senos, sacos -
aéreos y conjuntiva (5,13,19,21,36,41,48,55). En las galli-
nas ponedoras frecuéntemente hay una involuciQn de]) ovarioc y
del oviducto. En la infeeciQn con virus altamente patdgeno,
las lesiones macroscpicas en las aves son extensas y seve--
ras, frecuentemente se observa aerosaculitis, salpingitis, -
pericarditis, peritonitis con exudado fibrinosoc, los pulmo--
nes pueden estar consolidados por neumonfa, puede presentar-
se una marcada sinusitis y los senos estin disetendidos por

la presencia de exudado, se puede encontrar pequefios focos -
necréticos en la piel, cresta, barbillas, h;gado, rifones, -
bazo, pulmones, intestino y pancreas. En los brotes seve--
ros de IA se presenta frecuentemente congestiﬁn, edema, hemo
rragia, infiltracién perivascular linfocitaria, incluso en -
cerebro (5,9,19,22,36,47). La enfermedad puede diseminarse

a traves de manejo inadecuado de aves infectadas,



gallinaza y otros productos av;colas, ademﬁs de cajas y sepa
radores de huevo (17,43). Existe la posibilidad de transmi--
8i6n por contacto indirecto por medios mecﬁnicos como: equipo
ropa, zapatos, vehiculos y persoﬂas (10,19,21). Las aves sil
vestres y acutfticas migratorias, (5,41,45,52) los insectos,

roedores, perros y gatos pueden llevar al virus de aves infec
tadas a laé‘susceptibles (10,18,19,55). El control y erradi-
cacifén de IA altamente patSgena son caros (21). Los costos -
de la erradicacién son altos, incluyen: aves sacrificadas, pa
go a los avicultores, cuarentena, limpieza de granjas, sepul-

tar, muertos y desinfectar (15,16,37,39,40).

En los meses de abril y mayo de 1994 se notific@ la pre-~
sencia de un virus de baja patogenicidad en aves criadas en
el valle de ngico, el diagnéstico se realizg en el laborato-
rio de alta sequridad de la ComisiQn-ngico—Americana para la
prevenciQn de la fiebre aftosa y otras enfermedades exdticas,
se identificé como un virus Hy N, de baja virulencia, sin em-
bargo, tomando como experiencia lo acontecido en los Estados
Unidos de Norteamérica en 1984, en donde tambign se identifi-
c§ el virus HgN, de baja virulencia, se observq que este virus
posteriormente muté a ser una cepa de alta virulencia; esto
motivé el uso de los mecanismos para su control y erradica--

cidn en México (2,13,14,26,27,32,44,53).

Dentro de las té&cnicas serol6gicas para el muestreo



de las parvadas, contra virus de influenza se usa la técnica
de Inhibici6n de la hemoaglutinacién y la de Precipitacifn en
agar. La primera es una técnica que permite identificar nive
les bajos de anticuerpos considerando tftulos de 1/10 como po
sitivos. La prueba de precipitacién en agar es una técnica
recomendada para detectar anticuérpos cuando ;atos se encuen-

tran elevados.

En los muestreos seroldgicos de las parvadas, se sangran
las aves para realizar las pruebas ocasionando un manejo adi-
cional que repercute en la produccién de carne y huevo (16).
Una zlternativa en el caso de gallinas de postura seria la de
terminacipn de anticuerpos a partir de la yema de huevo, con-
giderando que una ave que ha estado en contacto con un virus
ha sufrido de la infecciQn, su sistema inmunol§gico responde-
tg con la producci?n de anticuerpos y linfocitos sensibiliza-
dos. Gran parte de estos anticuerpos de la gallina en postu-
ra son transferidos a través de la yema tanto de protenitoras,
reproductoras y en gallinas productoras de huevo comercial,

por ser un mecanismo de inmunidad pasiva natural (51).



HIPOTESIS

El diagn8stico de la Influenza aviar se puede hacer me-

diante la deteccidn de anticuerpos en la yema de huevo.

OBJETIVO

Determinar la presencia de anticuerpos a partir de la
yema de huevo contra el virus de la influenza aviar Hy Nz,

mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacidn.



MATERIAL ¥ METODOS

E]l presente trabajo se realiz6 en el Departamento de Mi-
crobiologfa e Inmunologfa de la Facultad de Medicina Veteri-
naria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de Mé-

xico.

Se obtwieron 300 huevos de gallinas con antecedentes de bro
tes por el virus HgN, ¥ positivos seroldgicamenﬁe a la prue-
ba de inhibici6n de la hemoaglutinacifn en los 5 Estados. De
estos huevos se obtuvo' la yema, se reulizp una diluciQn 1:2
en Solucibn salina amortiguadora de fosfatos (SSAF) PH 7.3 y
Se mantuvieron en congelacidn hasta su uso considerdndose cg

mo lote experimental.

El lote testigo negativo fue formadc} poxr 100 yemas de --
huevo de gallinas seroldgicamente hegativas y se les hizo el

mismo tratamiento arriba mencionado.

El lote testigo positivo de 20 huevos de gallinas inocu-
ladas experimentalmente con el subtipo HgN, positivos serold

gicamente a la prueba de IH.A.

En las muestras del grupo experimental y del grupo testi
go negativo se realizd la prueba de inhibicifn de la hemoa--
glutinacién contra el virus HgN,, siendo la técnica de la -

Norma Oficial Mexicana de Sanidad Animal SSARF (16).

La base de la IHes la inter}:ccidn, de los anticuerpos con el virus
homélogo, que inhiben la aglutinaciﬁn de los eritrocitos.



PREPARACION DE REACTIVOS
A. PREPARACION DE G.R. (0.5%).

- Sangre de pollo colectada en solucifbn de Alseaver.

v/l
-~ Lavar los eritrocitos colocando en un tubo de 6entr£
fuga un volGmen de sangre con Alseaver y llenar el -

tubo con SSaF.

- Invertir el tuvo varias veces para suspender los eri

trocitos.
= Centrifugar la sangre a 800 r.p.m, durante 10 minutcs,
- Quitar el SSAFy la capa de c&lulas blancas.
= Llenar nuevamente el tubo con SSAF,

- Repetir el ciclo del lavado y centrifugacibn 2 veces

més.

- Diluir los eritrocitos a una concentracién final de

0.5% en SSAF, sin albfimina.
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B. SOLUCIONES: ,

1.~ Soluci6n Salina amortiguadora de fosfatos (SSAF) pH 7.3

(Apendice Hoja No. 34)

2.- Anticoagulante de Alseaver.

(apendice Hoja No. 34)

i
i

C. ANTISUERO POSITIVO PARA EL SEROTIPO DE VIRUS QUE SE EM

PLEA DONADO POR C.P.A.

D. ANTIGENO VIRAL INACTIVADO (H5N2).

con titule 8 UHA donado por C.P.A. f
E. TITULACION DE ANTIGENO.

1.~ Poner 0,05 ml de SSAF con albGmina. dos filas de 12

pozos en una microplaca.

2.~ Agregar 0.05 ml de antigeno en el primer pozo de

cada fila,

3.~ Utilizando micropipetas o microdiluidores de 0.05ml,
se efectlan diluciones dobles seriadas (1:2 a 1:1024) del an-~
tigeno, dejando los dos (ltimos pozos de cada fila sin antlge

no para que sirvan como testigos de las cé&lulas.
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4. Agregar 0.05 ml de la suspensibn al 0.05% de eritro
citos de ave a cada pozo y agitar la microplaca para mezclar

los reactivos.
F. INTERPRETACION DE LA TITULACION DEL ANTIGENO (HA).

1.- El punto final de la titulacibn del antfgeno estd
en la dilucibn mis alta del antfgeno que produzca 100% de he
moaglutinacifn. En esta dilucibn se considera gue existe --

una unidad hemoaglutinante.
G. PROCEDIMIENTO PARA EFECTUAR LA PRUEBA DE (IH)

Deteccifn de anticuerpo en sueros. (Prueba tamiz). Se
usard la misma prueba, utilizando deteccibdn y anticuerpo en

yema de huevo que ser§ la muestra.

l.~ Identificar y hacer una relacifn exacta de las ye-

mas {(muestra) que se someter&n a la prueba.

2.- Ef una microplaca identificada como Placa de la d£
lucibn inicial, se depositan en todos los pozos 0.100 ml de

PBS con albGmina.

3.- Siguiendo un orden secuencial, depositar 0.025 ml

las muestras que se van a probar, Ejemp. en el pozo Al se
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deposita la muestra No. 1, en el pozo Al2 la muestra No. 12,
en el pozo Bl depositar la muestra No. 13 y asf sucesivamente
hasta el pozo H12, en el que se deposita la muestra No. 96.
La dilucifn resultante serd 1:5. Esta microplaca con la
dilucidn inicial puede sellarse y conservarla en congelacidn

para efectuar pruebas posteriores.

4.~ En otras microplacas, se efectuari la dilucién para
la prueba, agregando 0.025 ml de SSAF con albfimina a todos

los pozos de la microplaca.

= Con una micropipeta de 12 canales, transferir 0.025 ml
de las muestras en la 1;nea de pozos Al-Al2 de la mi-
croplaca de la diluci@n inicial (1:5), a la 1;nea A
de pozos de la microplaca en que se efectuar§ la
prueba.

- Las muyestras se mezclan y s¢ transfiere 0.025 ml de
los pozos de la l;nea B, se mezcla y se descartan
0,025 ml.

- En la 1inea A la diluciQn ser§ 1:10 y en 1la l;nea B la

diluci6n es 1:20.

Esta operacifn se repite con las demfs muestras empleando
2 pozos por cada muestra, En cada microplaca se debe ponexr

una muestra positiva y un control de eritrocitos.



13

5.~ Una vez efectuadas las diluciones agregar 0.025 ml
del antigeno de influenza aviar conteniendo 4 unidades hemo--
aglutinantes. Cubrir y agitar la microplaca incubar a tempe-

ratura ambiente durante 30 minutos,

La dilucibn conteniendo las unidades deseadas del antf
geno, se determina dividiendo el punto final de la HA entre -

el nGmero de unidades.

Ejemp. tftulc del antfgeno 256, unidades deseadas - -~
4 (256/4) en la dilucibn 1:64 existir&n 4 unidades hemoagluti
nantes por cada 0.25 ml. Despu&s de agregar la dilucibn del
ant{geno deberi hacerse una comprobaciédn del nGmero de unida-

des en la prueba.

6.- Agregar 0.05 ml de la suspensibn de eritrocitos al
0.5% a cada pozo, cubrir y agitar la placa, incubar a tempera
tura ambiente hasta que los eritrocitos en el control de célu

la se sedimente (30-45 minutos).

INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE (IH)

La lectura de la prueba se realiza cuando los eritroci
tos en el control de células se sedimente, formando un botén
circular con bordes bien delimitados en el fondo e) pozo. La

inhibicibn de la hemoaglutinacibén producida por las muestras
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positivas tiene un patrQn semejante al control de c_élulas, un
botgn circular con bordes definidos que se desliza tomando la
forma de una lggrima en el fondo del pozo, si la placa se in-
clina en un §ngulo de 45 grados. Cuando las muestras son ne-
gativas y no alcanzan a inhibir la acciqn hemoaglutinante del
ant;geno, los eritrocitos se sedimenta formando una capa uni-

forme en el fondo de los pozos.

Se debera efectuar la titulacifn para determinar el pun
to final de las muestras que resulten positiQas en la prueba
tamiz, todas las muestras que produzcan inhibicign de la he--
mOaglutinacipn franca de la diluci_én 1:10 deben considerarse

positivas.



Se trabajaro
avicolas product
Estados de Morel
las cuales fuero
cularon 20 galli
to de la comisid
fiebre aftosa y
virus de Influen
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de las gallinas
N2 a la prueba 4
12 (60%) con tit

(15%) con titulo
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los 100 huevos p

RESULTADOS

n 420 huevos, 300 huevos eran de 18 granjas
oras de huevo comercial procedentes de los -
oS, México, Jalisco, Guanajuato y Puebla; -~
n muestras problema. Simult&neamente se ino
nas de postura en las unidades de aislamien-
n México Americana para la prevencidn de la
e otras enfermedades éxoticas {(CPA), con el
za Aviar HgN,
5 positivos.

siendo los huevos de estas - -
Tambi;n se trabajaron 100 hue-
de aves libres a la infecci6n del virus HgN,
ps como testigos negativos.

ps de los huevos del lote testigo positivo

inoculadas experimentalmente con el virus Hg
e Inhibici6n de 1la Hemoaglutinaci@n fueron -~
hlo de 1:40, 5 (25%) con titulo de 1:80, 3 -

de 1:160 {(cuadro 1).

os obtenidos de lote testigo negativo median
|
|
la inhibici6n de la Hemoaglutinacién para —-

ocedentes de gallinas libres a la infeccifn

del virus HgN, fueron negativos.

15~
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Del Estado de Morelos se recolectaron 60 huevos proceden
tes de 2 diferentes empresas comerciales ambas empresas con
antecedentes de haber sufrido brote de influenza aviar e in-
cluso se aislq el virus siendo confirmado por CPA. Obtenien
do de §stas los siguientes tftulos, 6 (10%) con 1:10, 7, ~ =
{11.6%) 1:20, 10, (16.6%) 1:40; 17, (28.3%) 1:80, 20, (33,3%)
1:160, {(cuadro 2).

Del Estado de México se- recolectaron 60 muestras de 2
empresas comerciales productoras de huevo comercial éstas -
sin antecedentes cl_Inicos los resultados fueron con los si-
guientes t;tulos; 3 (5%) con 1:10, 3 (5%) 1:20, 5, (8.3%)
1:40, 22, 36.6%) 1:80; 25, 1:160 y 1, (1.6%) negativo {cua-
dro 2).

Del Estado de Jalisco se trabajaron 60 muestras de 10 -
granjas productaras de huevo comercial ubicadas en diferen-
tes empresas.del Estado estas sin antecedentes clfnicos de
la enfermedad; los resultados fueron: 6 (10%) negativos, 10,
(16.6%), 110, 7, (11.6%) 1:20, 5,(8,3%) 1:40, 10, (16.6%)
1:80, 22, (36.6%), 1:160, (cuadro 2).

En el Estado de Guanajuato se procesaron 60 muestras de
2 granjas reproductoras de huevo comercial ubicadas en dife-
rentes municipios, &stas sin antecedentes clfnicos de la en-
fermedad; los resultados fueron: 8, (13.3%) de 1:20, 14, (23.3%)

de 1:40, 19, 31.6%) de 1:80, 19, (31.6%) de 1:160; (cuadro 2).
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En Puebla se recolectaron 60 muestras de 2 granjas repro
ductoras de huevo comercial ubicadas en diferentes regiones
del Estado sin antecedentes de la enfermedad; los resultados
fueron: 8,(13.3%) 1:10, 12, (20%) 1:20, 21,(35%) 1:40; 10, --
(16.6%) 1:80, 9, (15%) 1:160, (cuadro 2).

La pruéba de la inhibici(Sn de la hemoaglutinaci6n utili-
zando la yema de huevo para la determinacit}n de anticuerpos
contra el virus de Influenza Aviar HgN, se evalué con la --
misma prueba simult_aneamente con sueros positivos y negativos

al wvirus.
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DISCUSION

Del grupo testigo positivo se obtuvieron resultados a -
la prueba de I.H.A, tanto para el suero como para la yema titu

los muy semejantes.

Estas aves fueron sangradas y con el suero se corrio -
la prueba de I.H.A. frente al virus Hy N, los titulos obteni
dos fueron de 12 sueros (60%), 1:40 y 8 (40%) 1:80; asimismo
se recolectaron los huevos de estas aves y a partir de la ye-
ma se busco la presencia de anticuerpos contra el virus de --
I.A., los resultados fueron de 12 yemas (60%) 1:40; 5 (25%) ~
1:80; y (15%) 1:160. Si comparamos los titulos obtenidos en
los sueros con los titulos de las yemas, podemos observar un
incremento en la presencia de anticuerpos en la yema de hue-
vo que corresponden a titulos que van de 1:80 a 1:160 y que -
se observaron en 8 yemas un 40%. Esto es de esperarse debido
a que las aves trasmiten la inmunidad a su progenie a trav&s

de la yema (19,22). (cuadro 1).

Del Estado de Morelos se muestrearon 60 huevos al asar
de 2 diferentes empresas avicolas con antecedentes de haber -
sufrsdo brote de Influenza aviar, los titulos a la prueba -
de I. H. A, fueron de 1:10 a 1:160 siendo el 33.3% mds alto
en la dilucidén 1:160 cabe sefialar que la tendencia es a incre

mentarse esto puede deberse a que estos animales se han infec
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tado en forma natural con el virus (cuadrc 2).

Del Estado de México Guanajuato, Puebla y de Jalisco,
de cada uno de ellos se muestrearon 60 huevos de aves proce-—-
dentes de diferentes empresas avicolas sin antecedentes de ha
ber sufrido la enfermedad, los titulos van de 0 a 1:160. En
estas aves se puede observar que el mayor porcentaje corres--

ponde a los titulos de 1:160, (cuadro 2).

En canblo en el Estado de Puebla el porcentaje mis al
to lo encontramos en la diluci6n 1:40., La diferencia de es--
tos titulos puede deberse a que no todos los individuos res--
ponden inmunol8gicamente igual después de una infeccibn esto
puede deberse a factores genéticos, estres, y a otros agentes
inmunodepresores que de alguna forma alteran los titulos de =
anticuerpos, también en un brote de campo con I.A. no todos -
los animales se infectan el mismo dfa si no que la infeccibn
va siendo paulatina y si se toman muestras los tftulos de an-
ticuerpos son variables e inclusive pueden haber aves negati-
vas., Asi también existe la posibilidad de vacunacién o rein-
feccibn; sin embargo la vacunacibn no esta permitida, porque
esta enfermedad esta en proceso de control y erradicacibén vy
la prueba serolbgica utilizada en la campafa es la I.H.A., si
las aves fueron vacunadas alterarfia la interpretacibn serol6-

~gica {(cuadro 2).
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Considerando este muestreo aleatorio en los 5 estados
nos hace reflexionar de que el virus se mantiene en las parva

das. Sin embargo existen granjas que fueron negativas.

En este trabajo la finalidad fue utilizar muestras ob
tenidas de huevo para utilizar la prueba de I.H,A. en la yema,
consideramos que hizo falta contar con mayor informacifn con
respecto a cada una de las granjas y del nfimero de granjas -
existentes en cada localidad; asf como el nGimero de aves que
se maneja en cada una de ellas. Hace falta realizar un traba
jo en donde se contemple el nfinerc de aves y de granjas en ca
da uno de los estados para llegar a conocer la prevalencia de

esta enfermedad en nuestro pais.

La determinacifn de anticuerpos a partir de la yema =
nos ofrece ventajas como son la obtencifn de muestras en el -
momento que se reguieran en cantidad suficiente y calidad de-
seada sin tener que molestar a las aves que al tomar una mues
tra sangufnea representa un mqtivo de estres y con &sto una -
posible baja en la producci&n; otra ventaja es que podemos ob
tener muestras de diferentes Estados y tener un seguimiento -
de aguellas empresas con problemas de I,A. es importante re--—
cordar que dentro de las campafias para el control y la erradi
cacibn de una enfermedad, en este caso I.A. es de suma impor-
tancia el muestreo serolfgico que es una herramienta para eva

luar la incidencia o prevalencia de la infeccifén dentro de -
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las parvadas,

En los resultados obtenidos podemos observar que en —-
las granjas donde las aves sufrieron la infeccifn en forma na
tural los titulos de anticuerpos fueron variables con tftulos
que van de 1:10 a 1:160, e incluso aves negativas esto es 16-
gico de entender, pues dentro de la poblacibn de aves no to-
das se infectan en el mismo momento sino gque empiezan unas --
y paulatinamente se van infectando el resto de la poblacién -
que por consecuencia nos dan tftulos variables. (cuadro 2).
Sin embargo no todos los animales van a responder con tftulos
de anticuerpos idénticos porque existen factores individuales
que darfn una respuesta inmunolSgicamente diferente y con es-
tos tfitulos variables. En el muestreo de huevo tambi&n se en
contrd granjas con titulos de anticuerpos m&s homogéneos te--
nlendo valores promedio de 1:80, estos resultados pueden de--
berse a dos posibles causas, una es que la infeccién se di6 -
en forma natural y que existié una respuesta inmunolfgica, y
en el momento de tomar las muestras, las gallinas ya habfan -
controlado la infeccibn y los titulos de anticuerpos fueron -
mAs homogéneos. Otra posibilidad es que estas aves recibie--
ron una Inmunizacién. Donde su sistema inmunoldgico va a sin
tetizar anticuerpos especificos para cada uno de los determi-
nantes antigénicos y que si existe un virus mutante los anti-
cuerpos estimulados por -la vacuna no neutralizaran al virus -

mutante independientemente de que existan anticuerpos contra
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algunos otros epitopes de este virus.

Al correr las pruebas I.H.A. para el virus de I.A. Hs
N, para su titulacién se observd gue este virus no eluye a eri
trocitos de aves despufs de 48 horas mantenidos a una tempera-

tura de 5 a 25 grados centrigrados.

La prueba de I.H.A. se puede realizar en cualquier labo
ratorio de serologfa, lo finico que se necesita son las muestras
(huevos), lo mis fresco posible con su identificacibn y seguir
la t&cnica descrita en este trabajo que es la misma que reco-

mienda la Norma Oficial Mexicana.
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CONCLUSION

Se concluye que la t&cnica de laboratorio de inhibicién
de la hemoaglutinacién‘ es compatible y confiable para determi-
nar la presencia de anticuerpos a partir de la yema de huevo =~

de gallinas con el virus de la Influenza Aviar HgN,.
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APENDICE

1.~ Solucibn salina amortiguadora de fosfatos (SSAF)pH 7.3

.

Solucién A

Na, HPO, Anhidro 0.15 M 21,30 g

Na C1 8,50 g

Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Solucién B

Na HZ PO4 Anhidro 0.15 M 19:00 g
Na C1 8,50 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Solucibn de trabajo
Sol., A 80,00 ml
Sol. B 20,00 ml

La mezcla de las soluciones A y B tendri un pH 7.3 a
esta solucibn deber& agregarse 0.02 g @ de alb@imina serica bo
vina. (Cuando se diluya el virus).

2.- Anticoagulante de Alseaver:

Dextrosa 20.5 gr

Citrato de sodio 8.0 g



Acido citrico 0.55 g
Cloruro de sodio 4.2 g
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar en autoclave 100° C, 15 minutos.
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CUADRO No. 1

FRECUENCIA Y PORCENTAJE DE MUESTRAS DE SUERO SANGUINEO Y YEMA
DE HUEVO DE AVES INOCULADOS EXPERIMENTAIMENTE CON EL VIRUS =~
H5N2 (LOTE TESTIGO POSITIVQ) EVALUADOS POR LA PRUEBA DE IHA

EXPRESADA EN TITULOS

N° DE MUESTRAS POSITIVOS DE TITULOS OBSERVADOS.
SUERO Y %

12 (60%) 1/40

8 (40%) 1/80

TOTAL 20 (100%)

N° DE MUESTRAS POSITIVOS DE

YEMA Y §
12 (60%) 1/40
5 (25%) 1/80
3 _(15%) 1/160

TOTAL 20 (100%)



CUADRO No. 2

NUMERO DE MUESTRAS (HUEVOS) CON TITULOS DE ANTICUERPOS

A LA PRUEBA DE LA INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION.

LOTE NEGATIVO

Morelos

Edo. de México 1(1.6%)
Jalisco 6(10%)
Guanajuato

Puebla

Titulos mayores 1l: 10 se

1/10 1/20 1/40

6(10%) 7(11.68)  10(16.6%)
3(5%) 3(5¢%) 5(8.3%)
10(16.68) 7(11.6%) 5(8.3%)
8(13.3%)  14(23.3%)

8(13.3%) 12(20%) 21(35¢%)

considera positivas seglin la norma de sanidad animal.

1/80

17(28.3%)

22(36.6%)

10(16.6%)

10(31.6%)

10(16.6%)

TOTAL DE MUESTRAS =

1/160 TOTAL
MUESTRAS
20(33.3%) 60
26(43.3%) 60
22(36.63) 60
9(31.68) 60
9(158)  _ 60
300
(16)..

LE
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