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RESUMEN 

MOLINA FLORES GENOVEVA. Comparación de la titulación de vacunas 

contra la Enfermedad de Newcastle (ENC) y Bronquitis Infecciosa (BI)  

utilizando embrión convencional y embrión ALPES®. (Bajo la dirección 

de: Dra. Norma Calderón Apodaca y Dr. Rubén Merino Guzmán) 

La inmunización de animales con vacunas de calidad es la principal forma de 

prevenir o de controlar una gran proporción de enfermedades que afectan a  

los animales domésticos, con énfasis en las de origen viral. La administración 

confiable de vacunas inocuas, potentes y eficaces es imprescindible para el 

funcionamiento satisfactorio de los programas de salud animal. Por otro lado, 

en el pollo recién nacido  una gran proporción de los anticuerpos transmitidos 

por la madre se encuentran en el saco vitelino, mientras que la titulación de los 

virus vacunales de la enfermedad de Newcastle y de la bronquitis infecciosa se 

efectúa por inoculación en la cavidad alantoidea en el embrión, en teoría existe 

poca probabilidad de contacto entre el virus vacunal y los anticuerpos del saco 

vitelino. Sin embargo, es conveniente comprobar que la titulación de estas 

vacunas no es afectada por los anticuerpos presentes en el saco vitelino. 

México sólo cuenta con una empresa dedicada a la producción de embriones 

libres de patógenos específicos (ALPES®), por lo cual el abastecimiento a los 

laboratorios que utilizan estos embriones puede llegar a no ser suficiente. 

Como previsión algunos laboratorios utilizan embriones convencionales para su 

trabajo rutinario. El objetivo del presente estudio fue comparar la titulación de 

virus de ENC y BI mediante la inoculación en embrión de pollo  probablemente 

con anticuerpos (convencional) y embrión libre de patógenos específicos 

(ALPES®) de 9-11 días de edad. Los resultados mostraron que no hay 

diferencia significativa al hacer la titulación en el embrión de pollo convencional 

y el embrión ALPES®.  
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INTRODUCCIÓN 

La administración confiable de vacunas inocuas, potentes y eficaces es 

imprescindible para el mantenimiento de la salud animal y el funcionamiento 

satisfactorio de los programas de salud animal.1 La inmunización de animales 

con vacunas de calidad es el principal medio de control de muchas 

enfermedades animales. En otros casos, las vacunas se emplean 

conjuntamente con el control nacional de enfermedades o los programas de 

erradicación.1 El planteamiento para garantizar la calidad, inocuidad, potencia y 

eficacia de las vacunas veterinarias puede variar de un país a otro de acuerdo 

a las  necesidades  locales. Sin embargo, es imprescindible contar con 

estándares y controles de producción adecuados para asegurar la 

disponibilidad de productos  con una uniformidad garantizada de calidad para el 

uso en programas de control y prevención en el área de la salud animal.1, 2 

Como la patogénesis y la epidemiología de cada enfermedad varía, el papel y 

el éxito de la vacunación como medio de control varía también de una 

enfermedad a otra. Algunas vacunas pueden ser eficaces, induciendo una 

inmunidad que no sólo previene los signos de la enfermedad, sino que también 

contribuye a reducir la replicación y diseminación del agente causal de la 

enfermedad. Otras vacunas pueden prevenir la enfermedad clínica, pero no la 

infección o el estado de portador sano. De esta forma, la decisión de 

recomendar la vacunación como parte de la estrategia de control de las 

enfermedades animales, requiere el conocimiento de las características del 

agente infeccioso y de su epidemiología, así como de las características y 

posibilidades de las diferentes vacunas disponibles.3  
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Tipos de vacunas 

Las vacunas se pueden preparar como productos activos o inactivados. 

Algunas vacunas a virus activo se preparan a partir de aislamientos de campo 

de baja virulencia o que son artificialmente modificados de un agente causante 

de una enfermedad. Cuando se administran por vía no natural o bajo otras 

condiciones, los virus pueden inmunizar en vez de causar la enfermedad.3, 4 

Otras vacunas activas se preparan a partir de  aislamientos de agentes 

causantes de enfermedades que han sido seleccionados mediante su 

inoculación en animales de laboratorio, medios de cultivo, cultivos celulares o 

embriones aviares, ya qué son sustancialmente diferentes al huésped natural 

con la finalidad de obtener una variante de virulencia reducida. El desarrollo en 

las técnicas de ADN recombinante han proporcionado oportunidades únicas 

para la producción de vacunas. En la actualidad, las vacunas activas pueden 

ser modificadas  de forma específica mediante la eliminación de los genes 

relacionados con la virulencia de un virus. Otras vacunas se producen por la 

introducción de genes a partir de un virus causante de una enfermedad que 

codifican antígenos inmunizantes específicos, en un virus vector no virulento,. 4, 

5 

 

Los productos inactivados pueden contener: 1) Cultivos de virus que han sido 

inactivados por medios químicos o físicos 2) Subunidades  que se han extraído 

de cultivos o que se han producido mediante procedimientos de ADN 

recombinante (ADNr).5 

Tanto las vacunas a virus activo como las inactivadas se pueden fabricar con 

adyuvantes diseñados para aumentar su eficacia. Los adyuvantes son 

emulsiones de aceite en agua (simples o dobles), hechos con aceite mineral o 

vegetal y un agente emulsionante.6 Se utilizan también otros adyuvantes como 

el gel de hidróxido de aluminio o la saponina. Adicionalmente se están 

elaborando vacunas que incluyen ingredientes que producen efectos 

inmunomoduladores en los animales hospedadores y sirven para aumentar la 
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eficacia del producto. Estos ingredientes pueden incluir componentes 

inmunogénicos de virus, como las bacterias muertas, que estimulan la 

respuesta inmune contra otras fracciones presentes en la vacuna o citocinas 

que se utilizan para regular aspectos específicos del sistema inmune. Estas 

pueden estar incluidas en constructos de ADNr donde se expresa con el 

antígeno.7,8 

En la industria avícola se elaboran una gran variedad de vacunas, entre las 

cuales, una de las de mayor importancia son la vacuna contra la enfermedad 

de Newcastle (ENC) y la bronquitis infecciosa (BI). 

 

Requisitos para las vacunas contra la enfermedad de 

Newcastle  

Las cepas del virus de la ENC empleadas en las vacunas comerciales de virus 

activo se agrupan en dos : vacuna de virus lentogénico tales como Hitchner-B1, 

La Sota, V4, NDW, I2 y F, y vacunas con virus mesogénico, tales como Roakin, 

Mukteswar y Haifa-Komarov.9, 10, 11. Las cepas de ambos grupos han sido 

seleccionadas y clonadas para satisfacer diferentes criterios en su producción y 

aplicación.12, 13  

La mayoría de las vacunas con virus activo se replican en la cavidad alantoidea 

de huevos embrionados de ave, pero algunas cepas mesogénicas se han 

adaptado a una variedad de sistema de cultivos de tejidos.9 

Las vacunas a virus activo pueden administrarse a las aves a través del agua 

de bebida, en forma de aerosol con gota gruesa o mediante la instilación 

conjuntival o intranasal.10Algunas cepas mesogénicas se aplicaban por 

inoculación intradérmica en la membrana del ala. Se han probado vacunas que 

dan resultados mediante la aplicación de vías específicas. 14  

En general, las vacunas a virus activo son más inmunogénicas sin embargo es 

más probable que causen efectos secundarios adversos. Por ejemplo, la 

vacunación con la cepa La Sota causa problemas considerablemente mayores 

en aves jóvenes susceptibles que la cepa Hitchner-B1, aunque La Sota induce 
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una respuesta inmune más fuerte. 15, 16, 17 

Cuando se diseña un programa de vacunación, debe tenerse en consideración 

el tipo de vacuna utilizada, el estado inmune de las aves a vacunar y el nivel de 

protección requerido en relación a la zona donde se encuentran las aves.18 

 

Requisitos para las vacunas contra la bronquitis infecciosa 

Todos los virus presentes en vacunas con virus activo deben ser modificados o 

ser naturalmente  apatógenos. Muchos países sólo permiten vacunas activas 

que estén basadas en el patotipo Massachusetts.19 Es improbable que la 

inoculación única de una vacuna inactivada para la BI confiera una protección 

completa hasta el final del ciclo de producción de huevo, a menos que esté 

precedida por una respuesta primaria, inducida generalmente por una vacuna a 

virus activo. Las vacunas inactivadas tienen que administrarse individualmente 

a las aves, mediante inyección intramuscular o subcutánea, mientras que las 

vacunas a virus activo se pueden dar en forma de aerosol, en el agua de 

bebida u ocular. Las vacunas a virus activo producen una mejor inmunidad 

local en el tracto respiratorio y pueden proteger frente a un espectro más 

amplio de cepas de campo 19, 20. 

 Las vacunas a virus activo puede que no protejan durante todo el ciclo de 

producción de huevo, ya que el desafío con cepas de serotipos distintos es un 

hecho muy común en granjas con aves de edades múltiples, y el descenso en 

la producción es común por desafíos de campo hacia las 40 semanas de edad. 

21 El uso de algunas vacunas a virus activo conlleva el riesgo de patogenicidad 

residual en la población asociada con el pase de la vacuna. Sin embargo, el 

empleo de técnicas apropiadas de distribución masiva (por ejemplo, aerosol o 

agua de bebida) para asegurar una cobertura y una distribución uniforme de la 

vacuna en la población y  evitar el uso de dosis fraccionadas subóptimas de la 

vacuna tiene generalmente como resultado una aplicación segura de las 

vacunas a virus activo. 22 

Las vacunas inactivadas emulsionadas en aceite actuales son más eficaces, en 
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especial cuando están precedidas inmunológicamente por una vacuna con 

virus activo. También estimulan una respuesta de anticuerpos más persistente. 

Hay perspectivas del diseño de vacunas por medio de ingeniería genética, y 

actualmente se están desarrollando para la vacunación in ovo 9. 

Entre las vacunas contra la BI, existen diferencias importantes entre los 

diversos países con lo que respecta al virus de desafío que se emplea en las 

pruebas de potencia y validación. Tradicionalmente, se ha utilizado la cepa 

virulenta M–41 del tipo Massachusetts para pruebas de desafío, tanto para 

vacunas a virus activo como inactivadas. Aunque este tipo es todavía común, 

en muchos países a menudo no es el único o dominante, por lo cual es 

aconsejable preparar a partir de patotipos existentes. Establecer criterios para 

validar el virus de desafío puede ser más difícil para otros tipos que no sean 

Massachusetts esto debido a su menor virulencia. Normalmente, se piensa que 

las vacunas inactivadas protegen contra el descenso en la producción de 

huevos. El virus de desafío tradicional M–41, causa un descenso en la postura 

de huevo hasta del 67% en los testigos no vacunados, pero cuando se usan 

otros tipos, se pueden considerar satisfactorios descensos menores, lo cual 

depende de la de la evidencia publicada sobre los efectos de estas cepas bajo 

condiciones de campo. 18, 19, 20, 21. 

 

 

 

Producción de  vacunas a virus activo. 

Para la producción de vacunas se utiliza al embrión de pollo como el huésped 

natural para la replicación, propagación y caracterización de los virus aviares.23  

Los órganos del embrión tienen las células necesarias para la replicación de 

diferentes tipos de virus. El éxito en la propagación y aislamiento de los virus 

depende de: 

1. Vía de inoculación  

2. Edad del embrión 
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3. Tiempo de incubación 

4. Volumen y dilución del inóculo utilizado 

5. Temperatura de incubación 

6. Humedad relativa 

7. Volteo 

8. El estado inmune de las aves reproductoras de la cual provienen los 

embriones., 23, 24, 25. 

Los embriones de pollo que se utilizan para la producción de vacunas deben 

ser libres de trastornos congénitos, enfermedades infecciosas y 

contaminaciones externas de cualquier tipo. Así mismo, para la producción de 

vacunas de virus activo, de cultivos celulares y para la propagación de la 

semilla maestra; se emplean embriones libres de patógenos específicos (LPE), 

con el fin de asegurar la calidad de las mismas. 23, 24 

Las inmunoglobulinas del suero de la madre se  transfieren con facilidad al 

saco vitelino del huevo mientras aún está en el ovario. En consecuencia existe 

IgY en el saco vitelino, en concentraciones que varían dependiendo del agente, 

los investigadores reportan una transferencia de aproximadamente 30 %. 

Además, al pasar el huevo por el oviducto se agregan a la albumina IgM e IgA 

de las secreciones de esta porción. Conforme se desarrolla el embrión este 

absorbe parte de la IgY del saco vitelino, la cual aparece luego en la 

circulación. La IgM y la IgA maternas se difunden en el líquido amniótico, y el 

embrión las deglute, de modo que cuando el pollo emerge del cascarón cuenta 

con la IgY en el suero y con IgM e IgA en el intestino.26, 27, 28,  

La replicación del virus puede ser detectada por la presentación de lesiones 

que varían según el agente viral inoculado y pueden ser:  

a) Presencia de pústulas en la membrana corioalantoidea 

b) Hemorragias cutáneas 

c) Crecimiento anormal de los miembros  

d) Anormalidades en vísceras23, 25. 

Entre los métodos de detección de replicación viral en los embriones se 
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incluyen: 

1) La detección de hemaglutininas en el fluido alantoideo  

2) El uso de técnicas serológicas como inhibición de la hemoaglutinación, 

ELISA, y aglutinación en placa, entre otras.  

 3) Técnicas moleculares como PCR y RFLP .23, 24 

 

En Estados Unidos de Norteamérica, a través del memorándum 800.65 y 9CFR 

del USDA (United States Department of Agriculture), y en Europa, a través de 

la farmacopea europea, se propone el uso de embriones LPE para el 

diagnóstico y la investigación. Estos embriones provienen de parvadas que se 

someten a un riguroso programa de monitoreo y que han mostrado estar libres 

de los principales patógenos que afectan a la industria avícola, de manera que 

las parvadas deben  mostrar serología negativa contra ciertos agentes 

específicos como: encefalomielitis aviar, laringotraqueitís infecciosa, reovirus, 

Salmonella spp., entre otras.24 , 30 

En México hay disponibilidad de embriones provenientes de aves libres de 

patógenos específicos (ALPES®) los cuales se clasifican en dos tipos, de 

acuerdo con los agentes infecciosos de los que  se asegura están libres y los 

niveles de anticuerpos que puedan tener en el saco vitelino. (ALPES® I y 

ALPES® II) Cuadro 1. 24, 30 

 

 

Titulación de vacunas de virus  activo 

Uno de los usos que se da al embrión de pollo en los laboratorios es la 

titulación de vacunas y de suspensiones de virus.  La titulación es una prueba 

de control de calidad para asegurar que el producto vacunal contiene la 

cantidad de antígeno establecido en la orden de producción y consiste en la 

medición cuantitativa de partículas virales4, 18, mediante la preparación de 

diluciones del virus vacunal para la determinación del punto final en la cual la 
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actividad biológica de la suspensión viral es detectada. 31. 
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JUSTIFICACIÓN  

Los anticuerpos transmitidos de la madre al embrión se encuentran en el saco 

vitelino, mientras que la inoculación de los virus vacunales de la ENC y de la BI 

se realiza por  cavidad alantoidea y en teoría hay poca probabilidad de contacto 

entre el virus vacunal y los anticuerpos del saco vitelino. Sin embargo, es 

conveniente comprobar que la titulación de vacunas no se altera por los 

anticuerpos presentes en el saco vitelino. México sólo cuenta con una empresa 

dedicada a la producción de embriones LPE, por lo cual el abastecimiento a los 

laboratorios que los utilizan está siempre en constante riesgo a un imprevisto 

además de la diferencia significativa de precio comparado con el costo de 

embriones provenientes de gallinas reproductoras con altos títulos de 

anticuerpos contra diferentes agentes infecciosos. En consecuencia algunos 

laboratorios utilizan embriones convencionales para su trabajo rutinario como lo 

es la titulación de vacunas a virus activo.  

 

 

HIPÓTESIS 

Si los anticuerpos contra ENC y BI se encuentran en el saco vitelino y la 

inoculación se realiza por vía cavidad alantoidea, entonces estos no interfieren 

con la titulación de los virus inoculados. 

 

 

OBJETIVO GENERAL:  

 Comparar la titulación de virus de ENC y BI, mediante la inoculación en 

embrión convencional con anticuerpos contra esos agentes y embrión 

ALPES® o libre de anticuerpos, para probar que la titulación no se ve 

afectada al utilizar cualquiera de estos embriones. 
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Objetivos específicos: 

- Titular vacunas comerciales contra ENC y BI en embriones que 

presenten en el saco vitelino anticuerpos contra estos agentes y en 

embriones sin anticuerpos 

- Detectar y cuantificar anticuerpos contra ENC y BI en el saco vitelino de 

los huevos embrionados usados para la titulación de las vacunas, 

mediante la prueba serológica ELISA 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

Instalaciones: Laboratorio de virología y serología del Departamento de 

Producción Animal: Aves (DPAA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la UNAM. 

Embriones para experimentación: Se utilizaron 600 embriones de 9-11 días 

de edad con anticuerpos contra los virus de ENC y BI, obtenidos del Centro de 

Enseñanza, Investigación y Extensión en Producción Avícola (CEIEPAv) 

perteneciente a la FMVZ-UNAM; también 600 embriones sin anticuerpos de 9-

11 días de edad obtenidos de Aves Libres de Patógenos Específicos (ALPES 

I® Tehuacán, Puebla, México). 

Vacunas 

I.-Contra la enfermedad de Newcastle: Se utilizó virus activo de vacunas 

comerciales.  

1. Cepa La sota. Lote LS-108. 

2. Cepa B1. Lote 81-108 

3. Cepa La sota. Lote LS-103 

4. Cepa B1. Lote 81-103 

5. Cepa B1. Lote 81-104 

II.-Contra la bronquitis infecciosa: Se utilizó virus activo modificado cepa 

Massachusetts de vacunas comerciales de diferentes lotes. 

A. Lote 1047168A. 

B. Lote 1057168A. 

C. Lote 1107168A. 

D. Lote 1037170A 

E. Lote 1047170A 

 

Diseño experimental 

Cada vacuna se tituló por duplicado en grupos de 25 embriones 

convencionales y en embrión ALPES®. 
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Procedimiento para la titulación de los virus 

 

 Vacuna contra la ENC 

La vacuna se reconstituyó con 30 ml de diluyente para vacuna de 1000 dosis.32 

Se agitó por 30 segundos y permaneció en refrigeración por 15 minutos para 

permitir la disgregación del virus, después se hicieron diluciones décuples 

seriadas a partir de la concentración inicial hasta la dilución10-9  para ello se 

mezclaron 0.5 mL de la vacuna más 4.5 mL de PBS con 1 % de antibiótico y 

antimicótico (1000 unidades de penicilina G sódica, 1 mg de sulfato de 

estreptomicina y 25 μg de anfotericina B al 0.85 %), se usó una pipeta por cada 

dilución, se mezcló la dilución antes de proceder al siguiente tubo, los tubos 

con las diluciones se conservaron en inmersión en hielo. 28 30. Finalmente, se 

inocularon 5 embriones de 9-11 días de edad de la dilución 10-5 hasta 10-9 por 

cavidad alantoidea con 0.2 mL por dilución. 18, 31, 32, 33,  

Se incubaron los embriones a 37.7 C°, diariamente se verificó la supervivencia 

por observación con un ovoscopio, la mortalidad de las 24 horas se consideró 

como inespecífica 18, 23, 24, 31. 

Los embriones se sacrificaron por refrigeración a 4 ºC por 2 horas33, 34 al sexto 

día postinoculación y posteriormente se realizó la prueba de hemoaglutinación 

en placa tomando 50 – 100 μL de líquido alantoideo de cada embrión inoculado 

y de cada dilución, confrontándolo con eritrocitos de ave diluidos al 3 %,de 

acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-052-ZOO-1994 

en su apéndice A, la hemoaglutinación se consideró positiva en aquellos 

embriones en los cuales la reacción de hemoaglutinación directa fue evidente y 

también se tomaron como positivos los embriones muertos después de las 68-

72 horas, que produjeron hemoaglutinación.18 
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Vacuna contra la BI 

La vacuna se reconstituyó con 30 ml de diluyente para vacuna de 1000 dosis 

32. Se agitó por 30 segundos y permaneció en refrigeración por 15 minutos para 

permitir la disgregación del virus, después se hicieron diluciones décuples 

seriadas de la concentración inicial hasta 10-6,para ello se mezclaron 0.5 mL de 

la vacuna mas 4.5 mL de PBS con 1% de antibiótico y antimicótico (1000 

unidades penicilina G sódica, 1 mg sulfato de estreptomicina y 25 μg 

anfotericina B al 0.85 %), se usó una pipeta por cada dilución, se mezcló la 

dilución antes de proceder al siguiente tubo, los tubos con las diluciones se 

conservaron en inmersión en hielo. 31 Finalmente se inocularon 5 embriones de 

9-11 días de edad de la dilución 10-2 hasta 10-6 por cavidad alantoidea con 0.2 

mL por dilución.,30, 31, 32.  

Se incubaron los embriones a 37.7 C° y diariamente se verificó su 

supervivencia  por observación con un ovoscopio, la mortalidad de las 24 horas 

se consideró como inespecífica 18, 23, 24, 31. 

Los embriones se sacrificaron al sexto día postinoculación por refrigeración a 4 

ºC por 2 horas33, 34 y posteriormente se evaluaron en busca de lesiones 

evidentes como: 

● Embrión enroscado en forma esférica (Figura 1) con las patas deformadas y 

comprimidas sobre la cabeza, con el amnios engrosado y adherido a ésta , 25, 

29 

● Mesonefro pletórico de uratos (Figura 2). 25, 29 

 

Cálculo de los títulos para las vacunas contra ENC y BI 

Se determinó el punto final de la titulación, que es la dilución más alta en la 

cual el virus produce un efecto detectable en el 50% de los embriones. Los 

títulos se determinaron mediante el método descrito por Reed y Münch. 18, 31,  

Se obtuvo el promedio del título de las dos titulaciones realizadas en cada tipo 

de embrión.  

En el presente estudio la titulación de las vacunas en cada tipo de embrión se 
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realizó por duplicado, para obtener el título promedio se estableció como 

máximo una diferencia de 0.5 Log10 entre el resultado de ambas titulaciones, 

para considerar válida la titulación. Después se compararon los títulos 

promedio obtenidos en embriones con o sin anticuerpos específicos contra 

cada virus, y se aplicó el mismo criterio de diferencia de 0.5 Log10 para 

determinar si existe diferencia en el título, además de la comparación de 

medias por la prueba estadística de Tukey. 

 

Estudio Serológico 

El saco vitelino de todos los embriones inoculados fue muestreado el día de su 

muerte o después del sacrificio a los 6 días postinoculación para la detección 

de anticuerpos. 

 

Toma de muestras del saco vitelino 

Para la toma de muestra del saco vitelino se quitó el cascarón alrededor de la 

cámara de aire, se retiró el embrión, dejando en el cascarón sólo el saco 

vitelino y con una micropipeta se tomaron 100 μL de líquido vitelino, el cual fue 

procesado como una muestra de suero, de acuerdo con las indicaciones del 

fabricante de la prueba ELISA comercial.35 

 

Prueba ELISA 

 Se realizó la prueba ELISA técnica indirecta para ENC y BI usando los kits 

ProFLOK® NDV y ProFLOK® IBV (Synbiotics Corporation, San Diego, CA, 

USA), respectivamente.35 El titulo ELISA corresponde a la media geométrica 

del título (MGT) ± el error estándar de la media, entre paréntesis se muestra el 

coeficiente de variación (CV). Los títulos de anticuerpos se calcularon con el 

uso del software ProFILE 2.02 (Synbiotics Corporation, San Diego, CA, USA) 

 

 

 



14 

 

Análisis estadístico 

 El título promedio de las vacunas en cada tipo de embrión se analizó por 

comparación de medias entre grupos mediante análisis de la varianza y la 

prueba de Tukey. A los resultados de la prueba ELISA, se les realizó análisis 

de la varianza. En ambos casos la significancia estadística se fijó con p<0.05. 36 
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RESULTADOS  

 Titulación de las vacunas contra la ENC  

Los títulos máximos se obtuvieron en los embriones ALPES® sin embargo, no 

hubo diferencia significativa con los obtenidos en los embriones convencionales  

(Cuadro 2).  

El título máximo en los dos tipos de embriones fue de la vacuna 5, (109.62) y el 

título mínimo de la vacuna 4(106.59). (Cuadro 2). 

 Titulación de las vacunas contra BI  

Para la vacuna de BI los títulos máximos fueron los obtenidos con la vacuna E 

(105.8) en los embriones ALPES® y la vacuna D (105.62) en los embriones 

convencionales; los títulos mínimos fueron de la vacuna C (105.11) en ambos 

tipos de embriones. No hubo diferencia significativa entre los títulos promedio 

obtenidos de cada vacuna con ambos tipos de embriones (Cuadro 3). 

 

Niveles de anticuerpos encontrados en saco vitelino a través 

de la técnica ELISA. 

ENC 

Para los embriones ALPES®  la MGT fue de 1,273 ± 358 (37%CV) y para los 

embriones convencionales  fue  de 8,224 ± 307 (6.2%CV) respectivamente. 

(Figura 3) 

 

BI 

Para los embriones ALPES®  la MGT fue 511 ± 93 (30% CV) y para los 

embriones convencionales  de 9,213 ± 3,366 (58% CV). (Figura 4) 

 

DISCUSIÓN  

Las vacunas contra la ENC obtuvieron los títulos mayores en embriones 

ALPES®  excepto la vacuna 4, sin embargo al comparar las medias de los 

títulos entre los dos tipos de embriones no hay diferencia estadística, 

resultados similares se encontraron en un estudio realizado por Moreno37 et al., 
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donde replicaron el virus de la ENC y no encontraron relación entre el nivel de 

anticuerpos del saco vitelino y el título viral obtenido en grupos de embriones 

con distintos niveles de anticuerpos contra el virus. 

El título de la vacuna 4 de ENC en los embriones ALPES®  fue de 0.6 Log10 

aparentemente mayor que en los embriones convencionales. El título en 

embriones ALPES®  (107.19 DIEP50/ml) se interpreta como adecuado para una 

vacuna que será utilizada en una parvada comercial, mientras que el título 

obtenido en embriones convencionales  (106.59 DIEP50/ml) debe interpretarse 

como inadecuado si es que desea usarse esta vacuna en aves comerciales, de 

acuerdo con la NOM-052-ZOO-1995.18  

Los títulos mas altos de las vacunas contra BI se presentaron en los embriones 

ALPES®  excepto en la vacuna D (105.18), sin embargo, al comparar las medias 

de los títulos entre los dos tipos de embriones no se encontró diferencia 

estadística  Lo que indica que las vacunas contra BI pueden titularse en 

embriones que presenten en el saco vitelino anticuerpos contra éste agente, sin 

riesgo de que el resultado se vea afectado.  

El título de la vacuna D de BI en los embriones convencionales  tiene una 

diferencia de 0.44 Log10 mayor que los embriones ALPES®, en las otras 

vacunas hay una diferencia en los embriones ALPES®  con un rango de 0.04 a 

0.4 Log10 mayor a los embriones convencionales. Con base en el criterio del 

DPAA para la interpretación del resultado de la titulación de suspensiones de 

virus, la repetibilidad de la titulación se considera válida, ya que no rebasa el 

0.5 Log10 de ese criterio.  

En el DPAA se ha usado 0.5 Log10 como diferencia máxima en el título 

obtenido en las repeticiones de la prueba, para aceptarla como válida, si se 

compara con el 0.1 Log10 recomendado por Payment et al38, es una diferencia 

muy flexible, mientras que si se compara con el límite establecido por 

Maramorosh et al39 (1 Log10) la diferencia de 0.5 Log10 es más estricta.  

Las vacunas contra la ENC mostraron títulos que se encuentran dentro de los 

rangos establecidos en la Norma Oficial Mexicana18, con un mínimo de 107 
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DIEP50% / ml; estos títulos han asegurado la protección de aves libres de 

patógenos específicos vacunadas y desafiadas con virus de la enfermedad de 

Newcastle velogénico viscerotrópico cuando se han efectuado las 

correspondientes pruebas de potencia40. El título del antígeno en las vacunas 

activas esta relacionado con la intensidad de la protección de los animales ante 

desafíos experimentales o de campo, de acuerdo con los estudios realizados 

por Lancaster et al41  una vacuna contra ENC de la cepa La Sota con título de 

105 DIEP50%/mL indujo protección del 60% de las aves desafiadas con virus 

virulento, apartir del día 7 postvacunal, mientras que una vacuna con título de 

108 DIEP50%/mL logró 100% de protección al 6º día postvacunal. 

El título de la vacuna también está relacionado con la respuesta inmune 

humoral que resulta, y este a su vez con la protección ante el desafío con virus 

virulento. Por ejemplo, en el caso de la enfermedad de Newcastle, Survashe y 

Desmukh42 reportaron que títulos de anticuerpos en la prueba de inhibición de 

la hemaglutinación de 16 (24) protegen al 90% de las aves contra la mortalidad, 

y títulos superiores a este protegen al 100% de los animales desafiados. 

Las cinco vacunas de BI tuvieron títulos aceptables, esto con base en la Norma 

Oficial Mexicana32, cuyo título mínimo es 104 DIEP50% / ml; estos valores 

estiman una potencia adecuada de las vacunas procesadas, que tendría como 

resultado una apropiada inmunización de las aves. Al igual que en el caso de 

las vacunas contra ENC, el título de antígeno en el inmunógeno está 

relacionado con el grado de protección conferida, en el estudio realizado por 

Raggi y Lee43, una vacuna contra BI  con título de 103.5 DIEP50%/mL indujo 

protección del 61.1% de las aves desafiadas con virus virulento a partir de la 

semana 7 postvacunal mientras que una vacuna con título de 104.5 

DIEP50%/mL logro 100% de protección a la semana 7 postvacunal. Por otro 

lado, el trabajo de Galindo, et al.44, demuestra que la administración de media 

dosis de la vacuna contra BI al día de edad tiene efecto sobre la protección 

ante el desafío, ya que el re-aislamiento del virus de desafío fue de casi 92%, 

mientras que en aves vacunadas con media dosis y revacunadas al día 23 de 
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edad no se re-aisló el virus de desafío. La MGT de anticuerpos detectados por 

ELISA en los grupos fue 75 y 3,140, respectivamente, lo que demuestra que la 

carga antigénica de la vacuna, y su respectiva revacunación, influye 

directamente sobre la intensidad de la respuesta inmune humoral.En el 

presente estudio, los anticuerpos detectados en el saco vitelino de los 

embriones convencionales, provienen de las gallinas reproductoras 

presuntamente vacunadas contra estas enfermedades, por lo cual ocurre la 

transferencia de anticuerpos hacia la progenie. De acuerdo con Gharaibeh et 

al.28 el porcentaje de transferencia de anticuerpos maternos en pollitos de un 

día de edad para ENC es 29.2 y de 38.6% para BI.  

El nivel de los anticuerpos contra la ENC medidos por ELISA en los embriones 

convencionales  tuvieron una MGT de 8224 y los embriones ALPES®  de 1273. 

Moreno et al.37 reportaron una MGT de 253 en embriones convencionales  y 

una MGT <10 en embrión ALPES®, en la prueba de inhibición de la 

hemoaglutinación. Para comparar los resultados con Moreno et al37 se realizó 

una inferencia del título de anticuerpos que se obtendría al realizar inhibición de 

la hemoaglutinación mediante el estudio realizado por Merino et al45 en el cual 

determinaron la correlación HI-ELISA para la detección de anticuerpos contra la 

ENC. Al comparar los resultados con el presente estudio, los títulos para 

embriones ALPES®  corresponderían a HI < 10 y los de embriones 

convencionales  estarían en un rango de 160-320 que son muy similares a los 

informados por Moreno et al.37 

Los niveles de anticuerpos contra BI encontrados en los embriones ALPES®  

tuvieron un coeficiente de variación de 50.3%, mientras en los embriones 

convencionales  fue de 8.5%, la dispersión fue mayor en los embriones 

ALPES®  ya que algunas muestras presentaron anticuerpos mientras la gran 

mayoría fueron negativos. En la búsqueda bibliográfica realizada para llevar a 

cabo este trabajo, no se encontró algún estudio que correlacione el título del 

virus de la BI y la concentración de anticuerpos en el saco vitelino de los 

embriones usados para tal fin. Los resultados de este trabajo indican que el 
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título de anticuerpos ELISA de 9,000 obtenidos por el sistema comercial aquí 

empleado, no tiene efecto significativo sobre la replicación del virus vacunal. 

La presunta presencia de anticuerpos contra BI en los embriones ALPES®  

puede deberse a la técnica utilizada para la toma del saco vitelino, Keck et al46 

realizaron un estudio en el cual detectaron anticuerpos en muestras de suero y 

saco vitelino, por medio de sistemas comerciales de la prueba ELISA para la 

enfermedad de Newcastle, el virus de bronquitis infecciosa, el virus de la 

infección de la bolsa de Fabricio y para reovirus aviar. Ellos reportan que el 

nivel de anticuerpos en el saco vitelino puede verse afectado por el sitio en 

donde se obtiene la muestra y la mezcla apropiada de la misma, ya que los 

anticuerpos no se encuentran bien distribuidos en todo el saco vitelino, por lo 

cual recomiendan mezclar el saco vitelino con diferentes sustancias para llevar 

a cabo la eliminación de lípidos, de las cuales la mas utilizada es el cloroformo 

y su posterior centrifugación. Así mismo, Mohammed et al47 compararon títulos 

de ELISA al procesar el saco vitelino con solución salina y con cloroformo, 

obtuvieron títulos mas altos con muestras procesadas con cloroformo debido a 

que los lípidos interfieren con la interacción antígeno-anticuerpo. También 

observaron falsos positivos en inhibición de la hemoaglutinación al utilizar una 

dilución baja (1:80), pero no en ELISA ya que utilizaron una dilución muy alta 

(1:800), la cual es suficiente para diluir los factores reactivos no específicos y 

permitir la diferenciación entre muestras positivas y negativas. En el presente 

estudio se realizó una dilución 1:100 lo cual pudo haber favorecido la 

presentación de falsos positivos en los embriones sin anticuerpos. 

La toma de saco vitelino demuestra ser una técnica confiable para medir 

anticuerpos, como ha sido descrito en varios estudios considerando la 

eliminación apropiada de lípidos y la dilución adecuada del saco vitelino    46, 47, 

48, 49, 50, 51, 52, además de que se pueden extrapolar los niveles de anticuerpos 

presentes en las aves reproductoras. El saco vitelino, es decir los embriones, 

tienen la ventaja de que son relativamente fáciles de transportar, no requieren 

de refrigeración (en periodos cortos), la recolección es más sencilla, evita el 
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manejo,  finalmente puede conocerse el estado de infección/vacunación de las 

reproductoras.48 De acuerdo con estos resultados, la utilización del saco 

vitelino sin tratamiento alguno es recomendable para medir la respuesta a la 

vacunación de las gallinas reproductoras o la transferencia de inmunidad 

pasiva a la progenie. Si lo que se desea es determinar el estado de infección 

en las gallinas reproductoras o la ausencia de anticuerpos en el saco vitelino, 

entonces  se puede requerir dar tratamiento con cloroformo u otros agentes a el 

saco vitelino esto con la finalidad de evitar el riesgo de obtener  falsos 

positivos.  
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CONCLUSIONES 

 La titulación de las vacunas contra la ENC y BI no se ve afectada por los 

anticuerpos que están presentes en los embriones procedentes de 

gallinas reproductoras vacunadas o infectadas con estos agentes; por lo 

cual la prueba se puede llevar a cabo en ambos tipos de embriones. 

Como los embriones ALPES® tienen un mayor costo y  potencialmente 

menor disponibilidad, una alternativa es utilizar los embriones 

convencionales que tienen un menor costo y mayor disponibilidad. 

 Dado que las vacunas contra la enfermedad de Newcastle y la bronquitis 

infecciosa son biológicos regulados por Normas Oficiales Mexicanas, se 

debe dar importancia a la interpretación del resultado  dado que estos 

valores estiman una potencia adecuada de las vacunas procesadas, 

tendría como resultado una apropiada inmunización de las aves.  

 Se puede llevar a cabo la titulación de vacunas contra ENC con 

embriones que presenten anticuerpos con un título ELISA de hasta 

9,000. 

 Se puede llevar a cabo la titulación de vacunas contra BI con embriones 

que presenten anticuerpos con un título ELISA de hasta 7,400. 
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Cuadro 1.- Clasificación de los embriones libres de patógenos específicos 

producidos en México (de acuerdo con el formato de control de calidad que se 

entrega con cada pedido).  

ALPES® I ALPES® II 

Adenovirus grupos I Síndrome de baja postura 

Adenovirus grupos II (HEV) Leucosis linfoide 

Adenovirus grupos III (EDS) Mycoplasma gallisepticum 

Encefalomielitis aviar Mycoplasma sinoviae 

Influenza aviar, tipo A Salmonella pullorum 

Nefritis aviar Salmonella gallinarum 

Paramixovirus tipo 2 Enfermedad de Newcastle 

Reovirus Influenza Aviar 

Rinotraqueitis  Bronquitis Infecciosa:Massachusetts 

Rotavirus aviar  

Tuberculosis aviar  

Viruela aviar  

Haemophilus paragallinarum  

Bronquitis infecciosa: Arkansas  

Bronquitis infecciosa: Connecticut  

Bronquitis infecciosa: JMK  

Bronquitis infecciosa:Massachusetts  

Infección de la bolsa de Fabricio: Tipo I  

Infección de la bolsa de Fabricio: Tipo II  

Laringotraqueitis  

Leucosis linfoide: subgrupo A y B.  

Leucosis linfoide aviar virus J (ALV J)  

Virus de leucosis linfoide  

Enfermedad de Marek: serotipos 1, 2 y 

3. 
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Mycoplasma gallisepticum  

Mycoplasma synoviae  

Enfermedad de Newcastle  

Reticuloendoteliosis  

Salmonella pullorum-gallinarum  

 

Para los agentes enlistados se obtuvieron resultados negativos en ALPES I 

mediante las  siguientes pruebas: Precipitación en gel agar (AGP), observación 

clínica (CO), ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), Inhibición 

de la hemoaglutinación (HI), aislamiento del agente (IA), prueba de 

inmunoflorescencia indirecta (IFA), microneutralización (MNT), postmortem 

(PM) y aglutinación en placa (SPA).1 

Resultados positivos en ALPES II mediante la prueba de inhibición de la 

hemoaglutinación para BI y ENC con una MG de 140 y 260 respectivamente.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                
1 LABORATORIO INVESTIGACIÓN APLICADA S, A. DE C. V. 7 norte 602, Tehuacan, Puebla, México Tel:3-52-04 
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Cuadro 2. Resultados del promedio de la titulación del virus vacunal de ENC 
 

Clave Embriones ALPES® Embriones convencionales 

1 109.2 108.8 

2 109.47 109.4 

3 109.5 109.2 

4 107.19 106.59 

5 109.62 109.59 

*Valores de la titulación del virus vacunal mediante el método descrito por Reed y 

Münch expresados en Log10.  

a.-p<0.05 
 

Cuadro 3. Resultados del promedio de la titulación del virus vacunal de BI.. 
 

Clave Embriones ALPES® Embriones convencionales 

A 105,39 105.35 

B 105,48 105,08 

C 105,11 105,06 

D 105,18 105,62 

E 105,8 105.61 

*Valores de la titulación del virus vacunal mediante el método descrito por Reed y 

Münch expresados en Log10.  

a.-p<0.05 
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Figura 1.-Embrión  de 15 días de incubación. Se observa enroscado en forma 
esférica debido a la inoculación del virus de bronquitis infecciosa cepa 

Massachusetts de vacunas comerciales                                   

 
Figura 2.- Embrión de 15 días de incubación, inoculado   con el virus de 

bronquitis infecciosa cepa Massachusetts al cual se le retiraron las vísceras 
para observar los riñones que tienen uratos en su superficie. 
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Figura 3.- Nivel de anticuerpos, máximo, mínimo y media geométrica en 

los embriones inoculados con el virus vacunal de ENC, medidos por la 

técnica ELISA.  

Clave de la vacuna Embriones Alpes® Embriones convencionales 

1 1660.8 7940.6 

2 389.9 7288.6 

3 2603.1 8226.0 

4 1221.8 8735.7 

5 1625.4 9046.0 

CV % 37.0 6.2 

MGT 1273.3 8224.1 

Error estándar de la media 358.3 307.4 
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Figura 4.- Nivel de anticuerpos, máximo, mínimo y media geométrica en 

los embriones inoculados con el virus vacunal de BI, medidos por la 

técnica ELISA.  

Clave de la vacuna Embriones Alpes® Embriones convencionales 

A 822.0 5753.5 

B 314.0 6871.6 

C 661.2 6220.1 

D 39.5 7430.6 

E 439.6 7238.0 

CV % 50.3 8.5 

MGT 312.1 6672.5 

Error estándar de la media 136.0 314.5 
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