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RESUMEN. 
 

 El objetivo de este trabajo, fue evaluar la inmunogenicidad y la protección conferida que 

inducen cuatro vacunas elaboradas por diferentes laboratorios comerciales. Para lo cual, se formaron 

6 grupos de 8 aves SPF cada uno: Grupo I.- Aves inmunizadas con vacuna comercial A y desafiadas; 

Grupo II.- Aves inmunizadas con vacuna B y desafiadas; Grupo III.- Aves inmunizadas con vacuna 

C y desafiadas; Grupo IV.- Aves inmunizadas con vacuna D y desafiadas; Grupo V.- Aves sin 

inmunizar y desafiadas y Grupo VI.- Aves sin inmunizar ni desafiar. Las aves se vacunaron a las 4 

semanas de edad y se revacunaron a las 8 semanas de edad. A las 12 semanas de edad se desafiaron 

con una cepa de influenza aviar de baja patogenicidad vía intranasal con un título de 106 

DIEP50/0.2ml. Las aves de los grupos I, II, III y IV fueron inmunizadas siguiendo las indicaciones de 

cada laboratorio productor. Se obtuvieron sueros a las 0, 4 y 8 semanas post-vacunación (SPV). La 

detección de anticuerpos se realizó por la técnica de inhibición de la hemaglutinación (IH). Los 

títulos de anticuerpos se expresaron en medias geométricas (MG), utilizando la prueba de Kruskal-

Wallis para su análisis estadístico con una significancia de (p<0.05). Los resultados mostraron que a 

las 4 SPV se detectaron anticuerpos en el 100% de las aves inmunizadas con las diferentes vacunas, 

incrementándose los títulos de anticuerpos a los 8 SPV (p<0.05), con excepción de las aves 

inmunizadas del Grupo II.  A los 4 y 8 SPV, se encontró que las aves vacunadas del Grupo I 

produjeron niveles significativamente más altos de anticuerpos en comparación con los grupos II, III 

y IV (p<0.05), sin embargo los grupos II, III y IV no mostraron diferencias significativas entre ellos 

(p>0.05), a pesar de que las aves del grupo II fueron las que desarrollaron una menor respuesta 

inmune. Con relación al desafío, se encontró que el 100% de las aves en las que se llevo a cabo el 

trabajo, presentaron signos clínicos característicos de la enfermedad pero no hubo mortalidad en 

ninguno de los grupos. Estos resultados mostraron que todas las aves inmunizadas con las diferentes 

vacunas comerciales fueron capaces de inducir anticuerpos, pero no la presentación de signos 

clínicos. Con este estudio se puede concluir que las vacunas comerciales que se utilizaron para el 

control de IA pudieran estar utilizando diferentes adyuvantes y/o que la masa antigénica utilizada en 

su preparación es diferente, no ajustándose a los lineamientos que marca la norma de requisitos 

mínimos para la elaboración de vacunas (NOM-055-ZOO-1995).  
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INTRODUCCIÓN. 
 

ANTECEDENTES. 

 

 La influenza aviar (IA) esta clasificada dentro de la lista A de la OIE (Oficina Internacional 

de Epizootias) que incluye a las enfermedades transmisibles con gran poder de difusión y especial 

gravedad. A nivel mundial los brotes ocasionados por el virus de la IA han producido grandes 

pérdidas económicas, debido  principalmente a una baja en los parámetros de producción, aunado a 

esto, se restringe la comercialización de las aves y sus productos, dentro y fuera de los países 

afectados por lo tanto, es una de las enfermedades más importantes a nivel mundial que impacta en el 

comercio internacional de aves y sus productos(1). 

A nivel mundial, entre los años 2002 y 2005 en el continente americano, han ocurrido tres 

brotes de virus de alta patogenicidad (AP) de IA: Un brote en Chile (H7N3) en el año 2002, uno en 

Estados Unidos (H5N2) en el 2004 y uno en Canadá (H7N3) en este mismo año. El brote de IA de 

AP en Estados Unidos ocurrió en Texas. El brote en Canadá fue el mayor de los tres, involucrando 

42 explotaciones y aproximadamente 17 millones de aves. Los funcionarios de Sanidad Animal en 

Canadá reportaron la presencia de los subtipos H3, H5 y H6 en aves domésticas, y los subtipos H3, 

H5, H11 y H13 de aves importadas y en especies silvestres. En los últimos años, se ha reportado que 

el virus de baja patogenicidad (BP) H5N2 continúa circulando en México y en los países 

centroamericanos de Guatemala y El Salvador. Cada país reportó el aislamiento de virus H5N2 de 

aves domésticas y el uso a gran escala de vacunas H5 inactivadas y recombinantes en sus programas 

de control de la IA. En Estados Unidos las intensas actividades de vigilancia detectaron el virus de 

IA o anticuerpos específicos para 13 de 16 hemoaglutininas (H) (H1–H13) y en los nueve subtipos 

de neuraminidasa (N) en granjas pequeñas y en aves comerciales de 29 estados. El mayor brote de IA 

de BP en los Estados Unidos ocurrió en el año 2002, cuando 197 granjas fueron despobladas (4.7 

millones de aves) para controlar el brote en el Estado de Virginia y los estados adyacentes. El brote 

fue causado por un virus de BP H7N2 que estaba relacionado estrechamente con un virus H7N2 que 

ha circulado en el Noroeste de los Estados Unidos desde el año 1994 (2) 

La actividad de la IA actualmente en Europa, Asia y África durante el período comprendido 

entre el año 2006 hasta el 2009 ha sido sobrepasado por la pandemia en curso del virus H5N1 (IA de 

AP de declaración obligatoria), que ha afectado a 63 países en tres continentes (África, Asia y 

Europa) durante este periodo. Dos países, Indonesia y Egipto, han declarado oficialmente la IA como 
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enfermedad endémica ante la OIE, mientras que otros han utilizado una variedad de enfoques 

encaminados a la contención, control y erradicación. Otros brotes en la avicultura con el virus de la 

IA de AP se han reportado en Sudáfrica y en el Reino Unido (en aves con H7N7 en el año 2008). 

También se informó de un brote de IA de AP H5N2 en las poblaciones de aves silvestres en el norte 

de África en el 2007. Virus de la IA de BP de declaración obligatoria H5 o H7 fueron aislados y 

detectados en la avicultura de Bélgica (H5N2, 2008); así como en Taipei, China (H5N2, 2008); en 

Dinamarca (H5N2, 2006; H7N1, 2008); en Francia (H5N2, 2007); en Alemania (H7N3, 2008); en 

Italia (H7N7, 2006; H7N3, 2007–08); en Holanda (H7N7, 2006); Portugal (H5N2, 2007; H5N3, 

2007); en la República de Corea (H7N8, 2007; H5N2, 2008); y en el Reino Unido (H7N3, 2006; 

H7N2, 2007). Además, también ha habido una importante actividad con virus H6 y H9 en las 

poblaciones avícolas, especialmente en Asia. (3) 

 

 

ETIOLOGÍA Y ESTRUCTURA VIRAL. 

 

 Esta enfermedad es causada por un virus del tipo A, perteneciente a la familia 

Orthomyxoviridae (4). La estructura del virus de influenza la conforman 8 segmentos que codifican 

las siguientes proteínas conocidas como polimerasas PB1, PB2 y PA que forman un complejo 

polimerasa para la transcripción y replicación, así como las proteínas HA, NP, NA, M1, M2, NS1, 

NS2 (5,6,7). El virus cuenta con dos glicoproteínas de superficie (antes mencionadas), denominadas 

hemoaglutinina (H) y neuraminidasa (N), que son codificadas en el segmento 4 y 6 respectivamente. 

Hasta la fecha, se han determinado 16 diferentes subtipos basados en sus hemoaglutininas “H” (H1 a  

H16), y 9 neuraminidasas “N” (N1 a N9) que pueden combinarse indistintamente entre los subtipos 
(8). La función de la H es la fijación y unión del virus al receptor de la célula huésped, así como, la 

penetración de las partículas virales a través de la membrana celular. La N tiene como función 

principal el de eliminar los residuos de ácido siálico de la H, favoreciendo la liberación de las 

partículas virales y diseminación a otras células. En cuanto a la proteína M2, que se codifica en el 

segmento 7 y se localiza en la envoltura viral, se encarga de controlar el pH intracelular durante la 

fase de denudamiento en el ciclo de replicación. Además, juega un papel importante, ya que 

mutaciones ocurridas en el gen que codifica para esta proteína, dan como resultado resistencia a 

fármacos antivirales. La proteína M1, que de igual forma se codifica en el segmento 7 interactúa con 

el genoma y participa en el ensamble viral. Por otro lado, la NP que se codifica en el segmento 5 

participa en la replicación viral siendo transportada al núcleo de las células infectadas para proteger 

al RNA viral (6,7,9,10). La  proteína NS1 es codificada en el octavo segmento, es sintetizada 
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tempranamente en grandes cantidades en una infección y se ha determinado que participa en la 

inhibición del interferón alfa y beta (11). Cepas virales  deficientes o con mutaciones parciales  en el 

gen NS1, presentan una atenuación notable en su virulencia (12) y la proteína NS2 que también es 

codificada en el segmento ocho del virus, se ha descrito recientemente que es componente menor del 

virión (13,14,15).  

 

 

CARACTERÍSTICAS DEL VIRUS. 

 

 El virus de IA tiene la capacidad de mutar y de originar nuevas variantes antigénicas, debido a 

estos constantes cambios en el virus. Todos los virus de influenza tipo A, son genéticamente lábiles y 

bien adaptados para eludir defensas del hospedero. Los virus de la influenza carecen de mecanismos 

para leer, marcar  y reparar los errores que ocurren durante su réplica como lo hacen otro tipo de 

virus. Como resultado de estos errores sin corregir, la composición genética de los virus cambia 

mientras se replican en seres humanos y animales y la cepa existente se reemplaza por una nueva 

variante antigénica. Estos pequeños cambios pero constantes y permanentes en la composición 

antigénica de los virus tipo A de influenza se conocen como pequeños cambios  “drift” o “derivación 

antigénica” (16). Por otro lado, los virus de influenza tienen una segunda característica de gran 

preocupación para la salud pública: los virus tipo A de influenza, incluyendo subtipos de diversas 

especies, pueden intercambiar material genético por recombinación. Este proceso de intercambio, 

conocido como “cambios antigénicos” o cambios “shift", tiene como resultado un nuevo subtipo 

diferente al de ambos “virus padres”. Debido a esta situación, las aves no tienen ninguna inmunidad 

hacia el nuevo subtipo y tampoco existe vacuna alguna que pueda conferir protección, por lo que el 

cambio  antigénico ha dado como resultado pandemias altamente mortales. Para que esto suceda, el 

nuevo subtipo necesita tener genes de los virus de influenza humanos que hicieran fácilmente 

transmisible la infección de persona a persona por un período sostenible (17).  

 

 

PATOGENICIDAD. 

 

 De acuerdo a la severidad en la presentación clínica, el virus se ha dividido en cepas de AP y  

BP (18). Las cepas virales de IA que comúnmente afectan a las aves son de BP y se asocian a 

enfermedades respiratorias, reduciendo los parámetros de producción (19). Los virus de BP pueden 
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mutar a virus de AP después de haber circulado por períodos (a veces cortos) en una población de 

aves de corral (18). 

 En México, la enfermedad se encuentra regulada por la Campaña Nacional contra la Influenza 

Aviar (NOM-044-ZOO-1995), que se encarga de controlar por medio de la vacunación al virus de 

BP (20,21). 

 La cepa de IA de AP tiene mayor repercusión económica, ya que es la que ocasiona una mayor 

mortalidad en el campo. La IA de BP puede variar desde una infección asintomática hasta una 

enfermedad respiratoria con pérdidas en la producción; en algunas ocasiones la IA de BP en el 

campo se asocia a patógenos secundarios (22).  

 La diferencia entre IA de AP y IA de BP es que la primera tiene una replicación sistémica 

mientras que la IA de BP se replica localmente en mucosas. Esto es debido a las diferencias en el 

sitio de corte en la proteína H en los subtipos H1 y H2, que son necesarios para que el virus infecte a 

la célula. La proteína H del virus de IA de AP se puede unir mediante proteasas endógenas que se 

encuentran en la mayoría de las células del cuerpo, mientras que la proteína H de IA de BP sólo se 

puede unir a proteasas de tripsina que se encuentran principalmente en el tracto respiratorio y 

digestivo (23). 

 Para determinar el grado de patogenicidad de un virus de IA se emplean los criterios 

establecidos por la OIE. En dichos lineamientos, se señala que para declarar un virus altamente 

patógeno, éste debe ser letal para un mínimo del 75% de pollos susceptibles de cuatro a ocho 

semanas de edad en el plazo de diez días tras la inoculación intravenosa (24,25). Por otro lado, también 

se puede determinar el grado de patogenicidad conociendo la secuencia del péptido de conexión de la 

hemaglutinina. Sí la secuencia es similar a la observada en los altamente patógenos, el virus en 

cuestión, debe ser considerado de igual manera (26). 

 

 

REPLICACIÓN DEL VIRUS. 

 

 Los virus de influenza se adhieren a los residuos de ácido siálico en la superficie de la célula. 

Una vez adheridos, ingresan mediante endocitosis mediada por receptores y se forma un endosoma 

donde el pH ácido favorece el denudamiento de los genes virales. A continuación la envoltura viral 

se  fusiona con la membrana del endosoma mediada por la proteína H del virus; ello permite la salida 

al citosol de los segmentos genómicos  que transitan hasta llegar al núcleo, en donde se lleva a cabo 

la transcripción que genera tanto RNA mensajeros (RNAm) como la replicación de los RNA virales 

(RNAv). Los RNAm se transportan al citoplasma para unirse a los ribosomas e iniciar la síntesis de 
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las proteínas virales necesarias para la transcripción y producción de las proteínas integrales de 

membrana, las cuales se procesan en el retículo endoplásmico y en el aparato de Golgi para que 

finalmente se expresen en la membrana celular. Los segmentos del genoma viral se ubican en la 

membrana celular y se inicia el proceso de gemación, tras el cual los viriones se liberan de la célula 

infectada (27,28,29,30). 

 

 

EPIDEMIOLOGÍA. 

 

 Dentro de un país, la enfermedad se difunde fácilmente de granja a granja. Grandes cantidades 

de virus pueden dispersarse por medio de deyecciones provenientes de aves, contaminando el polvo 

y el suelo. El equipo, vehículos, alimento, jaulas, ropa y zapatos contaminados, pueden llevar el virus 

de granja a granja (31). Durante los brotes ocurridos en Holanda y Canadá, se sugirió la posibilidad de 

que el virus sea transportado por al aire, difundiendo la enfermedad de ave a ave, causando la 

infección cuando se inhala el virus (32). Las deyecciones de las aves silvestres infectadas pueden 

introducir el virus en parvadas comerciales y de traspatio. El riesgo  de que la infección sea 

transmitida de aves silvestres a las aves domésticas es más grande cuando las aves domésticas se 

encuentran en libertad, donde comparten agua y alimento con las aves silvestres o utilizan un 

abastecimiento de agua que pudo haberse contaminado por secreciones y excreciones de aves 

silvestres portadoras de virus de influenza. En mercados donde las aves vivas se venden bajo 

condiciones de alta densidad de población y a veces antihigiénicas, son otra fuente de propagación de 

la enfermedad (33). 

 

 

ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL Y ERRADICACIÓN DE LA IA. 

 

 Los brotes de IA, especialmente los de alta patogeniciada, pueden ser devastadores para la 

industria de las aves de corral y sus productos. Las consecuencias económicas pueden ser 

especialmente terribles para los  países en vías de desarrollo, donde la producción de aves de corral 

es una fuente importante de ganancia. Cuando los brotes llegan a ser extensos dentro de un país, el 

control puede ser extremadamente difícil. Por estas razones las autoridades gubernamentales 

emprenden generalmente medidas de control de emergencia tan pronto como se detecta un brote (34). 

 Es difícil establecer reglas fijas para controlar las diferentes enfermedades,  en el caso de la IA 

una de las estrategias para su erradicación es el sacrificio para lo cual debe tomarse en cuenta, tanto 
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la patogenicidad, como la transmisibilidad del virus, la densidad de las granjas, el valor de las aves 

afectadas y los costos de sacrificio, entre otros. Cuando un brote de IA ocurre en un área con una alta 

densidad poblacional en la que la aplicación de rigurosas medidas de bioseguridad pueden llegar a 

ser propiamente imposibles, la vacunación debería considerarse como la principal opción para 

controlar la diseminación del virus. De esta manera se reduce la susceptibilidad a la infección, ya que 

se requeriría de una dosis más alta de virus para establecer una infección productiva y se reduce la 

cantidad de virus diseminado al medio ambiente (35). 

 

 

PREVENCIÓN. 

 

 Para la prevención de la enfermedad se utilizan vacunas que administradas a un individuo 

inducen inmunidad contra un agente infeccioso. Actualmente estamos presenciando una revolución 

en biotecnología basada principalmente en técnicas ADN recombinantes, gracias a los conocimientos 

crecientes en inmunología y biología molecular de los patógenos. Estos recursos se están empleando 

en desarrollar nuevos y poderosos sistemas de vacunación (36).  

 

 

VACUNAS. 

 

Vacunas vivas. 

 

 Este tipo de vacunas se pueden replicar en el huésped pero su patogenicidad es atenuada para 

evitar la enfermedad. Estas vacunas desencadenan generalmente inmunidad celular y humoral, 

comúnmente se requiere solo una, dos o hasta tres dosis para obtener protección prolongada. Una 

desventaja es el riesgo de que el virus revierta a una forma patógena, también que el virus pase de 

individuos vacunados a no vacunados. Estas vacunas no son utilizadas para el control de la IA.(36). 

 

Vacunas muertas o inactivas. 

 

 Estas vacunas no se multiplican en el huésped y no hay el riesgo de que reviertan a 

patogenicidad o que se transmita a otros individuos. La inmunogenicidad usualmente debe ser 

estimulada con adyuvantes como emulsiones oleosas. Se ha demostrado que la inmunogenicidad de 

estas vacunas se puede mejorar empleando preparaciones de liposomas con colesterol conteniendo 
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partículas víricas (ISCOMS: inmune-stimulating-complex). Estas preparaciones son muy efectivas 

en la administración intranasal o subcutánea (37). 

 Otro adyuvante que ha mostrado efectividad es la toxina lábil de E. coli, acoplada a vesículas 

de lecitina. Esta preparación puede ser administrada intranasal provocando respuestas inmunes 

protectoras (38). La respuesta inmunológica es mayoritariamente una respuesta humoral. La 

producción de estas vacunas requiere de un cultivo a gran escala del microorganismo (39, 40). 

 

Vacunas subunitarias. 

 

 Las vacunas subunitarias consisten en preparaciones del antígeno protector, el cual puede ser 

purificado directamente a partir del patógeno, producido como proteína recombinante ú obtenidos 

como péptidos sintéticos. Las vacunas recombinantes generalmente se le llama a los vectores que 

expresan el antígeno protector al ingresar al huésped y por lo general se emplean como vectores de 

inmunización: virus (adenovirus, poxvirus, baculovirus, etc.), pero también pueden emplearse 

bacterias. Dentro de estos se encuentran las vacunas de virus de ADN, los cuales son simples 

plásmidos con el gen del antígeno clonado (40).  

 

Vacunas de influenza termosensibles. 

 

 El virus de influenza puede cultivarse repetidamente en células renales de pollo o en huevos 

embrionados a 25°C (41). Las cepas virales resultantes son termo-sensibles y apropiadas para usarse 

como vacunas vivas, ya que su patogenicidad esta fuertemente atenuada y son utilizadas tanto en 

animales como humanos. Estas vacunas vivas pueden ser administradas convenientemente por vía 

intranasal mediante aerosoles. Se ha visto que estas vacunas generan inmunidad neutralizante local y 

una respuesta inmune mediada por células, la cual puede estar asociada a una inmunidad cruzada y 

más prolongada que la obtenida con preparaciones virales inactivadas químicamente. Estas cepas 

termo-sensibles pueden recombinarse in vitro para incorporarles nuevos determinantes antigénicos 

conservando los genes que codifican para los antígenos de superficie (H y N) de las cepas 

emergentes y el resto de los genes que provienen de las cepas termo-sensibles. Aunque se ha visto 

que estas vacunas no revierten a cepas patógenas, se requiere de una vigilancia constante para 

remediar inesperadas complicaciones que pudieran resultar del uso de estas vacunas (42). 

 

Vacunas de influenza vivas modificadas genéticamente. 
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 El desarrollo de técnicas para introducir cambios en sitios específicos en el genoma viral de 

RNA de cadena negativa, ha hecho posible contemplar nuevos tipos de vacunas (11). Una técnica 

novedosa de manipulación genética del virus de la influenza consiste en rescatar variantes virales a 

partir de células transfectadas con plásmidos, ésta tecnología permite obtener modificaciones 

genómicas específicas en el virus de IA (43). 

 La sustitución del promotor del gen N del virus de la influenza de tipo A por la del virus de  

tipo B lleva a la atenuación (44). Estos virus modificados genéticamente inducen una potente 

respuesta inmune protectora con inóculos hasta 100 veces menores en comparación a vacunas 

inactivadas (45). 

 

Vacunas de influenza deficientes en replicación. 

 

 Un enfoque promisorio es el desarrollo de vacunas vivas de IA que no puedan replicarse en 

células hospedadoras. Esto da la ventaja de que el virus infecta inoculando sus antígenos por vías 

naturales de inmunización generando respuestas protectoras efectivas y prolongadas. La infección de 

células con partículas víricas que carecen del gen que codifica la proteína NS2, expresan proteínas 

virales, pero no resultara en la producción de partículas infecciosas (46). La eliminación del gen M2 

lleva también a deficiencia en la replicación viral (47).  

 

 

DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO. 

 

Inhibición de la hemaglutinación (IH) 

 

 La IH es la prueba más utilizada en los países en donde la enfermedad es endémica, ya que 

reconoce  la H que es específica para cada subtipo y no presenta reacciones cruzadas (48). En esta 

prueba, los componentes son el antígeno H, las diluciones del suero problema y los glóbulos rojos. El 

suero con  los anticuerpos, inhibe la hemaglutinación de los glóbulos rojos sensibilizados con el 

virus. Los resultados se expresan como la dilución más alta de suero que inhibe la aglutinación (49). 

 

Inmunodifusión en agar. 

 

 La presencia de anticuerpos contra el virus de IA, se detecta con la prueba de inmunodifusión 

en gel de agar (IDG) (50), en esta prueba se utiliza como antígeno la nucleoproteína del virus, por lo 
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cual se reconocen anticuerpos circulantes contra todos los subtipos de influenza tipo A.  Es utilizada 

en otros países para detectar parvadas infectadas con el virus de IA sin importar el subtipo (50). En el 

Centro  Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiología Animal, del Instituto Nacional 

Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (CENID-Microbiología, INIFAP), se desarrolló la 

prueba de microinmunodifusión en gel, (MIDG) la cual probó ser una técnica útil en conjunto con la 

IH, para facilitar el diagnóstico de la infección en parvadas durante el brote. Esta técnica, tiene la 

ventaja de emplear poco antígeno y reactivos, además de que se puede aplicar en laboratorios que 

cuentan con una infraestructura simple. (51). 

 

Pruebas de ELISA para detección de anticuerpos. 

 

 Se han desarrollado pruebas de ELISA empleando la nucleoproteína como antígeno para la 

detección de anticuerpos contra el virus de IA. Estudios realizados han mostrado una alta 

sensibilidad y especificidad de  esta técnica al ser comparada con las pruebas tradicionales y una 

concordancia del 95% cuando son comparados los kits desarrollados por diferentes laboratorios 
(52,53). Sin embargo, la evaluación y validación de estos kits, las han llevado a cabo los mismos 

laboratorios por lo que resulta de gran importancia validar estas pruebas bajo diferentes condiciones 

y estadíos de la enfermedad (54). 

 

 

DIAGNÓSTICO PARA LA DETECCIÓN ANTIGENOS. 

 

Aislamiento viral. 

 

 El virus de la IA se puede aislar a partir de muestras de hisopos de tráquea o cloaca, además de 

órganos como pulmón, sacos aéreos, intestino, bazo, riñón, cerebro, hígado y corazón, obtenidos 

dentro de los tres días posteriores al inicio de la enfermedad (55). El virus se cultiva en embrión de 

pollo, libre de patógenos específicos (SPF) requiriendo de un mínimo de 48 horas para demostrar su 

presencia. (56). 

 

Pruebas de ELISA para detección de antígeno. 

 

 Esta prueba resulta ser una opción para llevar a cabo un diagnóstico rápido  (10-30 minutos) y 

se sugiere que sea una técnica complementaria para el diagnóstico de la IA, tomando como  prueba 
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confirmatoria el aislamiento viral (57). En los últimos años, se han desarrollado pruebas comerciales, 

principalmente para uso en medicina humana (58). Estas pruebas proporcionan la ventaja de contar 

con diagnóstico rápido, sin embargo, se ha descrito que tienen una baja sensibilidad, además de que 

resulta importante llevar a cabo la validación a nivel de campo y para diferentes especies de aves, ya 

que estas pruebas fueron desarrolladas principalmente para infecciones en mamíferos (57).   

 

Técnicas de biología molecular. 

 

 La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  resulta ser una herramienta  muy útil 

tanto para el diagnóstico, como para la epidemiología molecular del virus de IA. Esta técnica permite 

la amplificación de un fragmento del genoma viral. En el caso del virus de la IA, cuyo ácido nucleico 

es ARN de cadena sencilla, se requiere de un paso previo a la reacción de amplificación que consiste 

en sintetizar una cadena complementaria al ARN llamada ADN complementario (ADNc) mediante 

transcriptasa reversa (RT).  Una vez que se cuenta con el ADNc se procede a la amplificación por 

medio de la PCR (59,60). 

 Actualmente el aislamiento viral esta siendo apoyado por la prueba de transcriptasa reversa-

reacción en cadena de la polimersa (RT-PCR) (61).  Con la técnica de RT-PCR se ha logrado obtener 

una alta sensibilidad y especificidad  a partir de la utilización de iniciadores específicos que son 

capaces de detectar al tipo A y al menos el subtipo H5 y H7 del virus de IA (62, 63). Para detectar la 

presencia de un virus de influenza tipo A, se utilizan iniciadores específicos para un fragmento del 

gen que codifica para la proteína M,  la cual es la región más conservada del genoma del virus (62) y 

para el gen que codifica para una región de la nucleoproteína (64). 

Otra prueba que se utiliza y que ha tenido una gran aceptación, es la RT-PCR  múltiple en tiempo 

real en un solo paso  ya que es rápida, sensible y específica cuando se ha aplicado durante brotes de 

influenza H5N1. Además se disminuyen los riesgos de contaminación durante el procedimiento y el 

tiempo de la prueba es menor en comparación con un RT-PCR convencional (65).  

 

Nuevas alternativas de diagnóstico. 

 

 Recientemente, la más novedosa herramienta molecular que aún presenta algunas desventajas 

son los microarreglos de ADN, que constituyen una herramienta importante para evaluar la expresión 

génica, debido a la facilidad para observar la señal de miles y hasta millones de fragmentos génicos a 

la vez. En el caso del virus de influenza, en la literatura se notifica su uso para tipificar y/o analizar 

cepas de este virus. Por ejemplo, Kessler et al en el 2004 (66) utilizaron laminillas o chips 
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tridimensionales, usando secuencias de captura de 45 a 65 nucleótidos para incrementar la 

especificidad. La captura de sondas fue seleccionada de regiones conservadas de los genomas de 

varias cepas de influenza A, como el: H1N1, H3N2, H1N2 Y H5N1  y virus de influenza B; sin 

embargo, los autores obtuvieron resultados falsos positivos en casi 50% de los microarreglos. 

Recientemente, una compañía comercial anuncia un microarreglo para detectar la 16 hemaglutininas 

y las nueve hemaglutininas del virus de influenza; sin embargo el costo por chip es de 

aproximadamente 700 dólares americanos. Townsend et al (2006), reportan el uso de un 

microarreglo llamado FluChip-55 para identificar los subtipos H1N1, H3N2 Y H5 N1. Se notificó 

que en un estudio en ciego que se completo en 12 horas, en él que usaron 72 aislamientos y se 

obtuvo un promedio, el 72% de los casos detectaron el tipo y subtipo; mientras que el tipo correcto 

sólo se mostró en 10% de los aislados (67).  

 

 

SITUACIÓN EN MÉXICO. 

 

 En México, el brote provocado por un virus de AP (H5N2) entre diciembre de 1994 y mayo 

de 1995, arrojó una pérdida monetaria de 49 millones de dólares (68). Desde junio de 1995, el virus de 

IA de AP fue erradicado del país; sin embargo el virus de BP (H5N2) se ha seguido detectando 

serológicamente en diferentes regiones. Es por ello que a partir de esa fecha existe la campaña 

(Campaña Nacional Contra la Influenza Aviar) para su control y erradicación basada principalmente 

en la vacunación y el diagnóstico serológico (20). En la vacuna oficial esta autorizada la “semilla de 

trabajo” para la producción de vacunas comerciales A/Ck/México/CPA-232/94 (H5N2) aislada en 

1994(69). La inmunización de las aves en México, se lleva a cabo con vacunas inactivadas 

emulsionadas, las cuales han probado su eficacia confiriendo protección contra los signos clínicos y 

la mortalidad (11, 18). Sin embargo, a nivel internacional esta vacuna no se utiliza comúnmente como 

parte de los programas de control y erradicación de virus de AP y BP, por lo que el control se efectúa 

por medio de cerco sanitario y sacrificio de las parvadas expuestas (70). Aunque la vacunación no 

siempre previene la infección, se presenta las ventaja de prevenir la enfermedad y reducir la 

circulación del virus (71). Por razones económicas en México se ha preferido llevar a cabo un 

programa basado en el control y no en la erradicación de la IA.  
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JUSTIFICACIÓN. 

 

 Debido a que recientemente ha habido un incremento en los brotes del virus de IABP en el país 

es necesario evaluar la protección que actualmente confieren algunas vacunas inactivadas utilizadas 

para prevenir la enfermedad. 
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OBJETIVO GENERAL. 

 

 Evaluar la inmunogenicidad y protección contra signos clínicos de las vacunas comerciales 

inactivadas contra el virus de la IA que actualmente se utilizan para la prevención y control de la 

enfermedad. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

 

1.- Evaluar la inmunogenicidad de las vacunas inactivadas que se utilizan contra la IA. 

2.- Evaluar la protección contra signos clínicos que generan las vacunas contra la IA después de un 

desafío con una cepa de virus de BP aislado en el año 2007, que fue responsable de brotes. 
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HIPÓTESIS. 

 

 Las vacunas oleosas inactivadas confieren protección contra el desafío de un virus de BP de IA, 

evitando así la presencia de signos clínicos y mortalidad en las aves inmunizadas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

 Localización.- El presente estudio se llevó a cabo en el laboratorio de influenza aviar y en las 

unidades de aislamiento del Centro Nacional de Investigación Disciplinaria de Microbiología Animal 

del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) de la Ciudad de 

México ubicado en la Carretera México-Toluca Km. 15.5, Col. Palo Alto, Cuajimalpa, D.F. C.P. 

05110. 

 

 Aves.- Para la evaluación de la inmunogenicidad de las vacunas se obtuvieron embriones de 

pollo SPF de la compañía ALPES (Aves Libres de Patógenos Específicos S. A. de C. V.) de 11 días 

de edad, los cuales se mantuvieron en incubación a 37°C con una humedad del 70% hasta el 

momento del nacimiento. Posteriormente las aves fueron trasladadas a las unidades de aislamiento en 

donde se formaron 6 grupos de 8 aves cada uno. Esto se realizó en dos ocasiones, ya que el 

experimento se realizó una primera vez y una réplica. 

 

 

DISEÑO EXPERIMENTAL. 

 

 Para tener mayor certeza de los resultados, el diseño que a continuación se describe se realizó 

en dos ocasiones. Después de haber concluido el primer experimento se desinfectaron instalaciones y 

se adquirieron los siguientes embriones, hasta haber eclosionado, se trasladaron a las unidades de 

aislamiento para realizar la réplica o segundo experimento. 

El diseño experimental utilizado se describe en el siguiente cuadro: 

GPO TRATAMIENTO TIPO DE VACUNA 
VIA DE  

INOCULACIÓN * 

I 8 aves vacunadas y desafiadas Inactivada oleosa: A Subcutánea 

II 8 aves vacunadas y desafiadas Inactivada oleosa: B Subcutánea 

III 8 aves vacunadas y desafiadas Inactivada oleosa: C Subcutánea 

IV 8 aves vacunadas y desafiadas Inactivada oleosa: D Subcutánea 

V 8 aves sin vacunar y desafiadas ---- ---- 

VI 8 aves sin vacunar, ni desafiar ---- ---- 
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* La dosis se aplicó de acuerdo a las indicaciones del laboratorio productor. 

 Vacunas.- Se aplicó la primera vacunación en cada uno de los grupos correspondientes a las 4 

semanas de edad,  ya que es a esta edad en el que el sistema inmune puede responder a un estímulo 

de inoculación de cualquier patógeno y se revacunaron a las 8 semanas de edad. Se aplicaron 4 

vacunas por vía subcutánea, inactivadas emulsionadas, elaboradas por cuatro diferentes laboratorios. 

 

 Serología.- Se tomó una muestra de sangre para la obtención de suero a las 4, 8, 12 y 16 

semanas de edad. Estos sueros se analizaron por la técnica de IH, utilizando 4 unidades 

hemoaglutinantes (UH) del virus de IA (H5N2) y eritrocitos de pollo a una concentración del 1%, 

esto con la finalidad de determinar los títulos de anticuerpos generados por cada vacuna aplicada (16). 

 

 Titulación viral.- Se llevó a cabo la titulación de una cepa de baja patogenicidad recientemente 

aislada de un brote de campo del año de 2007. Esta cepa fue proporcionada por el laboratorio de la 

Comisión México-Americana para la erradicación de la Fiebre Aftosa (CPA). Se realizaron 

diluciones décuples seriadas de 101 a 1010 de la cepa en solución salina fosfatada pH 7.2. Se 

utilizaron embriones de 9 días de edad, los cuales se inocularon con 0.2 ml de cada dilución por vía 

alantoidea y se incubaron a 37ºC. Los embriones que resultaron muertos dentro de las primeras 24 

hrs post-inoculación se consideraron por causas iatrogénicas. A las 48 hrs se evaluó la mortalidad y a 

las 72 hrs se sacrificaron los embriones colocándolos a 4°C durante 12 hrs. Se colectó líquido 

alantoideo para realizar la prueba de hemoaglutinación rápida en placa. La titulación viral se realizó 

en base a la dosis infectante en embrión de pollo al 50% (DIEP50) por el método de Reed y Muench 
(72).   

 

Metodología para realizar la inhibición de la hemoaglutinación. 

 

 La metodología consiste primero en titular el antígeno viral (unidades hemoaglutinantes UH), 

como se describe a continuación:  

 

• Se colocó 25μl de PBS en cada uno de los pozos en las filas A, B y C de una microplaca de 96 

pozos con fondo en “U” 

• Se agregó 25μl de antígeno en el primer pozo de las filas A y B. 

• Se realizaron diluciones dobles seriadas (desde 1:2 hasta 1:2048), transfiriendo volúmenes de 

25μl del pozo A1 hasta el pozo A12 y del pozo B1 hasta el pozo B12. 



 23

• Después se adicionaron 25μl de la suspensión de glóbulos rojos de pollo al 1% en todos los 

pozos (A1-12, B1-12 y C1-12) 

• Se tapó la microplaca y agitó para mezclar los reactivos. Se incubó a temperatura ambiente 

durante 30-45 minutos y se realizó la lectura hasta que se formó un botón bien delimitado en 

el fondo de los pozos para el control de glóbulos rojos. 

• Para determinar el título de antígeno se inclinó la microplaca (aproximadamente 45º) y se 

observó la presencia o ausencia del escurrimiento de los glóbulos rojos en forma de lágrima. 

El título del antígeno se determinó tomando como referencia la dilución más alta donde se 

encontró el 100% de hemoaglutinación (es decir donde no se observó el escurrimiento de 

glóbulos rojos en forma de lágrima). 

• Para obtener las Unidades Hemoaglutinantes (UH) que se empleó en la prueba de inhibición de 

la hemoaglutinación, se dividió el título del antígeno entre el número de unidades deseadas (4 

UH) y el resultado de ésta división fue la dilución que se empleó para que el antígeno 

contenga 4 UH en 25μl. 

 

Procedimiento de la técnica: 

 

• En una microplaca fondo en “U” se colocaron 25μl de PBS en cada uno de los 96 pozos. 

• Se transfirieron 25μl de la dilución 1:2 de suero de cada muestra a analizar a la columna 1 de la 

microplaca. 

• Todas las muestras se trabajaron en orden secuencial, por ejemplo el suero No.1 se ubicó en le 

pozo A1, el suero No.2 en el pozo B1 etc. Los sueros control positivo y control negativo se 

procesaron de la misma forma. 

• Se realizaron diluciones dobles seriadas transfiriendo 25μl de la columna 1 hasta la columna 12 

y se obtuvieron las diluciones 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256; 1:512; 1:1024 y 

1:2048. 

• Posteriormente se agregaron 25μl de antígeno de Influenza Aviar H5 conteniendo 4 UH cada 

pozo. 

• Se realizó una segunda titulación del antígeno a partir de la suspensión de antígeno que se 

empleó en la prueba, para confirmar que contenían las 4 UH requeridas (control de antígeno). 

• Se tapó la microplaca, agitando por unos segundos e incubó a temperatura ambiente por lo 

menos 30 minutos. 
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• Se adicionaron 25μl de una suspensión de glóbulos rojos al 1%, se agitó nuevamente y se 

incubó durante 30 – 45 minutos a temperatura ambiente. 

• Se realizó la lectura cuando el control de glóbulos rojos formó un botón bien delimitado en el 

fondo del pozo. 

  

 Interpretación.- Para confirmar que la prueba se realizó satisfactoriamente, y que el control 

del antígeno presenta las 4 UH, el suero del control negativo no debió presentar un título de 

inhibición de la hemoaglutinación mayor a 1:4 y el suero control positivo presentó un título con 

la diferencia no mayor a una dilución del título previamente establecido. 

• Los títulos de los sueros se determinaron tomando como referencia la dilución más alta del 

suero donde se observó el 100% de inhibición hemoaglutinante. 

• Se consideró como positivos todos aquellos sueros que mostraron una inhibición franca en la 

dilución 1:16. 

• Todos los resultados se registraron en las bitácoras y hojas de trabajo correspondientes. 

 

 Desafío.- En todos los grupos, excepto el grupo VI,  se realizó el desafío a las 12 semanas de 

edad vía intranasal con un título de 106DIEP50/0.2ml.  

 

 Evaluación de los signos clínicos.-  Después del desafío, se mantuvieron en observación los 

grupos de aves durante un mes, realizando al menos dos visitas por día hasta el final del periodo 

experimental. 

 

 Análisis estadístico.- Para evaluar la inmunogenicidad, se utilizaron las medias geométricas  

de los títulos de anticuerpos de cada uno de los grupos. Los diferentes grupos se compararon 

mediante un ANOVA utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. 

 

RESULTADOS. 

 

 Signos Clínicos: En los grupos en los cuales se llevó a cabo el desafío se observó que el 100% 

de las aves presentaron los siguientes signos clínicos: estertores, tos, baja en el consumo de alimento 

y depresión durante las dos primeras semanas post-infección. No hubo mortalidad en ninguno de los 

grupos.  
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 La respuesta inmune de las aves a las 8 y 12 semanas de edad del primer y segundo 

experimento, se muestran en los cuadros 1 y 2, respectivamente.  

 

 En el primer y segundo experimento, se observó  una respuesta inmune a la primera 

vacunación, aumentando significativamente la respuesta después de la segunda vacunación en los 

grupos I, II, III y IV. En los dos experimentos, se observó que el grupo I tuvo una respuesta 

significativamente mayor (p<0.05) tanto a la primera y segunda vacunación en comparación con los 

demás grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1.- Resultados de la respuesta inmune expresados en medias geométricas (Experimento 1). 

 

Grupos 4 Semanas de 

edad* 

8 Semanas de 

edad* 

12 Semanas 

de edad** 

16 Semanas 

de edad 

Grupo I (Vac A + Desafío) 0a 316b 7586c 22909d

Grupo II (Vac B + Desafío) 0a 69b 129b 3162c 

Grupo III (Vac C + Desafío) 0a 83b 794c 11481d 

Grupo IV (Vac D + Desafío) 0a 69b 363c 5248d 

Grupo V (No Vac + Desafío) 0a 0a 0a 240b 

Grupo VI (No Vac ni Desafío) 0a 0a 0a 0a 

* La vacunación se realizó a las 4 y 8 semanas de edad. 

** Desafío con cepa de baja patogenicidad. 

Valores con diferentes literal dentro de cada grupo, son significativamente diferentes. P <0.05. (Prueba: Kruskal-Wallis). 
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Cuadro 2.- Resultados de la respuesta inmune expresados en medias geométricas (MG) 

(Experimento 2). 

 

Grupos 4 Semanas de 

edad* 

8 Semanas de 

edad* 

12 Semanas 

de edad** 

16 Semanas 

de edad 

Grupo I (Vac A + Desafio) 0a 603b 1820c 11481d 

Grupo II (Vac B + Desafìo) 0a 25b 145b 1445c 

Grupo III (Vac C + Desafìo) 0a 35b 363c 5754d 

Grupo IV (Vac D + Desafìo) 0a 35b 178c 2884d 

Grupo V (No Vac + Desafìo) 0a 0a 0a 240 

Grupo VI (No Vac ni Desafìo) 0a 0a 0a 0a 
* La vacunación se realizó a las 4 y 8 semanas de edad. 

** Desafío con cepa de baja patogenicidad. 

Valores con diferentes literal dentro de cada grupo son significativamente diferentes. P <0.05. (Prueba: Kruskal-Wallis). 
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DISCUSIÓN. 

 

 La vacunación sistematizada en las aves contra IA, que se ha empleado en el país desde el año 

de 1995 erradicó al virus de AP y había reducido la presencia de brotes del virus de BP, Sin 

embargo, a partir del año 2005 se reportó un incremento en los  brotes por el virus de BP en estados 

que se consideraban libres (73). La vacuna inactivada oleosa que se ha utilizado había mostrado ser 

eficaz y proveer protección al desafío con virus de campo (74, 75, 76). Esto también se ha observado en 

estudios previos con aves, en donde se observó que las vacunas inactivadas protegen contra signos 

clínicos y la muerte subsecuente (77 a 81). 

 De acuerdo con los resultados que se obtuvieron en este estudio, se observó que las cuatro 

vacunas que se utilizaron para la inmunización en las aves, estimuló la producción de anticuerpos, 

sin embargo se observo diferencias en cuanto a la respuesta inmune en las aves según la vacuna 

utilizada, en el primer y segundo experimento. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) 

entre la respuesta inmune expresada en media geométrica (MG) de las aves del grupo I con relación 

a los grupos II, III y IV. Estas diferencias se observaron consistentemente en el primer y segundo 

experimento, excepto la semana 12 en el segundo experimento, en la cual solo se encontraron 

diferencias significativas en las aves del grupo I  al comparar contra los títulos desarrollados en las 

aves del grupo II y III. De acuerdo a la norma mexicana donde se describen los requisitos mínimos 

para la elaboración de las vacunas empleadas para el control de la IA, señala que como mínimo se 

requiere de un 16% de masa antigénica en la formulación de la vacuna (82). Los resultados de las 

diferencias en la respuesta inmune que se observaron en este estudio, pueden deberse a que las 

vacunas evaluadas pudieran tener diferentes porcentajes de masa antigénica en su formulación. Otro 

argumento sugiere que las vacunas utilizadas cuentan con carga antigénica diferente, ya que un 

estudio realizado con anterioridad, al evaluar una vacuna inactivada en una sola aplicación, se 

observaron niveles de anticuerpos muy bajos (MG=42), esto sugiere que la producción de 

anticuerpos primarios requiere de altas concentraciones de antígeno (83), o bien esta variación en los 

títulos de anticuerpos para cada vacuna utilizada puede sugerir que para la formulación de las 

vacunas, se utilizan diferentes tipos de adyuvantes, lo cual puede incidir en la estimulación 

antigénica. 

  

 En recientes estudios se ha observado que el virus de IABP,  ha sufrido constantes cambios en 

su información genética. El análisis filogénico nos muestra que 18 antígenos aislados recientemente 

(2002-2006) han sufrido importantes cambios en la secuencia del gen de la H comparado con el 

antígeno vacunal. (73). Escorcia et al (2008), mostró que la acumulación de cambios genéticos en el 
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gen de la H permite la distinción entre nuevas y viejas cepas de virus de IA. La aparición de brotes 

de IA podría ser asociada a cambios antigénicos. El cual en cada cambio antigénico proporciona una 

evolución ventajosa para poder reinfectar al mismo hospedero (84).  Actualmente, para la elaboración 

de las vacunas inactivadas que se utilizan para el control de la IA en el país, se ocupa la “semilla de 

trabajo original”, la cual sigue siendo la misma desde el año de 1995.  Los resultados obtenidos en 

este trabajo, sugieren que las aves que son inmunizadas con el biológico que se emplea para la 

prevención de la IA, no protege contra la presentación de signos clínicos ante un desafío con una 

cepa recientemente aislada, ya que las aves aún estando inmunizadas presentaron signos clínicos, 

principalmente estertores, tos y baja en el consumo de alimento. Es posible que la vacunación masiva 

de IA ha provocado cambios genéticos acelerados en la secuencia del gen de la H, como ha sugerido 

Lee et al en el 2004 (69). 

 

 Como ya se menciono anteriormente, los virus han mostrado variación antigénica a través de 

los años, este es un punto importante a considerar, ya que esto puede derivar una explicación, que a 

pesar de que las vacunas utilizadas en este estudio son capaces de provocar una respuesta inmune 

humoral no son efectivas al prevenir la aparición de signos clínicos. Es conveniente recordar que los 

anticuerpos generados por las vacunas utilizadas bloquean ciertos receptores y que una vez que 

existe variación antigénica con las nuevas cepas de la IA, ocupan receptores que no han sido 

bloqueados, favoreciendo la adherencia del virus a las células susceptibles y ocasionando la 

infección y el desarrollo de signos clínicos. 

  

 De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo sería conveniente hacer un estudio de las 

variaciones antigénicas que presenta la cepa “semilla trabajo”, utilizada para la elaboración de las 

vacunas y frente a las variaciones antigénicas de los virus de campo para después a partir de esto, 

utilizar una nueva semilla para la elaboración de vacunas.  

 En éste estudio no se pudo realizar la evaluación de las vacunas con el virus de AP, ya que en 

el momento de la planeación de este estudio no se contaba con los recursos. 
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CONCLUSIONES. 

 

 En todas las vacunas se observó que la respuesta inmune no fue capaz de evitar la presencia de 

signos clínicos en las aves. 

 

 El virus ha sufrido ya una variación antigénica por lo que será necesario reformular una nueva 

vacuna con cepas actuales divergentes que circulen a nivel de campo.  

 

 Las vacunas que se utilizaron en el primer y segundo experimento mostraron el desarrollo de la 

respuesta inmune humoral. 

 

 Entre las vacunas hubo diferencias en cuanto a la respuesta inmune, esto en el primer y 

segundo experimento. 

 

 Estas diferencias pueden sugerir que la masa antigénica que viene en cada una de las vacunas 

no es la apropiada de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-055-ZOO-1995, Requisitos 

mínimos para la elaboración de vacunas emulsionadas inactivadas contra la influenza aviar subtipo 

H5N2. 

  

 Se sugiere que se continúen haciendo evaluaciones con estas vacunas y haciendo desafíos con 

cepas de AP o bien con cepas de campo circulantes, para evaluar el nivel de protección antigénica y 

aparición de signos clínicos. 
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ANEXO. 

PBS. 

(SOLUCIÓN SALINA FOSFATADA BUFFERADA) AL 0.01 M, pH 7.2. 

Cloruro de Sodio                              8.5 g. 

Fosfato de Sodio Dibásico               1.33 g. 

Fosfato de Sodio Monobásico          0.22 g. 

Agua destilada cbp                           1 lt. 

 

Esterilizar en autoclave o filtro (0.22 μm).  

Almacenar a temperatura ambiente. 

 

SOLUCIÓN ALSEVER´S. 

Citrato de Sodio                                8 g. 

Ácido Cítrico                                    0.55 g. 

Cloruro de Sodio                               4.2 g. 

Dextrosa                                            20.5 g. 

Agua destilada cbp                            1 lt. 

 

Esterilizar en autoclave o filtro (0.22 μm). 

Almacenar a 4 ºC. 

 

GLOBULOS ROJOS AL 1%. 

 Colocar 2.5 ml de solución Alsever´s en una jeringa estéril, y colectar principalmente de vena 

radial la misma cantidad de sangre, inmediatamente mezclar las dos soluciones meticulosamente. 

Posteriormente colocar esta mezcla en un tubo para centrifugar y añadirle 10 ml aproximadamente de 

PBS mezclar estas dos y centrifugar a 1800 rpm  durante 4 minutos a una temperatura de 4 ºC  y al 

termino de esto sacar con cuidado la solución sobrenadante y añadirle nuevamente 10 ml 

aproximadamente de PBS y mezclar hasta que se disuelva todo el fondo y repetir la centrifugación 

hasta que se vea la solución sobrenadante totalmente transparente, ya logrado esto con una 

micropipeta se toma 1 ml de los eritrocitos separados en el fondo y se colocan en 99 ml de PBS, en 

caso de que se observe hemolisis repetir desde la toma de glóbulos rojos. 

Almacenar a 4 ºC. 
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