FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

DETERMINACION DE LA INMUNIDAD CELULAR EN AVES
VACUNADAS CONTRA LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
POR MEDIO DE LA PRUEBA DE MIF.

T B 8% 1 3§

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R | A S E N T A

EMETERIO  SALDIVAR  ZUNIGA

ASESORES: M.V.Z. LAURA PATRICIA NOE
M.V.Z. JUAN GAY GUTIERREZ

MEXICO, D. F. SEPTIEMBRE 19%0



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENTIDO

A)
B}
e)
D)
E)
Fl
6)

RESUMEN e v cc0as evvees 3
INTRODUCCION ... ..... 4
MATERTAL ¥ METODOS .. 7
RESULTADOS .........10
DISCUSTON .........15
CONCLUSTION .........18

"BIBLIOGRAFIA .......19



DETERNINACION DE LA INMUNIDAD CELULAR EN AVES
VACUNADAS COKTRA LA ENFERMEDAD PE NEWCASTLE
POR MEDI0 DE LA PRUEBA OF WIF.

SALDTVAR 2URTGA EHETERIO
ASESORES:
H.V.2. LAURA PATRICIA NOE
N.V.2Z. JUAN GAY GUTTERREZ

RESUMEN:

Utitizando La paueba de Factor Inhibidoa de La Migracisn
(MIF) para determiman La immunidad celular se examimarom 100

nues tras de sangae , de pollos de engorda vacunados contaa--
ta Enfeamedad de Newcastle (ENC), procedentes de diferentes-
granjas y rastros de La periferia de 2a Ciadad de México.

Se encontaé un $4% de las muestras positivas y an 161 ne
gativas §rente al virus de La ENC, Lo que indica que este - -
virus ¢3 capaz de sensibilizar en foama especffica a los Un

Loeitos Lo cual peamite una detecciém de ura respucsta {mrune
de tipo celulax.

Jutlo e 1930



INTRODUCCTON:

Las aves representas en la escala (ilog€mica, La
paimera especie de veatebrados que posee una clara -
separacién en el sistema Linfodde, Lo cual Les da ca
pacidad para xesponder ante un estimulo antigénico --
tanto en foxma humoral, Limfocitos B, como celulax,
Lnfocitos T; ambos tipos celulares denlvan de uma -~
s0la cllula hematopoyética paimitiva, Localizada en
el saco vitelino que alrededon del moveno dfa del de~
saxnollo embrionario emigaan paaz sex activadas ex La

mfdula Ssea y de ahf al timo y a La bolsa de Fabaicio
{9,10,17,20}.

Estas cllulas uma vez activadas producen, ez el -
caso de Los Limfocitos B, células plasmdticas com ca-
pacidad de sintetizar anticuerpos eipeelficos y en el
caso de Los Limfocitos T semsibilizados, linfocinas -

que coadyuvar en La eliminacién del arntigeno (13,15,
16,19,24).

La suma de ambas respuestas, tanto La celular co-
mo La humoral xeprcsentan em {oama global La xeaccddn
del organismo a un elemento antigénico extraio y pex-
miten pox lo tamto, para {imes de diagnbstico, detec-
tar y evaluaa la respuesla Lmmune (6,7,26).

Para med{r la respuesta inmune humoxal en la en-:
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{ermedad de Nemezstle se han utilizado puehas is uitrho como :
precipltacitn, {Ljacisn de complemento, inkibicibn de La hemoa-

glutinacién y Lizacibn (2,12,27).

En la actualidad el desewaollo de themicas in vitho, como
el cuttivo de Leucocitos aplicado al estudio de la respussta (n
mune de base celufar en la enf dad de Newcsstte (3,14) ha -
ableato auevos campos pore evaluarla ¢ Oaavés de fa detecedfSn -
de as Linfocimas. Eatas substancias son elim{madas at medio de

cultive poa los Linfocitos semsdbilizados, al pomense en contac
20 con el antigeno que eatimulé su paoducciSn (17,25,26,18).

Actzalmente, 4¢ comocen varios tipos de Unfocimas con ac-
ciones especlficas demostrabler in witro, entre eflas pueden --
senclomrse: factox de trams formacién, Linfotorim, (acton resc

ivo cutineo, factor de agregacibn de Séagos, facton quimio

tetico, {mhibidoxes de la proliferacién, intexfeadn, factones
nitogénicos y facton i{mhibidon de fa migracifn de macabfagos —
ITF)  (13,25,27,28).

EL MIF, es un dcido glicoproteleo cuyo peso se ealeulza en-
e 35 y 50,000 daltones, ef cacl pexmanece activo despuls del
calentamiento a 58°C durante 30 minutos, no es diunlizable y au
actividad no es modificada por la DNasa ni pon fa RNasa perc s
por la taipaima (17,20,22).

La deteccifin in vitro de la actividad det VIF dué «ntrodu
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edda por George y Vanham trabajando con cllulas peritoseates de
eobayo sensibilizadas por antigencs especficos (3,4,5,6,7).

Othos estudios han demostrado que basto pequeNas comtida--
des de Linfocitos sensibilizados para producir et {endmeno (3,17,
18), y que Gite resuttn de utilided ex Lz evaluacifa in witao de
Las respuestas de hipersensibibidad tipo 1v 11,5,6,7).

EL objetivo de este frabajo es detenminax fa respuesta {wm
ne de £ipo celulax, en aves vacumadas contaa fa enfenmedad de —
Neweastle pox medio de La prueba de MTF.



MATERIAL ¥ METODOS!

MATERIAL: A) Sangae de 100 pollos de emgorda vacumados comtrz -
a Enfenmedad de Mescastle, {ENC) procedentes de -

difenentes granjas de L2 pexiferia de L2 Cindad de
Hexico.

B) Axtigeno de Neweastle——Vacuma de wiras “uivo®
C) Medio Esenciat Hinimo de Eagle (MEM) Modificado

METO00: EL medio de cultivo (MBi-Modi{i{sads) fuf prepmacdo de -
2a adguiente manera (8).

I- 10 mt de MBI X

f- 3 a de Glueosa af B

3 Satde Bicarbonsto de Sedio af 3%
+ 10 mL de Lacto Athming ol

5- 10 m de Suero Fetal Bowiwo af 10V

6 _52 ml de Agua Bidestilada Estenil
100 ml.

7- 135 Ul/ml, de penicilima.

Eate medio (uf ajustedo a an p.H {imal de 8.2 usando uma -
solucibn de bicanbonato de sodio al 2.

Para ta prueba de La inkibicién de la migracifn se obluvie
nem 10 me de sangne de cada ave, usando como amticuagulante | al

®Laboratonies DIFCO, Detroit, Hi. U.S.A.



de E.D.T.A at 1.5 § en Solucifa Selisa Flslolbgica.

La sangae e centalfugl en tubos de 7 sm de didsetro pox -
120 = de lango, a 1,500 R.P.H daraste 20 mimutos. Se decants -
oL sobrenadante y se AesuspendiS el paquete celofon ex solucibn
sabing §islolbgica. La suspensifn (uf cemtrifupeda a 1,500 RPU-
por 20 aimstos y Lavade dos veces mis en solucifn salima fisio-
L8gica. Posteniommente se decants of sobremadante y el paguete -
de glébulos blancos fuf extraido com tubos capilanes, a Los que
se Lea sellS ano de sus extuomos.

Los tubos capilanes asi prepanados fueron cemtaifugades a -
1,000 R.P.N darante 5 mimutos g coxtidos ex la Intexfsse cela --
Las-Lquido.

La parte que contenia Los glSbulos blamcos {uf colocada en
oL ondo de una cémana de Bloom, 4obee una gotn de 4£lichn esté
AL, En & cdsara adyacente se colocs otxo tabo, con globulos -
blancos, de la misme mueslra.

Las clmanas fueron selladas com cubxeobjetos y paragima: -
una de lab cfmaras, {a testigo, fuf llemada con ef medio de cul
Livo axriba deacrito y La otaz, cimara problema, se LenS hasta
la mitad con el medio de caltive y 4e Le adicions 0.1 mt def an
geno (virus de ENC) texmindndose de Llemar con ef mismo medio
deapubs de Lo cual Los onificios de las cAmaras {ueron sefladas
con paragina y Estas se mantviencn en poddicibn vertical dunan-
Le 5-10 mimutos. Fimalmente a4 musstras {ueron colocadas en cd
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mera himeda ¢ (mcnbedas daraxte 14-48 hoss a 37°C.

La Lectura se nealizS progectamdo las dreas de migracidn -
sobre an papel, delimitnado €atas con Lipiz g recortindoles pro
carando no tocax Las dreas de migracifn com Los dedos.

Laegose pesaaon ex uma balamzs de precisifn y el dues que
correspondis a Los cultivos sdn antigew, Lestigo, se toms come
e 1008 de migracién entre ef testigo g ef pwblema fuf comiide
aado como Imdice de la imhibiclbn de la migracibn. Valones supe
xdiones al 158 ae comasidersron como positivos a MIF.



No.? y en el coadeo No. 2 y en Las muestras megativas ué ape
nes apreciable wo Legando al poxcentafe {mdicado pox Lo téeni-
ca como minimo poslitivo, observada en L2 foto No. 1 y ef cuadro
No. 3.



RESULTADOS ¥ TOTALES OF RUESTRAS TRABAJADAS:

No. DE MUESTRAS NEGATIVAS.......... seveses 16



CATRO o1

PORCENTATE DE IMNIBICION DE (A MIGRACTON DE LAS MUESTRAS POSITIVAS

TOTAL DE MUESTRAS PORCENTAJE DE INHIBICION

Deccenenrerrcnccsresscacancsrcanancecess 1008
veascessscccearcsescssccncarerccccnces B

Jisecescsoasannen

R

eecsencesascaiseesenssonscecsccrrissase 35§
Qeoiiiniencecncntettictcsccancicaccerass
seseeresscaserensarecne
tesssssssntiarecsanvensen

deoiceccaconas

Tomundo como 1008 de migracifn al comtrol y restando ef --
porcentaje del problema segln se {ndics en of método.



CUADRO No. 3
PORCENTAJE OF INHIBICION DE LA MIGRACION EN LAS MUESTRAS MEGATIVAS
TOTAL DE MIESTRAS PORCENTATE DE INHIBICION
Leercrerranvsstseasccecoccens ceseenacs M8
Jecaeoceocrccnoacenccocosccccean coress 128
| P S P PP pporgpps | | 1
Jeeoeenseseccencnccceconcvoccccacaase. 108
leteestiactascocrancnteocctncsncncenss T8
2 n

L P SR . ]

Tecranscnscasacnsanccance creevecceness 5§
Beernctencontnciotessncennane ceresanes L}
L R PP ]

TOTAL 16

Towando como el 1008 del testigo y nestnndo el porcemtaje
del problema, segln se indics en el método.



EL Facton Imhibidor de la Migracifm (MIF) ha seavido para
demostran {2 iwunidad celular en aves vecumades contaa a En--
§ermedad de Neocastle (5,16).

Esta se Levs a cabo en un medio de cultivo (KEN-Hodigica
do) con ef cuat La méigracibn ful framca en domde wo tenfs antl-

geno obsexvdndose an abanico y La inkibicifn se obsenvs en don-
de &4 habla astigew.

COMENTARTOS SOURE LA TECNICA:

Los slguientes puntss téemicos pueden ser especialmente -
impontantes para sucesivas aplicseiones de fa prueba, aumque no

s¢ puede decin con segunidad que cualquiers de eflos e absola-
tomente esencial.

1) Con la modificacisn del medio del cultivo (MEN) y el ajuste--
de su pN a 8.2 se oblinnieron mejones Resultadss que a pN dn-
ferior lexp. persomal).

2) La necolecciln de Los glSbulos balameos se facilith, cemtad-
fugando la sangre en tubos de difimetro reducido, ie 7 wm.

3) Et tavado de fos glSbulos blancos con soluciln salima, evita
que esfos se aglutinen.

4] Para aobtener uma mayox {dad de glSbulos bl

. b con-
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vendnete manipulantos Lo menos posible.

5) Despuls de la xecoleceifin de Los glSbulos blamcos, s¢ deben-
taahafan adpidemente parg que no hagae moxtalidad.

6) la neutralizacifn de la clmara himeda ayude a moxtener £a --
tosperatura requerida paas wsa buema migezcifn de Los globu-
Los blancos.

7) La migraciin de Los gtbbulos blamcos empleza dentas de Los -
sdguientes sbutos a La incabacifn.

8) Fallas al relleman Los capilares significa decaomento en La -
viabilidad celular y puede interferir com o4 xesultndos. —-
{experiencia persomat).

Eatos puntps 4¢ tomaaon en cuentn en el anifisls de la xespues-
24 Jwmne de £ipo celulax contra Lo Enfemedad de Neweastle en -
aves, para La obtencifn de Los xesultndos.

AL revlsar los resultndos del cuadro miwero ? se motz Que-
204 porcentajes de imhibicisn de Los animales positivos a la —
prugha de NIF fuexon sucho mis altos que ef Limite del 15V scha
lado por la téenica, Lo cual es imdicio de a semsibilidad que
poseen Los Linfocitos T, circulantes de los animales wuestreados.

la especificidad de la prueba queda dewostrada al amalizan
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s Ltados negati wtenidos en el cuadro aGmero 3, dow-

de 4¢ puede observan que casl el total de Los aximales megati~~
vos a HIF mostraron 08 de a {mhibicisn de Lo méigraciim, es de-
cr um migracifn similar en L2 clmana teatigo y la problema, ¥
o60° 53 "de £os animates musstreaded

e at 15%.

Lo anterior {ndica que ef virus de La ENC e capaz de semsd
bilizan en forma especliica a Los Linfocitos (6,7,10.11,25).

Este estado de semaibilidad, en Los Linfocitos permite La -
deteccidin de una xespusita fmune afin en ausencis de amticuer=-
pos, hecho que ¢4 comin ya que L2 perslstencia de Los Limfoci—-
208 & mucho mayor que el de los anticuerpos. (6,7,25).

Los aeaultados obtenidos en efpresente tanbajo muestra la
sensdbilidad de la pueba de MIF. Por Lo que suglexe se¢ reall--
cen pruehas comparativas que permitan valonax fa eficiencia de
eatn tienica rente a las tradiciomalmente utilizadas.



CONCLUSTONES :

La puteba de UIF demostrl tener un 844 de sensibilidad pa-
aa medin Lo respuesta {mune de téipo celular en fa ENC; Lo cual
se comsidera como uma pueba in vitro confiable, para la detec-
cibn de Immunidad de base cefulan.
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