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I. INTRODUCCION 

El sistema inmunol6gico de los animales -

recién nacidos, necesita desde unos cuantos días hasta 3 

semanas aproximadamente, segdn la especie, para desarro

llar su capacidad total y responder al estímulo antigén! 

co, debido a que persiste un estado de incompetencia in

munol6gica fetal; este estado se halla asociado con la -

necesidad del individuo de producir tolerancia a sus pr~ 

pies antígenos (4, 10, 13~. 

Durante el Feriodo que sigue al nacimien

to, los animales reciben un suplemento de inmunoglobuli

nas maternas que le confieren inmunidad pasiva y los ma~ 

tiene protegidos hasta que tiene lugar la maduraci6n in

munol6gica. Estas inmunoglobulinas pueden llegar al feto 

i!l ~· en ciertas especies, por transporte activo a -

través de la barrera placentaria y/u obtenerlas el ani-

mal recién nacido con el calostro (4, 10). 

Los pollitos recién eclosionados también

se hallan provistos con aportes de inmunoglobulinas roa-

ternas; una gran cantidad de éstas se encuentran presen

tes en la yema de los huevos recién puestos en forma de

inmunoglobulinas G (IgG), sin embargo, las enzimas prod~ 

cidas por los embriones en desarrollo destruyen parte de 

ellas antes de que hayan sido absorbidas por el pollito. 
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No obstante, se hallan generalmente presentes anticuerpos 

maternos suficientes, tanto para proteger al pollito como 

para interferir con la vacunaci6n de las aves a muy tero--

prana edad (4, 10). No existe evidencia de transferencia-

desde la madre al hijo de factores de inmunidad celular -

(10). 

Durante los últimos 4 años se ha observado 

un aumento considerable de los casos de enfermedad de Ma-

rek en aves vacunadas, con un incremento en las pérdidas-

econ6rnicas debidas a este padecimiento (2, 14, 18). 

Lo anterior hace suponer que, entre las 

múltiples causas posibles (18) , la presencia de anticuer-

pos maternos en las aves j6venes reduce los niveles de 

protecci6n conferidos por la vacunaci6n, lo que motiv6 la 

realizaci6n del presente trabajo con el prop6sito de de--

tectar la presencia de dichos anticuerpos en yemas de hu~ 

vos de animales vacunados. 

En 1970, Graham y Burgoyne (8) detectaron-

anticuerpos en los pollitos de aves enfermas de Marek, 

utilizando las pruebas de anti.cuerpos fluorescentes y de

precipitaci6n en gel de agar, la última de las cuales ti~ 

ne grandes inconvenientes, como el de presentar resulta--

dos irregulares, como lo demostraron Stone y Holly en - -

1971 (17). 
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de conejo, no existe Ag libre con que puedan combinarse y 

por ello no se fija el C' y su presencia puede demostrar

se después por la lisis del sistema hemol!tico. 

Cuando no existen los anticuerpos avia---

rios, el Ag queda libre, por lo que cuando se añaden los 

anticuerpos de conejo, se combinan con este Ag y se fija 

el C'. ·Esto se demuestra al añadir el sistema hemol!tico 

y sedimentar los gl6bulos rojos ovinos. 

ESQUEMA DE LA PRUEBA INDIRECTA DE FIJACION DEL 
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* Adaptado de: FROBISHER, Martín. Microbiolog!a. Salvat -

Editores, S. A. Barcelona, 1969. p 389 
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El aspecto de los tubos en la reacción i~ 

directa ES TOTALMENTE OPUESTO AL QUE SE OBSERVA EN LA 

REACCION DIRECTA, es decir: 

Aspecto del tubo Prueba directa Prueba indirecta 

SEDIMENTACION POSITIVA NEGATIVA 

HEMOLISIS NEGATIVA POSITIVA 



II. MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO 

- Virus Herpes de pavo* (vacuna con-

tra la enfermedad de Marek) , con--

servado con nitr6geno líquido, que 

se utiliz6 para inocular conejos y 

obtener antisueros. 

- Virus Herpes de pavo** (vacuna co~ 

tra la enfermedad·de Marek) liofi-

lizado, que se utiliz6 corno antíg~ 

no y para inocular gallinas y obt~ 

ner sueros positivos de ave. 

- 500 yemas de huevo, obtenidas de -

la Granja Avícola "Veracruz" y de-

granjas de aves reproductoras. 

- Complemento, obtenido de sueros de 

cuyes del bioterio de la Facultad-

de Medicina Veterinaria y Zootec--

nia. 

Gl6bulos rojos de ovino al 2% y al 

4% en soluci6n salina fisiológica. 

- Hernolisina comercial (Bacto Anti--

sheep Hernolysin Glycerinated. Dif-

co Laboratories, Detroit, Mich.). 

* Proporcionado por el Dr. Francisco Cobos Panadero (Lab~ 
ratorios Salsbury, México, Méx.). 

** Proporcionado por el Dr. Salvador Romero (Abbot de Méx! 
co, Tlaxcala, Méx.). 



• 7 • 

- Conejos de la raza Nueva Zelanda. 

- Gallinas de la raza Leghorn. 

- Sueros de aves vacunadas, obtenidos 

a los 20 d~as de edad, de la Granja 

Avícola "Veracruz". 

- Sueros de aves, obtenidos a los 14, 

16, 18, 20 y 22 días después de 

inoculadas con el virus Herpes de -

pavo. 

- Sueros de aves enfermas clínicamente 

de enfermedad de Marek. 

METO DOS 

aJ. OBTENCION DEL COMPLEMENTO 

Se sangraron 10 cuyes clínicamente sanos -

y que no habían sido inoculados antes, se dejaron coagu-

lar las muestras de sangre en tubos de centrífuga durante 

una hora a temperatura de laboratorio y se clarificaron -

por centrifugaci6n a 2,000 rpm durante 15 minutos. Des--

pués se obtuvieron los sueros por decantaci6n, se mezcla

ron y se guardaron en alícuotas de 0.5 ml en frascos est! 

riles de 5 ml, cerrados con retapa de aluminio. Posterio~ 

mente fueron congelados y guardados a -20PC y se utiliz6-

un frasco solamente para titular el complemento de todo -

el lote; mensualmente se comprobaba este título. 
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b) TITULACION DEL COMPLEMENTO Y DE-

LA HEMOLISINA 

Para la titulaci6n del C' y la hemolisina-

se sigui6 la técnica descrita por Kabat y Mayer (12). 

c) OBTENCION DEL SUERO HIPERINMUNE

DE CONEJO 

Se utilizaron 4 conejos de la raza Nueva -

Zelanda, clínicamente sanos y que no habían sido previa-

mente inoculados. 

Para la preparaci6n del in6culo, se utili

zó la suspensi6n original del virus Herpes de pavo cense~ 

vado con nitr6geno líquido (2 ml) diluída en 12 ml de so-

luci6n salina 0.85% estéril. El virus Herpes de pavo está 

antigénicamente relacionado con el virus de la enfermedad 

de Marek (19) y ambos pertenecen al mismo grupo (1). 

El in6culo se aplic6 a los animales en 4 -

ocasiones cada tercer día en una dosis de 3 ml por conejo 

por vía subcutánea._ A_ los 21- días de la Gltima inocula--

ci6n se obtuvo el:suero:éie los 4 conejos, se mezcl6, se -

inactiv6 a 56ºC éi~~~~t~ 30 minutos y se titul6. 

d) TITULACION DEL SUERO HIPERINMUNE 

Y EL ANTIGENO 

Se realizó en tubos de Wasserman, utiliza~ 

do la titulación en tablero de ajedrez descrita por Her--

bert (10), que consiste en titular un suero positivo va--

rias veces añadiendo una cantidad de ant~geno diferente.-

La diluci6n del antígeno con la que se obtenga el mayor -
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título se torna como patrón. 

e) TRATAMIENTO DE LA YEMA 

Se usó el método descrito por Schimittle y 

Millen en 1948 (15) : 

En un tubo de ensaye se colocan l. 5 rnl de

yema de huevo y se diluyen con 6 rnl de solución salina --

0. 85%. 

Se añaden 2 ml de dicloruro de etileno 

(1.2. dicloroetano) y 1 rnl de éter sulfúrico o dietílico

y se mezcla por inversión del tubo. 

Se incuba durante 12 horas (toda la noche) 

a 37°C y se eentrifuga después a 1,000 rpm durante 10 mi

nutos. 

El dicloruro de etileno queda en la por--

ción inferior del tubo; se remueve el sobrenadante con P! 

peta. Este fluído es 1:5 de la yema. 

f) OBTENCION DE LOS SUEROS POSITIVOS 

DE AVE 

Con el prop6sito de tener controles posit! 

vea de aves que sí poseyeran anticuerpos contra la enfer

medad de Marek y poder evaluar los resultados de las pru~ 

bas, se obtuvieron sueros diferentes que fueron numerados 

del !l al ll de la siguiente manera: 

!l Se sangraron 10 aves en la Granja Avíe~ 

la "Veracruz" de 20 días de edad, que habían sido vacuna

das con el viru~ Herpes de pavo conservado con nitrógeno-
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l!quido por un médico veterinario* que la realiz6 con el

cuidado que especifican las instrucciones de la vacuna; 

se obtuvieron los sueros y se guardaron en congelaci6n. 

~) Se inocularon 5 gallinas cl!nic~ 

mente sanas de la raza Leghorn, que estaban en postura, -

con 50 dosis para cada una, del virus Her~es de pavo lio

filizado, por v!a subcutánea, cada tercer día. Se obtuvie 

ron los sueros después de un total de 5 inoculaciones 

(250 dosis por ave), a los: 

14 días de la última inoculaci6n. 

ll 16 d!as de la última inoculaci6n. 

!l 18 dias de la última inoculaci6n. 

2.l 20 días de la última inoculaci6n. 

~) 22 días de la última inoculaci6n. 

ll Se sangraron 7 aves clínicamente enfer-

mas de Marek, de las que anteriormente se habían tornado -

muestras de yemas de huevo, en la Granja Avícola "Vera---

cruz". 

g) DESARROLLO DE LA PRUEBA 

La prueba se llev6 a cabo en el Laboratorio 

de Serología del Departartarnento de Virología e Inmunolo

gía de la Facultad de Medicina Veterinaria y zootecnia. 

Se ensay6 únicamente una diluci6n (1:5 de

la yema) de cada muestra. 

* ROMANO PADRO JUAN JOSE. Médico Veterinario Zootecnista 

de la Granja Avícola "Veracruz" 
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TECNICA DE HILLEMAN 

(Modif icaci6n de Fraire*) 

Yema 0.1 ml 

Complemento 2 UH 0.1 ml 

Antígeno 0.1 ml 

INCUBAR A 4ºC 18 HORAS 

Suero hiperinmune 
de conejo 0.1 ml 

INCUBAR A 37°C 30 MINUTOS 

Se centrifugan los tubos a 1,500 rpm dura~ 

te 3 minutos y se leen en el espectrofot6metro. 

CONTROLES POSITIVOS 

1) Suero de conejo más antígeno más compl~ 

mento. 

2) 7 sueros de aves más antígeno, más com-

plemento y suero de conejo, en dos dil~ 

cienes cada suero: 1:2 y 1:4. 

CONTROLES: 

1) Sistema hemolítico más complemento. 

2) Sistema hemolítico sin complemento. 

3) Cada una de las yemas más complemento. 

4) Cada una de las yemas sin complemento. 

* FRAIRE CACHON MOISES. Deparnamento de Virología e Inmu-

nología. Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo-

tecnia. UNAM. 
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5) Antígeno más complemento. 

6) Antígeno sin complemento. 

7) Suero de conejo más complemento. 

B) Suero de conejo sin complemento. 

9) Sueros de aves más complemento. 

10) Sueros de aves sin complemento. 



Total de yemas 

Diluci6n 1: 5 

500 

III. RESULTADOS* 

CUADRO No. 1 

Resultados 

0% 

Controles de 

yemas más C' 

100% 

Controles de 

yemas sin C' 

0% 

* Los resultados no se pudieron leer directamente del es

pectrofot6metro, debido a la turbidez del antígeno em-

pleado, por lo que se dan las lecturas en p~rcentaje de 

hem6Hsis. 



l 

·-·----·---1 

. 14 • 

CUADRO No. 2 

CONTROLES POSITIVOS 

{de aves) 

Control más Control sin 
Suero No. Diluci6n Resultado 

C' C' 

1:2 25% 100% 0% 

. : ~-' 
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CONTROLES: 

1) Sistema hemolítico más C': 100% 

2) Sistema hemolítico sin C': 0% 

3) Antígeno más complemento: 100% 

4) Antígeno sin complemento: 0% 

5) Suero de conejo más e': 100% 

6) Suero de conejo sin C': 0% 

CONTROL POSITIVO 

1) Suero de conejo más antígeno más compl~ 

mento: 0% 



IV. DISCUSION 

En este trabajo, con la prueba de fijaci6n 

del complemento no se detectaron anticuerpos en ninguna -

de las yemas estudiadas, incluyendo aquéllas provenientes 

de aves que enfermaron clínicamente de Marek; pero en los 

sueros de las aves recién vacunadas, de las inoculadas e~ 

perimentalmente y de las aves clínicamente enfermas, sí -

se alcanzaron niveles detectables, aunque inferiores a la 

mínima diluci6n a la que se pueden trabajar las yemas se

gún la técnica de Schimittle y Millen, que es de 1:5. Es

to crea la necesidad de estudiar otras técnicas que perm! 

tan trabajar las yemas sin diluir. 

La prueba de fijaci6n del complemento de-

mostr6 ser confiable para detectar anticuerpos contra la

enfermedad de Marek; esto contrasta con las pruebas reali 

zadas con la técnica de inmunodifusi6n en gel de agar, -

con la que se obtienen resultados muy irregulares, como -

lo señalaron Stone y Holly en 1971 (17}. Los resultados -

obtenidos con la prueba de fijaci6n del complemento y la

técnica de anticuerpos fluorescentes realizada por Graham 

(8) no se pueden comparar debido a que el citado autor no 

trabaj6 con yemas de huevo. 

El nivel tan bajo de anticuerpos en las y~ 

mas de las aves supuestamente vacunadas, hace pensar que

no existen en cantidad suficiente para neutralizar el vi

rus Herpes de pavo con que se vacuna contra la enfermedad 
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de Marek. 

La respuesta irununol6gica de tipo humoral 

en las aves fue muy baja en los controles positivos y fue 

descendiendo hasta alcanzar niveles no detectables a los-

22 días despu~s de la ~ltima inoculación, como se observa 

en el cuadro No. 2, lo cual hace pensar que la protección 

que brinda la vacuna es del tipo de inmunidad celular o -

por fenómenos de interferencia viral. 

Hubo problemas en el manejo de la vacuna

conservada con nitrógeno liquido para utilizarla como an

tígeno, ya que varuaba rápidamente su pH, lo que alteraba 

los resultados (12), y se prefirió utilizar en su lugar -

la vacuna liofilizada, que fue más fácil de transportar,

rnanejar y conservar en congelación una vez restituida, 

por lo que es aconsejable que se utilice este tipo de va

cunas para su uso corno antígeno en el laboratorio al rea

lizar trabajos de investigación semejantes al presente. 

Dada la facilidad con que el virus de la -

vacuna contra la enfermedad de Marek conservado con nitr~ 

geno liquido se alteraba en su antigenicidad en el labor~ 

torio, es deseable que se realicen trabajos bajo condici~ 

nes de manejo comercial de la vacuna en las plantas de i~ 

cubación, para determinar si existen dificultades en el -

mismo, que modifiquen la efectividad de la vacuna. 
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Se rnodific6 la técnica de Schirnittle y 

Millen para tratar las yemas, debido a que después de ce!!_ 

trifugar a 1,000 rprn queda una suspensi6n blanquecina que 

dada la delicadeza de la prueba (10, 12) interfería con -

el resultado, por lo que se procedi.6 a realizar una segu!!. 

da centrifugaci6n, esta vez a 1,500 rpm1 después de la 

cual se elimin6 gran parte de la suspensi6n. Es.ta modifi

caci6n no alter6 el título de anticuerpos presentes, lo -

que se comprob6 realizando un estudio comparativo de los..; 

títulos de seroneutralizac:Í.6n en embrión ·de pollo y de ª!!.· 

ticuerpos inhibidores de-la .hemoaglutinaci6n (HI). con un-. 
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V. CONCLUSIONES 

La cantidad de anticuerpos de inmunidad -

pasiva presentes en el pollo, transmitidos a través de la 

yema de huevo, es tan escasa en los animales en estudio,

que no son suficientes para neutralizar el virus de la va 

cuna contra la enfermedad de Marek. 
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