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RESUMEN:

COBOS MARIN LAURA Utilizacién de la técnica de fijacién
del complemento directa para la determinacién de la presencia
del wvirus de Newcastle a partir de exudado traqueal y bazo
de aves infectadas experimentalmente. {Bajo la direccién de
M.V.Z. Rurora Veldzquez Echegaray).

El presente trabajo se realizé con el fin de establecer
las bases para la posterior atilizacién de la técnica de
fijacién del complemento directa (FC), en el diagndstico de
la enfermedad de Newcastle (ENC), mediante la determinacién
de la presencia del virus (VENC) en una parvada de animales,
durante las primeras horas de infeccién y aun en ausencia de
signos. Se elabordé un antisuero en conejo Nueva Z2elanda,
inoculado con VENC purificado por cromatografia y se titulé
por las técnicas de IHA, VSN Y FC. Se usé un suero normal de
conejo como control negativo. Se utilizaron veinte aves Rhode
Island Red hembras, sin vacunar, de cuatro semanas de edad,
de las cuales diez se infectaron con el VENC cepa Querétaro y
se sacrificaron a los 4, 5, 6, 7 y 8 dias postinfeccién, para
obtener exudado traqueal y bazo en condiciones estériles; las
diez aves restantes se usaron como testigo negativo de las
pruebas y se obtuvieron las mismas muestras, de igual forma.
Se utilizé una parte de las muestras de bazo para inocularlas
en embrién de pollo (EP) y comprobar la presencia del VENC en
las muestras positivas., Las veinte muestras de exudado,
resultaron negativas a la prueba. De las diez muestras de
bazo obtenidas de las aves infectadas, ocho resultaron
positivas al enfrentarlas al antisuero elaborado y dos al
enfrentarlas con el suero normal de conejo. De las diez
muestras de bazo de las aves testigo, tres: de ellas
resultaron positivas al enfrentarlas c¢on el antisuero
elaborado y una resultd positiva al enfrentarlas con el suero
normal de conejo, Los resultados muestran que la prueba no
es muy confiable, ya que el antisuero elaborado no resultéd
ser ni sensible ni especifico. Al trabajar la técnica de FC
con el VENC se encontrd la limitante de que éste produce
hem6lisis de los eritrocitos al encontrarse en altas
concentraciones. Se concluye que la técnica de FC no fue
adecuada para determinar la presencia del VENC en las
muestras obtenidas.



UTILIZACION DE LA TECNICA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO
DIRECTA PARA LA DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL VIRUS
DE NEWCASTLE A PARTIR DE EXUDADO TRAQUEAL Y BAZO DE AVES

INFECTADAS EXPERIMENTALMENTE.

INTRODUCCION:

A pesar de los esfuerzos sanitarios y de inmunizaciones
encaminados a la disminucién en 1la presentacién de 1la
enfermedad de Newcastle (ENC), sig-uen informandose casos de
esta enfermedad en el pais, produciendo grandes pérdidas
econémicas, tanto por su efecto directo, como por las
enfermedades secundarias que pueda propiciar. Es por ello que
resulta importante determinar la presencia de esta enfermedad
en una granja, mediante un diagnéstico répido y eficiente,
que nos ayude a tomar las medidas para un control vy

prevencién oportunos.??

La ENC fue observada por primera vez en Java en 1926 y
posteriormente descrita en Newcastle, Inglaterra. Actualmente
se encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo, en
México es de reporte obligatorio, y s6lo Sonora y Sinaloa se
consideran libres y se tiene un buen control sanitario en

esta zona.®

Es causada por un virus de la familia Paramixoviridae,
género Paramixovirus, subtipo 1, del cual hay un 5616

serotipo y distintas cepas. El virus de la enfermedad de

%
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Newcastle (VENC) es envuelto, pleomérfico y mide entre 100 y
300 nm. Esta constituido por una nucleocépside de geometria
helicoidal, que contiene ARN negativo de cadena simple. La
envoltura externa deriva de la membrana celular del huésped
y estéd formada por proyecciones de glicoproteinas. Las
proyecciones mayores corresponden a la neuraminidasa y a la
hemaglutinina. Las pequeflas corresponden a un precursor de

glicoproteinas que facilita la fusién celular.3. % & 7, ¢

La réplica viral se produce a nivel del citoplasma
celular, en donde la cadena de ARN negativa, transcribe para
6 a 7 RRNm que codifican los distintos polipéptidos virales
que son principalmente: HN (Hemaglutinina y neuraminidasa), M
{ Matriz protéica), NP (Proteina de la nucleocépside), F
{proteina de fusién), L-P (Transcriptasa); se mencionan
también: P (fosfoproteina) y SH ( funcién desconocida). El1
ensamblaje se presenta a nivel de la superficie interna de la
membrana celular, en donde se incorporan los distinteos
polipéptidos a la matriz proteica viral y se da la extrucién
de los viriones envueltos en la porcién de membrana celular

modificada,2, 13, 14

Las distintas «cepas de VENC son morfolégica,
estructural y serolégicamente indistinguibles, sin embargo

por su virulencia en embrién de pollo se clasifican como:5 %
13

Velogénicas: Son altamente patégenas y producen una
enfermedad de curso agudo, con altas

mortalidades { hasta un 100%); dentro de



éstas se encuentran las cepas Querétaro,

Chimalhuacén, Mila4n y Herts'33.- Se dividen

en;

Viscerotrépicas: Afectan el tracto
digestivo, con lesiones
hemorragicas.

Neurotroépicas: Afectan el tracto

respiratorie y nervieso.

Mesogénicas: Producen signologia respiratoria y en
ocasiones nerviosa, con bajas mortalidades
(25%) . Pueden afectar al sistema reproductor.
Las cepas Roakin y Mukteswar pertenecen a

este grupo.

Lentogénicas o respiratorias: Se manifiestan con una
infeccién respiratoria de moderada a
subclinica. Dentro de éstas se encuentran la
cepa Hitchner Bl, La Sota y Clon 30, las
cuales son utilizadas comiinmente para

vacunacién.

Entéricas asintomaticas; Producen una enfermedad
entérica de tipo subclinico, como ejemplo se
encuentran la cepa Ulster 2C, v4 Y
VG/Georgia.

Existe una relacidén entre las distintas cepas y el

tiempoe que tardan en producir la muerte en embrién de pollo



de nueve a once dias de edad, al ser inoculadas por cavidad
alantoidea: las velogénicas tardan menos de 60 horas en matar
al embrién, las mesogénicas de 60 a 90, las lentogénicas
mas de 90 y las entéricas asintomaticas no lo matan.6. 16, 21,
23, 30

El VENC en cultivo celular de fibroblastos de embrién de
pollo, produce sinscitos y corpisculos de inclusién

intracitoplasmaticos.2:, 3, 4

La ENC se transmite por via aérea y oral, por
secreciones nasales o excretas, mediante el contacto directo
o aerosoles, por agua de bebida o alimento, portadores y por
transmisién vertical. Sus vias de entrada naturales son la
nasal, oral y ocular, con un periodo de incubacién de 2 a 15
dias, (4 a 6 en promedio).?2 La enfermedad afecta
predominantemente a pollos y pavos de cualquier edad, su
signologia, morbilidad, mortalidad y lesiones suelen ser
variables, dependiendo de la cepa, dosis de exposicién, edad
del animal, condiciones nutricionales, de salud y
climatolégicas. La patogenia del virus se inicia con una
primera réplica wviral a nivel del tracto respiratorio
superior, en glandula de Harder o en mucosa intestinal,
posteriormente llega a tonsilas cecales, por ser un virus
linfotropo, asi alcanza sistema circulatorio realizando una
segunda réplica viral en endotelio vascular, bazo y timo,
presentandose viremia, finalmente se distribuye en forma
sistémica a distintos ¢rganos como cerebro y aparato

reproductor.?2, 4. 16, 28, 30



La ENC en aves jdvenes se presenta generalmente en forma
aguda, pudiendo causar muerte sUbita en ausencia de signos,
mientras que en aves de mayor edad se manifiestan signos
respiratorios comc disnea, conjuntivitis, descarga nasal y
ocular, digestivos (diarrea} y nerviosos c¢omo paralisis,
movimientos en circulo, epistétonos y opistoténos entre
otros, en la fase final de la enfermedad. En aves de
postura se puede observar signologia respiratoria inaparente
y una fuerte y subita caida en la produccién de huevo con

baja ¢ nula mortalidad,?:6,16,30

Las lesiones que provoca el VENC también son variables,
observidndose edema, hemorragias y focos de necrosis en
proventriculo, ciego, intestino delgado y tonsilas cecales,
asi como congestién en trAquea y pulmones. Los ovarios se
pueden encontrar flacidos y con lesiones degenerativas. La
manifestacién clinica y las lesiones llegan a verse alteradas
por infecciones bacterianas secundarias, como en el caso de
la presentacidén de aerosaculitis o exudados caseosos.?s

4,6,11,16, 28, 30

La enfermedad de Newcastle se diagnostica cominmente en
el campo, mediante la observacién de signos y lesiones a la
necropsia, sin embargo para confirmar el diagndstico es
necesario realizar el aislamiento viral en embrién de pollo,
a partir de muestras de aves sospechosas, como secreciones
oro-nasales o de cloaca obtenidas con isopos, o de o6rganos
como: traquea, pulmén, sacos aéreos, cerebro, bazo, higado,
intestino, corazon, rifiones o médula osea. Para confirmar el

aislamiento se realizan pruebas dec hemaglutinacion del



liquido alantoideo, e inhibicién de la
hemaglutinacién.2,4,6,16,21,30 yna vez que se confirmd el
aislamiento se deben realizar pruebas que determinen la
virulencia del virus, como son: la del tiempo medio para
producir la muerte en embridén de pollo, o el indice de
patogenicidad intracerebral o endovenoso en pollos, ya que
debido a la amplia distribucién del virus y a la vacunacién
con virus activo, es importante comprobar que la cepa aislada
corresponda al virus de campo.2.21 La prueba de
inmunofluorescencia directa puede utilizarse para demostrar

la presencia del virus en tejidos de ave infectados.?Zr 3¢

Para medir los niveles de anticuerpos en el suero de un
animal se utilizan las pruebas de: E.L.I.S.A.{ Enzime-linked
immunosorbent assay), inhibicién de la hemaglutinacién,
precipitacién en agar y la virus sueroc neutralizacién; esta
ultima proporciona resultados mis confiables.2:6,16,21,22,26 gp
general las pruebas seroldgicas son una herramienta muy
utilizada por los clinicos, tanto para monitoreos de rutina,
como para confirmar posibles brotes de la enfermedad; sin
embargo, estas pruebas deben emplearse con cautela, ya que si
no se interpretan correctamente, pueden llevarnos a dar

diagnésticos erréneos??,

Algunas de las pruebas mencionadas tienen desventajas
por requerir de personal calificado y equipo especial, como
en el caso de la inmunofluorescencia. Otras requieren la
utilizacidén de tejidos vivos, ya sea embrién de pollo o

cultivos celulares, como la de virus suero neutralizacidn. El



aislamiento en embrién de pollo requiere un minimo de tres

dias para permitir que se realice la réplica viral.

Debido a lo anterior, podria resultar de gran utilidad
el adaptar una técnica de diagnéstico que identificara la
presencia del virus, en las primeras manifestaciones clinicas
de la enfermedad, queb propercionara un resultado en unas
cuantas horas y fuera factible de realizarse en laboratorios

convencionales.

La prueba de fijacién del complemento (FC) es muy
sensible, {(capaz de detectar cantidades menores de 1 ng, del
antigeno o el anticuerpo)!” y nos permite llegar a un
resultado en 2 horas aproximadamentel? 23, Esta técnica es
cominmente utilizada para la determinacién de niveles de
anticuerpos o el agente infeccioso, en mamiferos
domésticos?3., En las aves, para la cuantificacién de
anticuerpos en el suero es necesario el uso de la prueba de
fijacién del complemento indirecta o la técnica de fijacién
del complemento directa modificada, debido a que el
complemento utilizado es de mamifero y dificilmente se activa
con anticuerpos de avel!?, Sin embargo se puede intentar
realizar la prueba de fijacidn del complemento directa si se
trata de determinar la presencia del antigeno, y no la de los
anticuerpos en el ave. Para ello seria necesario elaborar un
antisuero en mamifero contra la enfermedad que se desee
diagnosticar y enfrentarlo a muestras que se sospeche
contienen el agente causal de dicha enfermedad. Existen
algunos informes del uso de técnicas de fijacién del

complemento directa en aves, para la deteccién del virus de
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bronquitis infecciosa a partir de 1liquido alantoideo

obtenido por pases del virus en embrién de pollolS.

El complemento es un sistema de por lo menos veinte
proteinas séricas, las cuales actian mediante un mecanismo de
reaccidén en cadena, que conlleva entre otros resultados a la
lisis de membranas celulares.2.24,25.27 La prueba de fijacién
del complemento se fundamenta en la activacién de éste por la
via clasica, ‘en donde es necesaria la presencia de una unién
antigeno-anticuerpo para iniciar la reaccién.l7:23.26 para esta

prueba se utilizan los siguientes elementos?3 :

¢ Complemento de cuye, el cual se utiliza por tener
una gran actividad hemolitica, hacia los eritrocitos

de ovino.

¢+ Hemolisina, que son anticuerpos contra los glébulos

rojos de ovino.

¢+ Globulos rojos de ovino lavados y preparados en una

suspensién al 2%, adicionados con hemolisina.

¢ Solucién amortiguadora ({ buffer ) a un pH de 7.2,

que contenga calcio y magnesio.

La prueba consta de dos fases: la primera es llamada
fase invisible y la segunda, fase visible: en la invisible
se trabaja con un primer sistema antigeno-anticuerpo,
enfrentando el antigeno sospechoso ( elemento desconocido).

con el suero especifico (elemento conocido) y el complemento;
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en la fase visible, se agrega un segundo sistema antigeno-
anticuerpo (sistema hemolitico), formado por glébulos rojos
de ovino y hemolisina, el cual nos permite visualizar si se
produjo en la primera fase una reaccién antigeno-anticuerpo.
En caso de existir dicha reaccién el complemento se unira a
ésta  y no serd capaz de unirse al segundo sistema antigeno-
anticuerpo, observandose una sedimentacidn. De no existir una
reaccién antigeno anticuerpc en el primer sistema, el
complemento quedar4 libre y serd capaz de unirse al segundo
sistema antigeno-anticuerpo, produciendo hemélisis. Asi, una
prueba positiva se manifestara por medio de sedimentacién de
los glébulos rojos, mientras que en una prueba negativa se

observara hemdlisis.17,23,25
HIPOTESIS:

La técnica de fijacién del complemento directa puede ser
utilizada para la determinacién de la presencia del virus de
Newcastle en exudados traqueales y macerados de bazo

obtenidos de animales infectados.
OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
presencia del virus de Newcastle, con la técnica de fijacién
del complemento directa, usando un antisuero especifico
previamente elaborado en conejo y muestras de aves
infectadas obtenidas a partir de macerados de bazo y

exudados traqueales.
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MATERIAL Y METODO:

Se ‘elaboréd un antisuero contra la enfermedad de
Newcastle, en conejo, y se infectaron aves sin vacunar, con
el objeto de detectar la presencia del virus en bazo y
exudado traqueal de estos animales. Esto se realizé en el
departamento de Microbioleogia e Inmunologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la U.N.A.M.

Se inocularon, por cavidad alantoidea, treinta embriones
de pollo con el virus de Newcastle cepa Querétaro,

utilizando la técnica que describe Cuninghaml?.

Se inocularon, treinta embriones, con el virus de
Newcastle cepa La Sota, el cual fue purificado por columna de
cromatografia, por la técnica que describe Ahrens!, para
utilizarlo en la elaboracién de los antisueros. Como
antigeno en las pruebas de FC se utilizé el VENC sin
purificar.

II. ELABORACION DE LOS ANTISUEROS:

Se elaboraron dos antisueros, en conejos Nueva Zelanda,
de 2 kg., mediante inoculaciones del virus purificado, cada 7
dias, , por via ocular, intramuscular, subcuténea e
intraperitoneal, con un volumen de 1 ml., como lo describe

Huddson!?, Los conejos respondieron a partir de la segunda
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inoculacién, uno de ellos se sacrifiecd a la cuarta semana y
el otro se siguid inoculando hasta la sexta semana, en la que
se sacrificé porrexanguinacién, con el animal anestesiado con
ketamina, para obtener el suero y envasarlo en viales con 1

ml cada uno, para su posterior utilizacidm.

Los antisueros obtenidos se titularon por las técnicas

de IHA y VSN, como lo describe HansonlS.

Se obtuvo suero de un conejo, para utilizarlo como

control de suero negativo y se titulé por la prueba de I.H.A.

III. INOCULACIGN DE LAS AVES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS:

Se inocularon diez awves, sin vacunar, Rhode Island Red
hembras, de cuatro semanas de edad, con el virus de Newcastle
cepa Querétaro, con un titulo de 1:160 U.I.H.A., Y de 108.49
D.L.E.P.50%, por via ocular e intranasal y se sacrificaron a
los 4, 5, 6, 7 y 8 dias postinoculacién. Se obtuvo exudado
traqueal y bazo de las mismas en condiciones estériles; el
primero se hizo con la ayuda de una pipeta Pasteur y un
succionador de goma, realizando 1la técnica que describe
Almeidal, utilizando 1 ml de solucién buffer. Los bazos se
guardaron en congelacidn, para procesarlos comoe lo describe
el Manual de laboratorios de Jinvestigacidén y diagnéstico

Veterinarios?3,

Como testigo negativo se utilizaron diez aves, sin

vacunar, Rhode Island Red hembras, de cuatro semanas. Se
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obtuvieron y procesaron las muestras de igual forma que con

las aves infectadas.

IV. PREPARACION DE LOS ELEMENTOS PARA LA PRUEBA DE FIJACION

DEL COMPLEMENTO:

Las pruebas de F.C. se hicieron en el laboratorio de la
Comisién México-Estados Unidos para la prevencién de 1la

Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Ex6ticas de los Animales.

Para realizar las pruebas de F.C., fue necesario titular
el complemento y hemolisina antes de utilizarlos, asi como
los antisueros elaborados y el antigeno (VENC). Dicha
titulacién se realizé conforme a lo descrito por el Manwal de
laboratorios de investigacidn y diagndstico veterinarios?3,
Las pruebas para la titulacién de los antisueros y el
antigeno se trabajaron en microplaca y la lectura se realizé

con un lector de E.L.I.S.A. Dynatech MR700.

Se trabajdé de la misma forma con un suero negativo de

conejo.

V. REALIZACION DE LAS PRUEBAS DE FIJACION DEL COMPLEMENTO,

CON LAS MUESTRAS OBTENIDAS DE LAS AVES:

Una vez determinado el titulo del antigeno y en
antisuero a utilizar ' se realizaron las pruebas

cualitativas, con las muestras de exudado y bazo de las aves
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infectadas y testigos negativos, como lo describe el Manual
de laboratorios de Investigacidn y diagnéstico
Veterinarios,?® trabajando en microplaca. Las mnuestras se
enfrentaron al antisueroc y a un suero normal de conejo. La

lectura se realizd en un lector de E.L.I.S.A.
Controles utilizados en las pruebas:

¢ Control de antigeno con complemento y sistema
hemolitico para las muestras de exudado y bazo,
tanto de los testigos negativos como de las aves
infectadas.

¢ Control de antigeno y sistema hemolitico para las
muestras de bazo y exudados de las aves infectadas y
las negativas.

¢ Control del suero positivo con complemento y sistema
hemolitico.

+ Control del antigeno positivo con complemento vy
sistema hemolitico.

¢ Control del antigeno con sistema hemolitico.

+ Control de complemento y sistema hemolitico.

¢ Control de sistema hemolitico.

VI. INOCULACION EN EMBRIGN DE POLLO CON LOS INOCULCS DE BAZO
DE ANIMALES INFECTADOS Y TESTIGOS NEGATIVOS:

Se utilizaron las mismas muestras de trabajo, y se

realizé la técnica como lo describe Hansonl®, para detectar
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la presencia del virus a partir de las muestras positivas y

la ausencia de éste en los testigos negativos.
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RESULTADOS :

I. OBTENCION DEL VIRUS DE TRABAJO:

El virus cosechado de la cepa Querétaro dic un titulo de
160 U.H.A, y de 10849 D, L.E.P., 50%/ml.

El virus cepa La Sota dic un titulo de 5260 U.H.A. y
108.5 D, I.E.P. 50%/ml, después de purificarlo dio un titulo de
640 U.H.A.

IX. ELABORACION DE LOS ANTISUEROS:

El titulo del antisuero 1 fue de 640 U.I.H.A y 2.34
I.5.N.

El titulo del antisuero 2 fue de 1280 U.I.H.A y 2.73
I.S.N.

El suero normal de conejo fue negativo a la I.H.A.

Al determinar el titulo de anticuerpos, de los
antisueros y el suero normal de conejo por la prueba de IHA
se presentd hemdlisis en las primeras diluciones del suero.
Inactivando el suero a 560°C por 30 minutos se evité la

hemélisis.
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III. INOCULACION DE LAS AVES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS:

De las diez aves inoculadas con el virus de desafio
Unicamente seis presentaron signologia, dentro de los dias 4
y 8 postinfeccién. De éstas, tres tuvieron signos
respiratorios unicamente {(Nos. 1, 2 y 6), una respiratorios y
digestivos (No. 7), otra Unicamente digestivos (No. 10} y la

otra respiratorios, digestivos y nerviosos (No. S).

De las diez aves testigo negativo, ninguna presenté

signos respiratorios, digestivos o nerviosos.

IV. PREPARACION DE LOS ELEMENTOS PARA LA PRUEBA DE FIJACIGN

DEL COMPLEMENTO:

En la titulacién de los antisveros y el antigeno de
trabajo los controles de virus sin complemento presentaron en
las primeras diluciones hemélisis mayor del 50% (66, 63 y
61%) . El resto de los controles trabajaron correctamente,
tanto para los dos antisueros como para el suero normal de

conejo. (Cuadros 1y 2 )

Para el antisuero 1, se observdé hemblisis mayor del 80%
en la primera y Gltima dilucién del virus ( 82 y 100%), asi
como en la dilucién mas alta del antisuero { de 95 a 100%).
El titulo del antisuero se obtuvo en la dilucién de 1/20,
con la dilucién 1/20 del virus ( 18%). ( Cuadro 1}
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Para el antisuero 2, también se observé hemélisis mayor
del 80% en la primera y ultima dilucién del virus ( 83 y 92
%), asi como en la dilucién més alta del antisuerc ( de 99 a
100 §). E1 titulo del antisuero se obtuvo en la dilucién de
1/10, con la dilucién 1/20 del virus ( 18%). { Cuadro 2)

El titulo del virus fue en ambos casos de 1/20 (18%).
(Cuadros 1 y 2 )

El suero normal de conejo no fijé al complemento, ya
que presentd hemdlisis en todas las diluciones del virus. |{
de 96 a 100%) {Cuadro 3).

V. REALIZACION DE LAS PRUEBAS DE FIJACION DEL COMPLEMENTO,

CON LAS MUESTRAS OBTENIDAS DE LAS AVES:

Todos los controles de las pruebas realizadas con las

muestras obtenidas de las aves trabajaron correctamente.

Se presenté una hembélisis mayor del 70% ( valores entre
77 y 100%), al enfrentar con el antisuero elaborado las diez
muestras de exudados obtenidas de las aves testigo negativo y
las diez muestras de las aves infectadas . Al enfrentarlas
con el suero normal de conejo se produjo una hemblisis mayor

del 60% ( valores entre 61 y 95%). (Cuadros 4 y 5)

De las muestras de bazo obtenidas de las aves
infectadas, ocho (Nos. 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10} fijaron al

complemento al enfrentarlas con el antisuero elaborado
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(valores entre 0 y 22% de hemblisis) y dos fijaron al
complemento ( Nos. 1 y 10), al enfrentarlas con el suero
normal de conejo ( valores de 44 y 48% de hemélisis). (Cuadro
6)

De las diez muestras de bazo usadas como testigo
negativo tres de ellas fueron positivas a la fijacién del
complemento ( Nos. 5, 7, 10} al enfrentarlas con el
antisuero elaborado (valores de 44, 3 y 37% de hemélisis ,
respectivamente}, y una de ellas ( No. 7) resulté positiva al
enfrentarlas con el suero normal de conejo ( 40% de

hemélisis). (Cuadro 7}

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas a las
cuarenta muestras, al enfrentarlas al suero normal de conejo
y el antisuero elaborado, por la técnica de fijacién del
complemento, nos dan un total de 14 pruebas positivas y 46

negativas. (Cuadro 8)

ViI. INOCULACION EN EMBRION DE POLLO CON LOS INGCULOS DE BAZO
DE ANIMALES INFECTADOS Y TESTIGOS NEGATIVOS:

Se aislé el virus en ocho de las diez muestras obtenidas
de las aves utilizadas como control positivo ( Nos. 1, 2, 4,
5 6, 7, 8, 10).(Cuadro 8)

En ninguna de las diez muestras obtenidas de las aves

testigo negativas se aislé el virus. (Cuadro 8)
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DISCUSION:

Para la inoculacién de los conejos al elaborar los
antisueros se decidié utilizar virus purificado por columna
de cromatografia, ya que sueros elaborados anteriormente con
vacuna a virus activo, elaborada en embrién de pollo,
resultaron inespecificos y detectaban como positivos a
bazos de ave negativos, ademas al ser enfrentados con liquido
corio-alantocideo de embrién de pollo, dieron un resultado
positivo por la prueba de fijacién del complemento. Esto
podria deberse a que al colectar el liquido alantoideo del
embrién existe la posibilidad de arrastrar otros elementos,
como restos de embritn o eritrocites, los cuales pueden
contener algunos determinantes antigénicos comunes a los
presentes en el bazo de las aves adultas y al ser inoculadoes
en el conejo provocan la producciétn de anticuerpos no

deseados en nuestro suero.

Los antisueros elaborados inoculando a los conejos con
virus purificado se enfrentaron a liquido corio alantoideo, y
resultaron negativos, lo cual indica que eran mas

especificos.

Al infectar a las aves control positivo con el VENC, se
esperaba que é&stas presentaran signos més marcades y que
algunas de ellas murieran en el desafio, esto probablemente
no ocurridé, pues no se calculd la dosis infectante ni la
dosis letal, para aves de esa edad. Sin embargo no se
considerd que estos resultados afecten al experimento, pues

en la tesis se trataba de determinar la presencia del wvirus
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aun en aves que no manifestaran signos y dentro de nuestro

lote se presentaron aves en estas condiciones.

En los resultados de la titulacién del suero y el
antigeno, se observé un fendmeno semejante al de zona, en
donde tanto las diluciones mas altas, como las m&s bajas
presentan hemélisis; ademds en el control de antigeno con
sistema hemolitico, también se presenté hemdélisis, en las
primeras diluciones. Lo anterior indica que un exceso de
virus, aun cuando se enfrente con el antisuero especifico, da
como resultado una hemélisis. Cotralll, Alexander? y Andrews®
mencionan una actividad hemolitica por parte del virus, que
va en relacién con la proteina de fusién del virus, ademés
de la accién de una enzima neuraminidasa que por su capacidad
de eluir glébulos rojos puede producir su destruccién. La
hemaglutinina viral también se relaciona con la fusién viral,
por lo que todos los mecanismos podrian estar involucrados.
Fennerl? 'y Avellaneda?® no mencionan ninguna actividad

hemolitica por parte del virus.

En los resultados obtenidos al titular los antisueros
por la prueba de IHA, se observé hem&lisis en los sueros sin
inactivar; que contenian al complemento., Al trabajar 1la
prueba con los sueros inactivados, en los cuales se destruyd
al complemento, la hemdlisis se elimind; es posible pensar
que el virus, al contener glicoproteinas en su envoltura,
provoque la activacién del complemento, por la via alternal?-
25,27 y produzca la lisis del eritrocite al encontrarse
fusionado a su membrana. Para probar lo anterior se procedié

a enfrentar al VENC con glébulos rojos de ovino sin
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hemolisina, con y sin complemento; ademds de sistema
hemolitico, con y sin complemento ¥y se midieron en el
espectrofotémetro los grados de hemdélisis en cada caso para
comparar las diferencias; encontrandose que el virus con
glébulos rojos y complemento, produce mayor grado de
hemédlisis que el virus sin complemento o con el complemento
inactivado, lo cual nos hace suponer que, con ayuda del
complemento el virus produce mas hemdlisis, es decir que
aparentemente activa la via alterna del complemento. Podria
evaluarse, con trabajos posteriores, la posibilidad de
establecer una técnica que detecte al virus, si se logra

demostrar su actividad hemolitica con ayuda del complemento.

Al titular los antisueros elaborados, con el VENC, por
la técnica de fijacién del complemento, se observé que el
antisuero resultaba muy poco sensible, ya que uUnicamente era
capaz de detectar cantidades muy altas de virué; ésto aunado
a que en exceso de virus también se presenta hemélisis nos
dificultdé la realizacién de la prueba, ya que en el caso de
nuestro virus control positivo, es posible establecer 1la
dilucién éptima para trabajar; sin embargo con las muestra de
trabajo este factor no puede controlarse, ya que no podemos
saber la cantidad de virus que tenga cada muestra, pudiendo
contener una muy alta o muy baja cantidad del VENC,
observédndose en ambos casos una hemélisis final, que daria un

falso negativo.

Para obtener un suero con mayor titulo de anticuerpos se

podrian inocular a los conejos con algin adyuvante o
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irritante que produzca una respuesta local inflamatoria, que

aumente la respuesta inmune.l8

Al trabajar con las muestras de exudados de las aves
infectadas y los controles negativos, por la técnica de
fijacién del complemento, se present® hemélisis en todas las
muestras. Existe la posibilidad de que las muestras positivas
tuvieran gran cantidad de wvirus, y que con ayuda del
complemento se produjera hem6lisis, dando un resultado falso
negativo. También, pudo haber cantidades muy bajas de virus
en las muestras, y al enfrentarlas a un antisuero muy poco
sensible, no haber podido detectado. Otra posibilidad es que
la muestras no tuvieran virus, ya sea por que no se obtuvo
correctamente la muestra, o por gue no se encontraba virus en
los exudados. Dado que las aves fueron infectadas
experimentalmente Yy en los bazos de éstas se detectd al
virus, es dificil pensar que en ninguna muestra de exudado
hubiera virus. Debieron de haberse inoculado las muestras de
exudado en embrién de pollo para comprobar la presencia del

virus.

Al comparar los resultados obtenidos con las muestras de
bazos inoculados en embridén de pollo y los resultados de la
prueba de fijaci6én del complemento se encontrdé que no existe
correlacién entre las muestras positivas a la HA y las que
resultaron positivas a la FC y se esperaba que los resultados

fueran semejantes.

En las pruebas de FC realizadas con los bazos de las

aves negativas y positivas, no se obtuvieron los resultados
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esperados, ya que se encontré fijacibn del complemento en
tres de las muestras negativas al trabajarlas con el
antisuero elaborado. Ademis, al trabajar con el suero normal
de conejo, en donde no se esperaba obtener una fijacién del
complehento en ninguna de las muestras, se encontrd que dos
de las muestras positivas y una de los testigos negativos
dieron un resultado positivo. Esto nos dice que los
resultados no fueron exactos, debido a que el antisuero no
era muy especifico; ademds de que el suero normal de conejo
presentd anticuerpes que provocaron la fijacién del
complemento con las muestras. Este problema podria atribuirse
a la presencia de anticuerpos en el suero de 1los conejos
utilizados para la elaboracién de los antisuercs y para la
obtencién del suerc normal de conejo, contra algin agente
comin con las aves, gque estuviera como contaminante en
nuestras muestras { Pasteurella s.p.p., E .coli o
Salmonella s.p.p.}. Para elaborar un antisuero mas especifico
deberian usarse conejos S.P.F. que disminuyan la posibilidad

de gue haya anticuerpos que no correspondan al VENC.

Se observd que los falsos positives se presentan
Unicamente en las muestras obtenidas de bazo, el cual ademas
de ser un drgano linfoide, realiza funciones de filtrado de
la sangre. Se piensa que tal vez no sea una muestra adecuada,
ya que autn cuando el virus del Newcastle puede aislarse de
este érganc, en el también puede encontrarse otro gran humero
de microorganismos. Para evaluar esta teoria se deberia
proceder a obtener distintos oOrganos, como cerebro, traquea,
pulmén, higado, bazo, tonsilas cecales y bolsa de Fabrico, de

aves negativas, con el fin de establecer aquel que fuera
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selectivo a Newcastle vy se encontrara libre de otros
microorganismos. Se |piensa que una muestra mas adecuada

podria ser el encéfalp.

Otra posible caysa de los falsos positivos, es que las
aves utilizadas como testigo negativo hubieran tenido
contacto con el virug, a pesar de que para evitar este riesqo
se mantuvieron en aiglamiento desde la primera semana de edad
hasta su sacrificio,| fueron monitoreadas seroldgicamente por
la prueba de I.H.A, los embriones inoculados con la muestra
obtenida del bazo de estas aves, dieron negativos a la prueba

de hemaglutinacién pn placa.

CONCLUSIONES:
La técnica dd FC directa no resultd adecuada para
detectar la presenaia del virus de la ENC, en las muestras
obtenidas, El hecho de que el virus presente hemblisis
dificulta la reallzacion de la técnica de fijacién del
complementce directa; sin embargoe una propuesta para
posteriores trabajos seria el hacer mds estudios sobre la
posibilidad de que el VENC active la via alterna del
conplemento, y el tratar de implementar nuevas técnicas para
demostrar la presgncia del mismo, gracias a su actividad

hemolitica, en distintas muestras de aves infectadas.
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CUADROS:

En los siguientes cuadros se muestran los resultados de
la prueba de fijacién del complemento, obtenidos con los
antisueros y el suero normal de conejo, enfrentados al wvirus,

expresados en porcentaje de hemdlisis.

CUADRO 1

TITULACION DEL ANTISUERO 1 Y EL VIRUS

Diluciones del antisuero
Dil. virus | 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/80 | V.C v

1/5 82 82 93 100 { 100 66
1/10 47 43 93 98 100 63
1720 28 18 40 96 100 61
1740 73 95 95 95 100 48

1/30 100 99 100 | 100 |i 100 41

SC 99 | 100 | 99 99
S 12 12 10 10

8.C.: Control de suero con complemento
S: Control de suero sin complemento

V.C.: Control de virus con complemento
V: Control de virus sin complemento

Valores menores al 50% de hem6lisis se consideran como positivos.
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CUADRO2

TITULACION DEL ANTISUERO 2 Y EL VIRUS

Diluciones del antisuero

Dil, virus | 1710 | 1720 | 1440 | 1/80 | V.C v
1/5 83 9] 93 99 100 | 66
1/10 57 91 100 § 100 Jj 100 | 63
1720 18 60 89 100 || 100 | 61
1740 65 89 93 99 100 | 48
1/80 92 92 97 100 |} 100 | 41

8.C 100 | 100 | 100 | 100
hy 7 1] 3 2

S.C: Control de suero con complemento
8: Control de suero sin complemento

V.C.: Control de virus con complemento
V: Control de virus sin complemento

Valores menores al 50% dc hemélisis se consideran como positivos.
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CUADRO 3

TITULACION DEL SUERO NORMAL DE CONEJO Y EL VIRUS

Diluciones del antisuero
Dil, virus | 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/80 | V.C |4

1/5 99 98 96 100 §1 100 | 66
1/10 100 | 97 98 98 100 | &3
1/20 100 | 99 100 |_99 100 | 61

1/40 99 100 | 100 | 100 |f 100 | 48

1/80 100 | 100 { 100 { 100 Qi 100 { 41

S.C 100 | 100 | 100 | 100
N 0 0 0 0

S.C.: Control de suero con complemento
§: Control de suero sin complemento

V.C.: Control de virus con complemento
y: Control de virus sin compl )

Valores menores a! 50% de hemélisis se consideran come positivos.
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PRUEBA DE F.C. CON LAS MUESTRAS DE EXUDADOS:

En los siguientes cuadros se muestran los resultados de

la prueba de fijacién del complemento obtenidos

muestras de las aves,

con las

expresados en porcentaje de hemélisis.

CUADRO 4
MUESTRAS POSITIVAS:
1 2 3 4 b 6 7 8 9 10
SP. 193] 96 [ 77 (94 |9 ! 8 {95194 100! 96
SN. || 80| 05 18018 |90 ] 92 ]9 |87]92 ]| 9{S8C S
MC ]| 971100 |95 (100|100 96 ] 98 |93 | 100|100 96 28
M 0 0 0 0 0 [ 34 0 1 4 100 36
S.P.: Suero positivo
S.N.: Suero negativo
M.C.: Control de Ia muestra con complemento
M: Control de la muestra sin complemento
S.C.: Control de suero con complemento
S: Control de suero sin complemento

Valores menores al 50% de hemélisis se consideran como positivos.




s

CUADRO §
MUESTRAS NEGATIVAS:
1 2 314 5 6 7 8 g |10
SP. 190 94 |83 (95 | 94 | 96 | 97 } 95| 77 | 99
S.N. || 86 | 80 |87 |93 | 93 { 89 { 61 |88 | 63 | 93 || S.C S
MC | 93197 |95]97 (96 | 95 | 97 | 97 ] 98 | 100} 96 28
M 5 i7]l]0/191 0 0 1 0Jli12]o 100 | 36

S.P.: Suero positivo
S.N.: Suero negativo

S: Control de suero sin pl

M.C.: Control de la muestra con complemento
M: Control de la muestra sin complemento
S.C.: Contro! de suero con complemento

Valores menores al 50% de hemélisis se consideran como positivos.
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PRUEBA DE F.C. CON LAS MUESTRAS DE BAZOS:

CUADRO 6
MUESTRAS POSITIVAS:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SP 111 ]| 19 11773122 | 0 9 [79(18] 0
SN {44 [ 80 |78 181 |84 | 788|758 (72| 488SC | S
MC | 82| 72 {80 | 81 | 87 | 80 | 80 [ 8 | 80 [ 75 96 10
M J11] 0 |15{0 )25]0 1] 0] 0 0 80 0
S.P.: Suero positivo
S.N.: Suero negativo
M.C.: Control de la muestra con complemento
M: Control de la muestra sin complemento
S.C.: Control de suero con complemento
S: Controt de suero sin compl )

Valores menores al 50% de hemélisis sc consideran como positivos.
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CUADRO7
MUESTRAS NEGATIVAS:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S.P. j|100] 90 (100! 99 | 44 | 86 | 3 | 95 | 71 | 37
SN.J]94 | 94 {97 | 98 | B4 | 93 | 40 | 96 | 85 | 96 || S.C S
MC | 100! 94 | 99 100 | 82 87 | 71 98 | 79 { 100 ] 96 10
M 19 33 | 21 9 11 0 0 9 4 33 80 0
S.P.: Suero positivo
S.N.: Suero negativo
M.C.: Control de la muestra con complemento
M: Control de la muestra sin complemento
S.C.: Control de suero con complemento
S: Contro! de suero sin complemento

Valores menores al 0% de hemélisis se consideran como positivos,
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En el siguiente cuadro se muestran’ los resultados
obtenidos con las muestras de los testigos negativos y de las
aves infectadas, enfrentadas al antisuero especifico y al
suero normal de conejo, por la técnica de fijacidén del
complemento, asi como el aislamiento en embrién de pollo de
las muestras obtenidas de los bazos.

CUADRO 8

MUESTRAS DE BAZOS Y EXUDADOS NEGATIVAS Y POSITIVAS:

Mucstras FC. |F.CSuerc| Muestras FC. F.C Suero | Aislamiento
Exudados | Antisuero | Negativo Bazos | Antisuero | Negativo

1+ - - 1+ + + +
2+ - - 2+ T - +
3+ - - 3+ + - -
4+ - - 4+ - - +
5+ - - 5+ + - +
6+ - - 6+ + - +
7+ - - 7+ + - +
8+ - - 8+ - - +
9+ - - 9+ + - -
10 + - - 10+ + +

1- - - 1- - - -
2- - - 2- - - -
3- - - 3- - - -
4. - - 4- - - -
5- - - 5- + - -
6 - - - 6- - - -
7. - - T- 4 + -
8- - - 8- - - -
9. - - 9- - - -
10 - - - 10 - - -
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