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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle es una enfermedad infectocontagiosa que
causa grandes pérdidas econOmicas en la industria avicola, en las gallinas
ponedoras dependiendo del patotipo viral que afecte se manifiesta desde alta
mortalidad hasta el cese de la postura. Esta enfermedad afecta varias especies de
aves tanto domésticas como silvestres. Debido a que es una enfermedad viral
no tiene cura, se debe de hacer énfasis en prevencion, diagnostico y control. Para
la prevencion y control de esta enfermedad es importante que las aves que
manifiesten enfermedad estén preparadas inmunolégicamente y presenten
suficientes anticuerpos para poder neutralizar la enfermedad. Por ello es
importante que exista un buen traspaso de anticuerpos maternales hacia la
descendencia. Los anticuerpos maternales (IgY) son las inmunoglobulinas que se
encuentran en la yema de huevo y a través de esta son transferidas al embrién,
estas inmunoglobulinas son las mas importantes en el suero sanguineo. Debido al
mecanismo de transporte a los embriones de las IgY, se sabe que estas son las
principales inmunoglobulinas de la yema de huevo y tan solo se encuentran trazas

de las demas (IgM, IgA).

Debido a estas razones, los niveles de anticuerpos en suero sanguineo y en
yema de huevo son similares, esto permite que se puedan extraer anticuerpos de
la yema de huevo y se empleen de la misma forma y para los mismos usos que
los anticuerpos en el suero sanguineo. La evaluacién de la inmunidad contra la
enfermedad de Newcastle en aves se realiza a través de la extraccion de sangre
para obtener los anticuerpos, estos monitoreos seroldgicos podrian también
realizarse con el uso de yema de huevo. Este estudio pretende principalmente
comparar los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle, presentes
en suero sanguineo y yema de huevo, en Finca San Julian, municipio de Patulul,
departamento de Suchitepéquez. Para la realizacion de este estudio se utilizo la

prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI).



l. HIPOTESIS:

Existe relacion entre los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle, encontrados en el suero y en la yema de huevo en gallinas de postura

comercial.



.  OBJETIVOS

3.1 General

Generar informacién sobre la relacién de titulos de anticuerpos contra la
enfermedad de Newcastle, entre suero sanguineo y yema de huevo por medio de

la prueba inhibicion de hemoaglutinacion, en aves de postura comercial.

3.2 Especificos

Evaluar los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle
mediante la prueba de inhibicibn de hemoaglutinacién, en aves de postura

comercial a traves de la utilizacion de suero sanguineo y yema de huevo.

Comparar los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle en
suero sanguineo y yema de huevo, mediante la prueba de inhibiciébn de

hemoaglutinacion.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

La enfermedad de Newcastle se reconocioé por primera vez como entidad
nosoldgica de las gallinas en 1926, después de las epidemias que se presentaron
en Java (1926), Inglaterra (1927) y en Corea (1929). De los afios 1926 a 1940,
casi todos los casos graves de la enfermedad fueron destacados en o cerca de los
puertos marinos en el océano indico. Es muy probable que el virus de la
enfermedad de Newcastle (VENC) afectara primero aves en la selva tropical
himeda del sureste de Asia. Una vez que se establecié en las aves, su difusiéon
mundial se facilitd, probablemente, por el transporte refrigerado de carne que en
ese entonces era comun. La epizootia descrita por Doyle en 1926, se propago a lo
largo de la costa de Inglaterra alrededor de Newcastle, de donde deriva su
nombre. (Moreno, 1994).

El virus que causa la enfermedad de Newcastle o Neumoencefalitis aviar,
es un miembro de la familia Paramixoviridae, el cual esta integrado por 9 grupos
de virus que son serologicamente distintos y que ademas tienen diferentes
hospederos primarios. Los 9 grupos se designan como Paramixovirus 1 (pmv-1)
que el virus de la ENC considerado como el prototipo del género, Paramixovirus 2
(PMV-2) hasta el Paramixovirus 9 (PMV-9). (Moreno, 1994).

Es un virus pleomorfico de 100 a 300 nandmetros de diametro, el genoma
es de cadena simple RNA con 16,000 nucledtidos. Posee 2 proteinas
hemaglutinina y neuraminidasa (HN). La hemaglutinina permite que el virus se
ligue ala membrana de la célula hospedera y permite también, la serotipificacion
del virus. La neuraminidasa esta involucrada en la liberacion del virus desde la

membrana de la célula hospedera. (Hartshon, 2007).

La proteina fusionada del virus es la que permite la fusion de la envoltura
viral hacia la membrana de la célula, asi es como el genoma viral puede entrar a la
célula. (Hartshon, 2007).



4.1.1 CLASISFICACION DEL VIRUS NEWCASTLE:
Grupo: V, virus ARN monocatenario negativo.
Orden: Mononegavirales

Familia: Paramyxoviridae

Género: Avulavirus

Especie: Newcastle virus (NDV).

(Viralzone, 2009)

4.1.2 ETIOLOGIA

Paramyxovirus aviar, tipo 1. (OIE, 2009; Murphy, 2002)

4.1.3 CARACTERISITICAS FiSICO-QUIMICAS:

Temperatura: Inactivado a 56°C/3 horas, 60°C/30 min
pH: Inactivado a pH acido

Productos quimicos: Sensible al éter

Desinfectantes: Inactivado por formalina y fenol

Supervivencia: Sobrevive durante largos periodos a temperatura ambiente,

especialmente en las heces. (OIE, 2009; Murphy, 2002)



4.1.4. EPIDEMIOLOGIA
4.1.4.1 HUESPEDES

Se ha informado que méas de 200 especies de aves son susceptibles a
infecciones naturales o experimentales con NDV (Newcastle Disease Virus) vy
parece probable que muchas mas sean por completo susceptibles. Existen
pruebas de que las cepas de NDV infectan a las especies de aves domeésticas
mayores, como menores, aunque algunas, como los patos y gansos, tienden a
mostrar pocos signos de la enfermedad incluso cuando se infectan con las cepas
de NDV mas virulentas para pollos. Algunas consideraciones a tomar de los

huéspedes del virus NDV son:
(Jordan, 1998)

o Afecta gran variedad de especies de aves tanto domeésticas como salvajes

e Los indices de mortalidad y de morbilidad varian segun las especies y en
funcion de la cepa viral

« Las gallinas son las aves de corral mas susceptibles, los patos y los gansos
son las menos susceptibles

o Puede existir un estado portador en aves psitacidas y en algunas otras aves
silvestres. (OIE, 2009)

41.4.2 Transmision

El virus de Newcastle es altamente contagioso. La infeccion ocurre por
inhalacion del virus en forma de aerosol, ingestion de alimento contaminado o
cama. Su dispersion con el aire puede abarcar distancias de hasta 5 km. El
contacto directo o indirecto con material contaminado (fémites) es asociado a

deficiencias de bioseguridad. (Shane, 2005)



Contacto directo con las secreciones de las aves infectadas, especialmente
las heces

Comida , agua, instrumentos, locales, vestimentas humanas, etc.,
contaminados (OIE, 2009)

4.1.4.3 Fuentes de virus

4.1.5

Secreciones respiratorias, heces

Todas las partes de las aves muertas

El virus es transmitido durante el periodo de incubacion y por un periodo
limitado durante la convalecencia.

Se ha demostrado que algunos psitacidos transmiten durante mas de un afio el

virus de la enfermedad de Newcastle de manera intermitente (OIE, 2009)

CLASIFICACION SEGUN SU PATOGENICIDAD

Una caracteristica evidente de las cepas y el aislamiento de NDV es su

capacidad para causar gran cantidad de distintos signos y gravedad de la

enfermedad, incluso en los mismos huéspedes. Los NDV se han clasificado en cinco

patotipos, con base en la enfermedad producida en pollos en condiciones de

laboratorio:

1)

2)

3)

4)

5)

NDV velogénicos viscerotropicos, causan una forma muy virulenta de la
enfermedad en la cual las lesiones hemorragicas en el aparato intestinal son

tipicas.

NDV velogénicos nuerotrépicos, causan elevada mortalidad después de signos

respiratorios nerviosos.

NDV mesogénicos causan signos respiratorios y, algunas veces, nerviosos con

baja mortalidad.
NDV respiratorios lentogénicos, causan infeccion entérica inaparente.

NDV entéricos asintoméaticos, causan infeccion entérica inaparente. (Jordan,
1998).



4.1.6 DIAGNOSTICO

El diagnéstico se puede realizar por aislamiento viral en cultivos celulares,
las cepas del virus de Newcastle pueden ser replicadas en una variedad decultivos
celulares de origen aviar y no aviar, sin embargo los mas utilizados son: células de
higado de embrion de pollo y fibroblastos de embrion de pollo. En serologia se
realiza a través de las pruebas ELISA e inhibicién de la hemoaglutinacién (HI). La
prueba HI se basa en la reaccion entre el virus y un antisuero especifico para este,
cuando el antisuero reacciona ante el virus, este se liga a los epitopos que son los
responsables de la hemoaglutinacion. Si el antisuero no es especifico para el
virus, ocurrird la hemoaglutinacion. Ademas para el diagnéstico del virus de

Newcastle también se utiliza la tecnologia PCR. (Domenech, J.; Vallat, B. 2009)
4.1.6.1 Diagnastico clinico

Los virus muy virulentos pueden producir infecciones peragudas en pollos
gue son completamente susceptibles. Donde la primera indicacion de enfermedad

es la muerte subita. (Shane, 2005)

Los virus de virulencia moderada o mesogénicos, por lo general causan
enfermedad respiratoria grave, seguida por signos nerviosos, con mas de 50% de
mortalidad. Es posible que los virus de baja virulencia no causen enfermedad, o
solo produzcan trastornos respiratorios benignos en pollos y pavos, durante un
breve periodo. (Shane, 2005)

En general se pueden manifestar los siguientes sintomas:

e Sintomas respiratorios y/o nerviosos:
e Jadeoy tos
e Alas caidas, arrastran las patas, cabeza y cuellos torcidos, desplazamientos

en circulos, depresion, inapetencia, paralisis completa.



e Interrupcion parcial o completa de la produccién de huevos.

e Huevos deformados, de cascara rugosa y fina y que contienen albumina
acuosa

e Diarrea verde acuosa

e Tejidos hinchados en torno a los ojos y el cuello

e La morbilidad y mortalidad dependen de la virulencia de la cepa del virus,
del grado de inmunidad a la vacunacion, de las condiciones ambientales y

del estado de las aves de la explotacion. (Pastoret, 1998)
4.1.6.2 Lesiones

La enfermedad de Newcastle no produce lesiones patognomédnicas
macroscopicas y varias aves se deben de examinar para realizar un diagnostico
tentativo. Para el diagnéstico final se debe esperar el aislamiento del virus y su

identificacion.

Las lesiones que se pueden encontrar son:

e Edema del tejido intersticial o peritraqueal del cuello, especialmente cerca
de la entrada toracica

e Congestion y algunas veces hemorragias en la mucosa traqueal

e Petequias y pequefias equimosis en la mucosa del proventriculo,
concentradas alrededor de los orificios de las glandulas mucosas

e Edema, hemorragias, necrosis o ulceraciones del tejido linfoide en la
mucosa de la pared intestinal

e Edema, hemorragias o degeneracion de los ovarios (OIE, 2009)
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4.1.6.3 Diagndstico diferencial

o Colera aviar

e Influenza aviar

e Laringotraqueitis

e Viruela aviar (forma diftérica)

« Psitacosis (clamidiosis) (Aves psitacidas )
e Micoplasmosis

e Bronquitis infecciosa

o Enfermedad de Pacheco del papagayo (Aves psitacidas) (OIE, 209)
4.1.6.4 Diagndstico de laboratorio

Procedimientos

Identificacion del agente

Inoculacibn en  huevos embrionados de gallina de 9-11 dias de edad y

consecutivamente:

e Examen de la actividad de hemoaglutinacion,
¢ Inhibicion de la hemoaglutinacion mediante un antisuero especifico a la
enfermedad de Newcastle. (OIE, 2009)

Evaluacion de la patogenicidad

e Prueba en placas de cultivos de fibroblastos de embriones
« Tiempo medio de mortalidad a través de los huevos embrionados de gallina
« Indice de patogenicidad intracerebral en pollitos de 1 dia de edad.

. Indice de patogenicidad intravenoso en pollos de 6 semanas (OIE, 2009)
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4.1.6.5 Pruebas serolégicas

Para la deteccion de anticuerpos contra la enfermedad de NC la prueba
mas utilizada es la inhibicion de la hemoaglutinacion (HI). Ademas de esta prueba

existen otras como Seroneutralizacion y ELISA. (Shane, 2005).

4.1.7 Prevencion
Vacunacion, programas convencionales.
La infeccion lentogénica puede ser prevenida con la administracion de

vacuna en aerosol o gota en el ojo de las aves, esta administracion se puede

realizar con un preparado del virus vivo y vacunas recombinantes. (Shane, 2005)
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4.2  SISTEMA INMUNOLOGICO DE LAS AVES

Como en mamiferos, varios mecanismos han sido desarrollados en las aves
para protegerse de microorganismos invasores y sustancias extrafias. El sistema
inmune aviar consiste principalmente en 6rganos linfoides primarios y 6rganos
linfoides secundarios. Los érganos linfoides primarios son: El timo y la bolsa de
Fabricio. (Chalghoumi, 2008)

Funcionalmente el sistema inmune de las aves esta dividido en dos partes:

innato-no especifico, mientras que la otra parte es adquirido-especifico.

El sistema inmunoldgico adquirido, esta caracterizado por especificidad,
heterogeneidad y memoria. Este sistema esta divido en rama celular y no celular
(humoral). (Grogan, 2007).

421 Timo

El timo es un organo linfoide primario, necesario para el desarrollo de la
respuesta inmune celular. Se trata de un érgano glandular localizado en los dos
canales de la region cervical y lo componen de cuatro a cinco l6bulos. Los I6bulos
contienen células epiteliales, agrupadas en forma laxa y, cada uno de dichos
I6bulos, se encuentra cubierto por una capsula de tejido conectivo. La parte
externa de cada l6bulo, llamada corteza aparece densamente infiltrada de
linfocitos. En cambio la parte interna, llamada médula, contiene menos linfocitos y
las células epiteliales se observan con claridad. Los linfocitos T se originan en la
médula Osea, pero se transforman dentro del timo después de unirse a los

receptores en la pared de los capilares timicos. (Chalghoumi, 2008)
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4.2.2 Bolsade Fabricio

En las aves, los linfocitos B se diferencian o maduran, en la bolsa de
Fabricio. Este 6rgano es una seccion modificada de la pared dorsal de la cloaca.
Se trata de un 6rgano linfoepitelial que presenta una estructura redonda en forma
de saco. En el interior de este saco, se extienden grandes pliegues de epitelio vy,
entre estos pliegues, se encuentran dispersos los foliculos linfoides. (Estupifian,
2006)

Los 6rganos linfoides secundarios son: el bazo, la médula ésea, la glandula
de Harder, tonsilas cecales y tejidos linfoides organizados asociados con
superficies mucosas. Incluyendo tejidos linfoides bronquiales (BALT), tejidos
linfoides del tracto gastrointestinal (GALT) este se puede encontrar organizado
como las placas de Peyer y tonsilas cecales o como agregados de células
epiteliales a lo largo del tracto digestivo, tejidos linfoides conjuntivales (CALT) y

nddulos linfaticos. (Chalghoumi, 2008)
4.2.3 Médula 6sea

La médula ésea es un o6rgano hematopoyético que produce todas las
células sanguineas, incluyendo los linfocitos. También actia como érgano linfoide
primario donde las poblaciones de linfocitos pueden madurar. La médula désea
tiene dos compartimientos: uno hematopoyético y otro vascular. Ambos se
alternan en capas, en zonas en forma de cufia dentro de los huesos largos. Las
zonas hematopoyéticas de la médula 6sea contienen precursores de todas las
células sanguineas, asi como macrofagos vy linfocitos. EI compartimento vascular
tiene sinusoides sanguineos que aparecen revestidos por células endoteliales y

atravesados por células reticulares y macréfagos. (Estupifian, 2006)
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4.2.4 Bazo

El bazo de las aves es un 6rgano oval y se encuentra en posicion dorsal al
proventriculo. El bazo filtra la sangre y en tal proceso se extraen tanto particulas
antigénicas localizadas en el torrente circulatorio como células envejecidas.
Ademas almacena eritrocitos y plaquetas, durante la vida fetal, participa en la
eritropoyesis. Se divide en dos compartimentos: la pulpa roja que se encarga del
almacenamiento y captacion de los eritrocitos y la pulpa blanca, donde se produce

la respuesta inmunitaria. (Estupifian, 2006)

4.25 Glandula de Harder

La glandula de Harder se encuentra detras del globo ocular, dentro
de la drbita y es el principal 6rgano linfoide secundario del HALT, (tejidos linfoides
asociados con la cabeza). Es la principal glandula accesoria secretora de
anticuerpos del aparato lagrimal y es importante en el desarrollo de la inmunidad
después de la vacunacion. La glandula de Harder contiene grandes cantidades de
células plasmaticas, constituidas en un 80 6 90% por células B. El conducto de la
glandula de Harder contiene un infiltrado de células linfoides subepiteliales y
parece desempefiar un papel de gran importancia en el estimulo antigénico,

mientras que la glandula en si es la principal porcién efectora. (Estupifian, 2006)
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4.2.6 Sistemainmunolégico adquirido.

La rama no celular incluye las Inmunoglobulinas (anticuerpos) y las células
que las producen. Los anticuerpos son especificos (especificidad) a sustancias
desconocidas (antigenos) a los que atacan. Las células que producen anticuerpos
son los linfocitos B. estas células son producidas en el higado del embrién, saco
vitelino y medula 6sea. Las células se mueven hacia la bolsa de Fabricio luego de
15 dias de incubacion hasta las 10 semanas de edad. La bolsa de Fabricio
programa estas células, las cuales se mueven a sangre, bazo, tonsilas cecales,
médula 6sea, glandula de Harder y timo. Cuando un organismo desconocido entra
al cuerpo, este es envuelto por células fagociticas, los macréfagos, que digieren
parcialmente al organismo desconocido y se convierten en presentadores de
antigenos, muestran particulas del antigeno desconocido en sus superficies.
(Chalghoumi, 2008)

Estas particulas forman complejos con las glicoproteinas del MCH clase Il.
Luego el macrofago transporta cada complejo y lo expone a los linfocitos T
(células T de ayuda). El dltimo, que presenta un receptor que pueda ligarse
especificamente al antigeno presentado, se liga al sistema de reconocimiento del
complejo del macréfago. Subsecuentemente las células T de ayuda entran en
contacto con los linfocitos B, quienes presentan en su superficie las particulas
desconocidas al mismo tiempo que las glicoproteinas del MCH clase Il. Esta
ligacion activa la diferenciacion de los linfocitos B a plasmocitos, que son células
efectoras de secrecion de anticuerpos. Las células B responden produciendo
anticuerpos al dia 5 luego de la exposicion. Este intervalo de tiempo ocurre
porque las células B deben ser programadas y luego pasar por el proceso de
expansion clonal para incrementar sus numeros. Si un ave es expuesta por
segunda vez al mismo antigeno, la respuesta sera mas rapida y eficiente con un

nivel alto de anticuerpos en produccién (memoria). (Chalghoumi, 2008)
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4.3 Inmunoglobulinas

Los anticuerpos, responsables de la transferencia de inmunidad pasiva en
las gallinas, son un tipo de glicoproteinas denominadas inmunoglobulinas.
Las inmunoglobulinas de las aves, al igual que las de los mamiferos, presentan
una cadena liviana (L) y una cadena pesada (H), que se encuentran unidas
mediante puentes disulfuro. La molécula se compone de una region constante y
otra variable que le confiere especificidad en la union con diferentes antigenos.
(Chacana, 2002)

Existen tres clases de inmunoglobulinas encontradas en las aves, son
diferentes en concentracion, estructura y funcién inmunoquimica. Y son: IgA, IgM
e IgY. (Chacana, 2002)

e IgA, importante como anticuerpo secretorio en las mucosas.

e IgM, anticuerpos activos sobre toxinas bacterianas, bacterias y virus.

Aparecen precozmente en la respuesta inmune.

e IgY, anticuerpos que atraviesan la pared del saco vitelino del huevo;
anticuerpos activos sobre toxinas bacterianas, bacterias y virus.

Aparecen tardiamente en la respuesta inmune.

La IgY es la principal inmunoglobulina del suero sanguineo y analogamente
a la 1gG presente en los mamiferos, estd implicada en la respuesta inmune

secundaria. (Grogan, 2007)
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Comparacion entre las diferentes inmunoglobulinas en las aves.

Tabla 1
TIEMPO DE FUNCIONES .
INMUNOGLOBULINA i LOCALIZACION
SECRECION PRINCIPALES
Inicial después Se une al

Suero, superficie

de la complemento y lo ’
IgM . L . de las células B
inmunizacion. activa
Inmunidad de las
mucosas,
neutraliza virus y
o toxinas Suero, bilis,
Su sintesis . ) .
microbianas, superficies
ocurre o _
IgA _ impide la mucosas, saliva,
continuamente _ o
adherenciay lagrimas.
colonizacion con
microorganismos
patdgenos.
Recuerda la
respuesta a los
] antigenos, se une
Después de la ]
. a las células
sintesis de IgM, o Suero, yema de
_ fagocitarias,
lgY anticuerpo . huevo.
activa al
materno.

complemento
cuando se une al

antigeno

(Grogan 2009)




18

4.3.2 InmunoglobulinaY (IgY)

Histéricamente la IgY ha sido denominada IgG debido a su funcion y
concentracion sérica en comparacion con la IgG. Sin embargo, este término no es
apropiado especialmente porque presentan diferencias estructurales en sus
moléculas. (Chalghoumi, 2008)

La IgY tiene una masa molecular de 180 KDa por lo cual es mas pesada
que la IgG mamifera de 150 KDa. La estructura general de la molécula de la IgY
consiste en dos cadenas pesadas (H) y dos livianas idénticas (L), que estan
unidas por puentes disulfuro. La cadena liviana de IgY consiste en una variable
(VI) y un dominio constante (C2) como la IgG mamifera. Pero la union disulfuro
dentro de la cadena se encuentra entre la regién VI y C2 de la cadena L, que
estabiliza la estructura de la cadena L de la IgG mamifera, esta se encuentra
absenta en la cadena L de la IgY y por lo tanto las fuerzas intramoleculares de la

IgY son mas débiles que las de la IgG mamifera (Shimizu et al., 1993).

La cadena pesada de la IgY contiene un dominio variable (Vh), cuatro
dominios constantes (CH1; CH2; CH3 y CH4) a diferencia de la IgG mamifera que
consiste en 3 dominios constantes (CH1; CH2 Y CH3). (Chalghoumi, 2008)

En la cadena pesada de la IgG, CH1 Y CH2 estan separadas por una
region bisagra la cual otorga flexibilidad considerable a la porcion que contiene
actividad de ligacién de antigenos. En contraste, la cadena pesada de la IgY no
tiene una region bisagra, pero si hay regiones cerca de los limites de los dominios
CH1; CH2 y CH2; CH3 que contienen residuos de prolina y glicina, estas regiones

tienen potencial de brindar flexibilidad a la molécula. (Chalghoumi, 2008)
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4.3.3 Inmunidad Neonatal

Los neonatos nacen con el sistema inmune incompleto, la inmunidad
materna es pasada al embrion a través de fluido amniético y la yema del huevo
cuando este los ingiere durante y después de la ruptura del cascarén. De ahi que
el sistema inmune comienza a desarrollarse antes de la eclosién y se completa en

la madurez sexual. (Bermudez 2006).

Las aves se diferencian de los mamiferos, en la forma en que desarrollan
su sistema inmune; es muy diverso, se encuentran cambios importantes durante
las primeras semanas de vida, con un Unico 6rgano como la bolsa de Fabricio y un

proceso llamado cambio o conversion de genes. (Bermudez, 2006)

Uno de los estados mas importantes en este desarrollo, ocurre entre las
primeras 6 semanas de vida del ave, cuando el cambio o conversion genético esta
tomando lugar en la bolsa de Fabricio. Las inmunoglobulinas en el fluido
amnidtico, IgM e IgA son tragadas por el embridon y esto corresponderia a la
ingestion de calostro en mamiferos (Rose et al., 1974) sin embargo este traspaso
es minimo. La IgY en la yema es absorbida en las etapas mas avanzadas de
desarrollo embrionario hasta poco después del nacimiento (kowalczyk et al.,
1985). La cantidad de anticuerpos transferidos de la madre al pollito puede variar,
dependiendo de la edad de la madre asi como del nivel de titulos de anticuerpos
séricos que esta posea. (Bermudez, 2006)
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4.3.3 TransferenciadelalgY alayema de huevo

Los anticuerpos son transferidos de la madre al embrion, a través de la
etapa latente del huevo, y juega un importante rol en la funcion inmunoldgica para
la relativa inmunocompetencia del pollito para resistir varias enfermedades

infecciosas.

El suero con IgY es selectivamente transferido por el sistema circulatorio de
la madre a través del oolema dentro del oocito maduro en el foliculo ovarico (Rose
et al., 1981). Esta transferencia ocurre por un receptor especifico en la superficie
la membrana del saco vitelino que permite un transporte selectivo de las las
subpoblaciones de IgY presentadas por la sangre materna (Tressler et al., 2001;
Mohamed et al., 1998; Morrison et al., 2001). En las membranas de los ovocitos
de las gallinas existen receptores especificos que captan activamente las IgY
presentes en el suero. Esto permite que en la yema de huevo, la concentracion de

IgY alcance niveles similares a los del suero (6 a 13 mg/mL).

La IgA e IgM maternales son incorporadas dentro de la clara de huevo en
el oviducto con la secrecion de albumina. La IgA e IgM de la clara de huevo son
subsecuentemente transferidas al tracto intestinal del embrion cuando este traga
fluido amnidtico. (Patterson et al., 1962). Las concentraciones de IgA 0.7 mg.ml -1
e IgM 0.15 mg.ml -1 en la clara son relativamente bajas mientras que IgY 8-25
mg.ml -1 en la yema de huevo se encuentran en niveles muy altos (Rose et al.,
1974). Las IgM e IgA, sdlo se encuentran en trazas en la yema. Mientras que el
contenido de inmunoglobulinas en la yema del huevo corresponde casi

exclusivamente a IgY. (Chalghoumi, 2008)

La transferencia ovarica de las IgY al huevo demanda alrededor de 5 dias
(Patterson et al., 1962). En general, tomando en cuenta este intervalo de tiempo
en cuanto al titulo de una IgY especifica, existe una importante correlacion positiva

entre los titulos séricos y los presentes en la yema (Erhard et al., 1997).
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4.4 PRUEBA SEROLOGICA DE INHIBICION DE HEMOAGLUTINACION (HI)

Inhibicibn de hemoaglutinacion, segun Manual de pruebas diagnésticas y
vacunas para animales terrestres, OIE.http://www.oie.int./normes/mmanual/A
00038.htm
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5.3
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V. MATERIALES Y METODOS

RECURSOS HUMANOS
Estudiante tesista.
Tres Médicos veterinarios asesores.

Personal técnico de Finca San Julian, municipio de Patulul, departamento

de Suchitepéquez

RECURSOS INSTITUCIONALES

Laboratorio de Patologia aviar, Facultad de Medicina Veterinaria, USAC.
RECURSOS BIOLOGICOS:

32 gallinas de postura comercial



5.4

5.5

MATERIAL DE CAMPO

32 Pajillas

1 Caja de jeringas 3ml con aguja hipodérmica 23x1”

1 Caja plastica almacenadora

64 Identificadores

1 Marcador permanente

1 Litro de alcohol

1 Litro de solucion salina buferada (PBS)

6 Cartones para huevo

32 Huevos

1 Masking tape scotch 3400

2 Lapices

MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO
1 litro de Solucién salina buferada (PBS)

32 Jeringas

1 Centrifuga

Prueba de inhibicién de hemoaglutinacion (HI)
1 Micropipeta multicanal

1 Micropipeta unicanal

32 Puntas plasticas o tips



5.6

1 Aguja No. 14

32 Tubos de ensayo

1 Agitador de placas

1 cc de glébulos rojos lavados de pollo al 1%

1 Placa de poliestireno de 96 pozos para Hl, fondo e “U”
1 Timer

5 cc de antigeno Newcastle 8DHA (dosis hemoaglutinante)
MATERIAL DE ESCRITORIO

Lapiz y lapiceros

Hojas de papel tamafio carta

Camara digital

Computadora

Impresora

Libreta de apuntes

Tinta negra y de colores

24
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5.7 AREA DE ESTUDIO

Las aves muestreadas provinieron de de Finca San Julian, ubicada en el
municipio de Patulul, en el departamento de Suchitepéquez, a una distancia de 6.6
kilbmetros de la cabecera departamentaly a 124.6 kilbmetros de la ciudad de
Guatemala. Tiene como colindancias otras fincas al Norte con la finca "Santa
Cecilia", al sur con la finca "Las Vegas", al este con la finca "La Trinidad" y al este
con las fincas, "El Recuerdo" y "San Juan Luisiana”. La extension territorial de la
finca es de 337.5 hectareas, aproximadamente a 3.74 Kms?. Las aves de postura
comercial se encuentran distribuidas en dos galpones, y estas son variedad
genética Lohman Brown, cada uno de los galpones tiene una capacidad para
1,000 aves.

5.8 DISENO DE ESTUDIO

El presente estudio es descriptivo de corte transversal. Donde se
determinaron anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle, en suero
sanguineo de gallinas de postura comercial y en la yema de huevo. Seleccién de
la muestra: se seleccionaron por conveniencia 32 gallinas y un huevo de cada

una de ellas.

59 COLECTA DE HUEVOS PARA OBTENCION DE YEMAS

Se inicio la colecta de huevos a las 5 am, cada uno de los huevos fue
identificado de acuerdo al ave correspondiente que realizo la postura. Las gallinas
de postura comercial se dividieron en 10 jaulas, 1 jaula por ave. Cada jaula se
enumerd para facilitar la identificacion en los huevos. Las aves se situaron
separadas del resto de la parvada en el area de hospital del galpén de Finca San
Julian. Debido a que se utilizaron 10 jaulas, la colecta de huevos se realizé en 3
dias. En el tercer dia se recolectaron 12 huevos, se adicionaron 2 huevos mas,

para un total de 32 huevos.
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5.10 MUESTREO SEROLOGICO

Inmediatamente después de cada postura se muestrearon seroldégicamente
las aves. El muestreo seroldgico se obtuvo mediante la extraccion de sangre en la
vena alar. La sangre de cada ave se deposité en una pajilla lentamente quitandole
la aguja a la jeringa y las muestras recolectadas se colocaron en un angulo de 45
grados, para que estas coagularan y se pudiera obtener el suero. Luego se
almacenaron en una caja plastica. Cada una de las muestras tomadas se identifico
de acuerdo a la numeracién de cada jaula, por lo que la toma de muestras para
serologia se realiz6 en 3 dias tomando en cuenta que se utilizaron 10 jaulas por
dia, a excepcién del tercer dia, en el que se muestrearon serolégicamente 12

gallinas, se adicionaron 2 sueros mas, para un total de 32 muestras de suero.
5.11 Realizacion de la prueba HI:

Inhibicion de hemoaglutinacion, segun Manual de pruebas diagnosticas y
vacunas para animales terrestres, OIE.http://www.oie.int./normes/mmanual/A
00038.htm

5.12 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras obtenidas de suero sanguineo y yema de huevo se
procesaron en el laboratorio de Patologia aviar de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia.

Tanto para el suero como para la yema de huevo, se realiz6 la prueba de
Inhibicion de hemoaglutinacion (HI), se utilizé la técnica recomendada por la OIE,
en la cual se utilizaron diluciones dobles seriadas de las muestras (suero y yema)
en placas de poliestireno de 96 pozos, y antigenos de Newcastle con 8 DHA vy

glébulos rojos de pollo al 1%.
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5.13 Paralas muestras de yema de huevo:

Las muestras de yema de huevo se tomaron haciendo un pequefio agujero
en la parte superior del huevo. Luego se introdujo una aguja No. 14 con una
jeringa hasta la altura donde se encuentra la yema. Lentamente se extrajo la yema
(1 ml) evitando extraer albumina. Este contenido de yema se mezclé con 1 ml de
PBS y se colocé en una centrifuga a 1000 Rpm por 30 minutos. Se tomo el

sobrenadante amarillo traslicido para la prueba de HI.
5.14 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizo a través de la comparacion entre los dos
grupos correspondientes a: titulos de anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle, en suero sanguineo y titulos de anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle en yema de huevo, tomando en cuenta que estas muestras vienen
pareadas (suero, huevo) de una misma ave. Para lo cual se hizo uso de
estadistica descriptiva. Para medir la diferencia entre los resultados serolégicos y
de las yemas de huevo se utiliz6 la prueba de Hipo6tesis para diferencia de

Medias.
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Se realizé un promedio general de ambos grupos, titulos de anticuerpos

contra la enfermedad de Newcastle en suero sanguineo yema de huevo.

Tabla 2: Determinacion de medias obtenidas de acuerdo a la medicién de

titulos de anticuerpos contra enfermedad de Newcastle, en los grupos: suero

sanguineo y yema de huevo.

Titulos de
anticuerpos contra
la enfermedad de
Hewcastle en suero
sanguineo (L og*)

Titulos de
anticuerpos contra
la enfermedad de
Hewcastle en yemas
de huevo {(Log *)

g

g ¥
=] g
I g
10 g
I g
=] 10
7 10
10 g
10 g
=] =]
11 g
11 =)
10 10
10 10
11 g
I g
11 g
11 9
11 11
11 10
11 10
11 10
11 10

11

11

11

11

11

11

11

g

11

11

11

g

11

Promedio:

N =081

Promedio:

¥ =003
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Para poder obtener la comparacion entre medias, se realizd la
determinacion de desviacion estandar y varianza, utilizando las medias de ambos

grupos, suero sanguineo y yema de huevo. A través de la siguiente férmula:

Varianza

s2 = (titulo de suero sanguineo — media obtenida en suero sanguineo)?

NUmero de muestras de suero sanguineo

De la misma forma se formulé para varianza en el grupo de yemas de

huevo.

Varianza 1
s2=2.8
Varianza 2

s?=1.84
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Desviacion estandar

Para determinar la desviacion estandar de ambas varianzas grupo suero

sanguineo y yema de huevo, se utilizé la siguiente formula:

Desviacion estandar, en suero
S=1.44
Desviacion estandar, en yema

S=1.35

Prueba de Hipétesis para diferencia de medias

Para observar la diferencia entre los resultados obtenidos en varianza 1y
varianza 2, se utilizé la Prueba de hipétesis para diferencia de medias, para
determinar si existe diferencia significativa entre las medias de los grupos de
titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle en suero sanguineo y

yema de huevo. Se utilizo la siguiente formula:

Xi—X12 |
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Se propuso dos hipétesis de acuerdo al rechazo o aceptacion para la

diferencia de medias.

Ho:

No existe diferencia entre el Promedio de suero sanguineo y el promedio

obtenido en yemas de huevo
Hi:

Existe diferencia entre el Promedio de suero sanguineo y el promedio

obtenido en yemas de huevo
QC =0.05 = 95% de confianza
Resultado de prueba de hipétesis para la diferencia de medias:

t= 1.65
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VI. DISCUSION

Al evaluar el suero sanguineo de las gallinas de postura, a través de la
prueba HI, para la obtencién de titulos de anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle con un total de 32 muestras, se realizO una media de los titulos

obtenidos, el resultado de la media fue de: 9.81 Log 2.

Se realiz6 la evaluacion de los titulos de anticuerpos contra la enfermedad
de Newcastle en las 32 yemas de huevo. Cada una de las yemas evaluadas con
prueba HI, correspondié directamente a cada gallina de postura muestreada para
la obtencion de sueros. Una vez obtenidos los titulos de anticuerpos, se realizé

una media, el resultado de la media fue de: 9.03 Log2.

Los titulos de anticuerpos obtenidos en suero sanguineo demostraron ser
mas altos que los titulos de anticuerpos obtenidos en yema de huevo. La
diferencia entre ambas medias es de: 0.78. Para poder interpretar la comparacion
entre ambas medias de los dos grupos, suero sanguineo y yema de huevo, se
utilizé la prueba de hipoétesis para diferencia de medias.

Se pudo establecer que no existe diferencia significativa entre las medias
de ambos grupos. Lo que sugiere que es igual determinar titulos de anticuerpos

contra la enfermedad de Newcastle utilizando suero sanguineo y yema de huevo.

Resultados similares fueron obtenidos por Sa’idu L., Abdu y L.B. Tekdek,

(2006), utilizo la prueba HI para la determinacién de titulos de anticuerpos contra
la enfermedad de Newcastle en suero sanguineo y yema de huevo. En el estudio
se demostro la correlacion entre yema de huevo y suero sanguineo, a través de la
prueba coeficiente de correlacion de Pearson. Las medias obtenidas en suero
sanguineo: 6.8, 7.6 y 5.8 titulos de anticuerpos Log?, en comparacion con las

medias obtenidas de yema de huevo: 5.4, 5.1 y 5.6 titulos de anticuerpos Log?2.

Se demostré que existe correlacion positiva entre los titulos de anticuerpos

contra enfermedad de Newcastle en suero sanguineo y en la yema de huevo.



33

(Shaban Rahim., et al 2007) también describe la relacion de titulos de
anticuerpos en suero sanguineo y yema de huevo a través de la prueba ELISA,
contra influenza aviar HON2 en gallinas de postura. A través de la prueba exacta
de Fisher se demostr6 que no existe diferencia significativa entre los resultados

obtenidos en suero sanguineo y yema de huevo.

(Rauber RH., et al 2004) realiz6 una comparacion de titulos de anticuerpos
contra bronquitis infecciosa, utilizando suero sanguineo y yema de huevo a través
de ELISA, en gallinas de postura. Este estudio demostrd6 una alta correlacion
positiva (r=0.62 y a=0.05), la media obtenida en suero sanguineo fue de 3.47
Log!°, en comparacién con la de yema de huevo 3.4 Log!°, con una diferencia de
0.07.

Los resultados descritos en estos estudios son congruentes con los
resultados obtenidos, ya que han demostrado que los titulos en suero sanguineo
se mantienen mas altos que los titulos obtenidos en yema de huevo. Ademas
como en el presente estudio, recomiendan el uso yema de huevo como alternativa
al suero sanguineo para la determinacion de titulos de anticuerpos contra
enfermedad de Newcastle, asi como para otras enfermedades infecciosas como

Influenza aviar y bronquitis infecciosa.

Por lo tanto la utilizacién de yema de huevo para la medicién de titulos de
anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle, es un método efectivo y
confiable, ademas alternativo a la utilizacién de suero sanguineo. La recoleccién
de huevos evita tener contacto directo con las aves al no existir manipulacion y de
esta manera se evita el estrés. Recolectar huevos es mas sencillo y practico, que

muestrear seroldégicamente a las aves a traves de la colecta de sangre.
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Comparacion de Titulos de anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle ean suero saguineo y yema de huevo
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Mumero de muestras de suero sanguineo y yema de huevo

Gréfica 1: los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle en suero
sanguineo se mantienen mas altos que los titulos de anticuerpos obtenidos en
yemas de huevo. Sin embargo existe gran similitud, esto se comprob6 mediante la
obtencién de diferenciacion de medias.
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VIl. CONCLUSIONES

1. La media obtenida en la evaluacion de titulos de anticuerpos contra la
enfermedad de Newcastle en suero sanguineo, a través de la prueba HI fue
de 9.81 Log2. La media obtenida en la evaluacion de titulos de anticuerpos
contra la enfermedad de Newcastle en yemas de huevo, a través de la
prueba HI fue de 9.03 Log?, la cual es mas baja en relacion a la media

obtenida en suero sanguineo.

2. De acuerdo al dato anterior no existe diferencia significativa en la
comparacion de medias de los grupos: suero sanguineo y yema de huevo,
lo que sugiere que existe igualdad en la determinacion de titulos de
anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle, utilizando suero sanguineo
y yema de huevo. Por lo que se puede concluir que ademas de ser una
alternativa a la utilizacion de suero sanguineo, para la determinacién de
titulos de anticuerpos contra enfermedad de Newcastle, el uso de yema de
huevo disminuye el estrés en las aves, ya que no implica el contacto directo

con las mismas.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacion de yema de huevo para la medicién de titulos
de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle en gallinas de postura
comercial a través de la prueba Hl.

. Ya que la utilizacion de yema de huevo es un método confiable y practico,
es recomendable para estudios epidemiologicos, en la medicion de titulos

de anticuerpos contra Newcastle.

Debido a que no existe manipulaciéon de las aves, ya que solo implica la
recoleccion de los huevos, se recomienda la utilizacién de yemas de huevo
para la medicion de titulos de anticuerpos contra la enfermedad de

Newcastle, evitando asi el estrés en los lotes muestreados.

Se recomienda como herramienta en bioseguridad, ya que la utilizacion de
los huevos, para obtener titulos de anticuerpos a través de las yemas;
previene la entrada de agentes infecciosos, pues no requiere la presencia
directa de la persona para la toma de las muestras para el analisis de

laboratorio.
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IX. RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 una comparacion de titulos de anticuerpos
contra la enfermedad de Newcastle (NC), entre suero sanguineo y yema de
huevo, en gallinas de postura. Esta comparacion fue evaluada a través de la
prueba inhibicion de la hemoaglutinacion (HI) utilizando la técnica recomendada
por OIE. El ensayo se llevo a cabo en Finca San Julian, municipio de Patulul,
departamento de Suchitepéquez. El ensayo se llevo a cabo en tres dias, se
introdujeron 10 gallinas en 10 jaulas, una jaula por ave. Se realiz6 el muestreo
serologico tomando 10 gallinas por dia, a excepcion del tercer dia en el cual se
muestrearon 12 gallinas. De cada gallina utilizada para el muestreo seroldgico se
recolectd directamente un huevo, por lo tanto se obtuvieron un total de 32 huevos
y 32 sueros sanguineos. Las muestras de suero sanguineo y yema de huevo se
procesaron en el Laboratorio de Patologia aviar, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. Para la prueba HI se utilizaron diluciones dobles seriadas
de las muestras (suero y yema) en placas de poliestireno de 96 pozos fondo en
“U”, antigenos de Newcastle con 8 DHA y glébulos rojos lavados de pollo al 1%.
Las muestras de yema de huevo se tomaron haciendo un agujero en la parte
superior del huevo. Luego se introdujo una aguja hasta la altura donde se
encuentra la yema. Lentamente se extrajo la yema (1 ml) evitando extraer
albumina. Este contenido de yema se mezclé con 1 ml de PBS y se coloc6 en una
centrifuga a 1000 Rpm por 30 minutos. Se tomoé el sobrenadante amarillo
traslicido para la prueba de HI. Una vez obtenidos los resultados de titulos de
anticuerpos contra NC a través de la prueba HI, se realiz6 una media de cada
grupo, la media correspondiente al grupo suero sanguineo fue de: 9.81 Log2 La
media correspondiente al grupo yema de huevo fue de: 9.03 Log?2. A través de la
prueba estadistica de hipdtesis para diferencia de medias, se pudo establecer que
no existe diferencia significativa entre ambas medias. Se pudo concluir que se
puede implementar el uso de yema de huevo para la medicion de titulos de
anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle.
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