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RESUMEN 

EI objetivo de este trabajo fue desarrollar una t€icnica de microinmunodifusion en gel (MIDG) para la deteccion de anticuerpos 
contra el virus de influenza aviar. EI antigeno que se empleo para las t€icnicas de Inmunodifusion en gel (IDG) y MIDG, se elaboro 
a partir de membranas corioalantoideas {MCA}, infectadas con el virus AfCklPuebla/1485-822/94H5N2. Mediante la prueba de 
inhibicion de la hemoaglutinacion (lH) que es la tecnica de referencia en Mexico; se titularon 238 sueros, 75 de los cuales se 
obtuvieron de pollos libres de patogenos especificos {SPF} y lueron negativos a las tres pruebas diagnosticas, los restantes 163 
sueros provenfan de aves inmunizadas con vacuna inactivada y emulsionada, ypresentaron litulos por IH desde 1:10 hasta 1:1280. 
Con IDG y MIDG los mejores resultados de positividad se obtuvieron a partir de mulos IH de 1:320 a 1:1280. La sensibilidad de IDG 
y MIDG contra IH lue de 43%, mientras que esta misma entre ambas pruebas de precip~acion en gel tue de 98%. Se concluye que 
las pruebas de precipitacion en gel, sobretodo la MIDG es uW para determinar parvadas con titulos de anticuerpos por IH iguales 
o mayores a 1:320, ademas tiene la ventaja que emplea poco antigeno y reactivos, 10 que la hace economica, siendo ademas facil 
de ejecutar, permitiendo probar un gran numero de sueros, pudiEmdo ser adaptada a laboratorios con poca inlraestructura. 
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La infeccion de las aves domesticas con el 
virus de la influenza aviar (VIA) produce 
manifestaciones clfnicas variadas, 
dependiendo sin son de baja 0 de alta 
patogenicidad; causan disminucion en la 
conversion alimenticia, baja en la produccion 
de huevo y/o mortalidad elevada (1). 
EI diagnostico de la Influenza Aviar se 
efectUa por medio de la caracterizacion de 
los slgnos clinicos y la deteccion de 
anticuerpos en el suero (1,2). EI diagnostico 
definitivo es por el aislamiento del virus. 
EI diagnostico serologico de VIA se basa 
principalmente en pruebas como la 
seroneutralizacion viral (SNV), la fijacion de 
complemento (Fe), la inhibicion de la 
neuraminidasa (IN), la inhibici6n de la 
hemoaglutinaci6n (IH) y la inmunodifusi6n en 
gel (lOG) (2,3,4). 
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En Mexico, antes de '1994, la influenza 
aviar era una enfermedad ex6tica, al 
introducirse al pais. fue necesario 
estandarizar tecnicas de diagn6stico; una 
de las mas usadas en algunos paises donde 
esta enfermedad es endemica es la IH. 
debido a que reconoce la hemoaglutinina (H). 
que es especifica para cad a subtipo y que 
no presenta reacciones cruzadas (5,6). Otra 
prueba que se ha empleado ha sido la 
inmunodifusi6n doble en gel (lOG), en la que 
el antigeno es la nucleoproteina del virus, 
por 10 cual se reconocen anticuerpos 
circulantes contra todos los subtipos de 
influenza tipo A (1,7). La lOG se esta 
utilizando en otros parses para detectar 
parvadas infectadas con ei virus de IA SIr. 

importar el subtipo (7), pero tiene el 
inconveniente que emplea una considerable 
cantidad de reactivos, ycuando se muestrea 
una gran cantidad de aves se eleva el costa 
del diagnostico. Este estudio se hizo con el 
objeto de estandarizar la tecnica de IDG 'I, 
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posteriormente reducir el costode la misma 
adaptandola a una MIOG que utiliza una 
reducida cantidad de anticuerpos y reactivos. 
Como antigeno se empleo la cepa de 
influenza tipo A, AlCkI Puebla/14585-6221 
94 (H5N2). con la que se inocularon 
embriones de polio de 9 dias de edad, con 
0.1 ml de un fluido alantoideo, y con titulo 
de 1280 unidades hemaglutinantes (UHA) 
por ml. 
Oespues de 48 horas de incubacion se 
obtuvieron las membranas coriolantoideas y 
se congelaron a -70C hasta su uso. Para 
preparar el antigeno, las membranas se 
congelaron y se molieron en un 
homogenizador Virtis, durante dos ciclos de 
dos minutos cada uno, en bano de hielo. La 
suspension se centrifugo a 2000 9 por min y 
al sobrenadante se Ie agrego azida de sodio 
a11% v/v. Por cada 10 ml de sedimento se 
adiciono 1 ml de glicina-sarkosyl (3g de 
glicina, 2.5g de sarkosyl, pH 9), se empleo 
un sonicador MSO, durante dos ciclos de 4 
min cada uno. Se agrego solucion salina 
amortiguadora de fosfato (SSAF) ph 7.2, 
posteriormente se centrifugo a 2000 9 
durante 10 min. AI sobrenadante y al 
sedimento se les adiciono azida de sodio al 
1% y se almacenaron a -70C. Como 
antigenos de referencia se utilizaron el del 
Laboratorio Nacional de Servicios de Ames, 
Iowa y el de la Compania Productora de 
Ant/genos y Pruebas Oiagnosticas 
(SPAFAS) Gainesvile, ambos en Estados 
Unidos de America. 
Seobtuvieron 238 suerosdeaves, 75delos 
cuales provenian de aves libres de patogenos 
especlficos (SPF) adquiridos en la Compania 
Alpes (Tehuacan, Puebla) y 163 que se 
eligieron al azar dentro de un grupo de 
sueros previamente probados por IH, cuyos 
tftulos variaban entre 1: 1 0 Y 1:1280, estos 
provenian de aves a las que se les habia 
inmunizado con la vacuna oficial contra 
influenza aviar inactivada y emulsionada en 
aceite, elaborada con la cepa Alchickenl 
Mexico ICPA232/94 (H5N2) contra influenza 

aviar, via subcutanea, los sueros se 
obtuvieron al dia 28, en que se titul~ron por 
IH. Se utilizaron dos sueros de referenda 
positiv~s y negativos de las companias 
estadounidenses ya mencionadas. 
La prueba de inhibicion de 1" 
hemaglutinacion (IH) fue lIevada a cabo 
siguiendo la tecnica de Alexander y Allan, 
1982 (8) usando cuatro unidades de virus de 
influenza H5N2 y 0.5% de eritocitos de polio. 
Los titulos fueron expresados como la 
dilucion mas alta de suero que inhibia 
completamente la hemoaglutinacion viral. 
Para estandarizar la tecnica de lOG se tome 
como basela metodologiadescrita por Beard 
(7), salvo las modificaciones siguientes: se 
empleo un homogenizador Virtis, en vez de 
Lourdes, la diferencia es el tamano de las 
cuchillas siendo las de este ultimo mas 
largas. Se dieron dos ciclos de sonicacion 
(sonicador MSO) de cuatro min cada uno, 
en vez de uno de cinco min). Se preparo 
agar (Oifco) al 0.9% en SSAF con 8% de 
cloruro de sodio, y se agregaron 5 ml a cada 
caja de Petri de 4.7 cms. de diametro. Para 
hacer las perforaciones se utilizo un molde 
de pozos de 5.3 mm de diametro con 
separacion entre cada pozo de 2.4 mm. En 
el pozo central se adicionaron 50 IJI, de 
antigeno y en los seis pozos perifericos se 
pusieron los sueros problema. La caja de 
Petri fue incubada a temperatura ambiente 
en camara humeda por 18 hrs. Las lineas 
de precipitacion se identificaron mediante 
el uso de luz incidente. 
Para MIOG se preparo agar al 0.9% de la 
forma descrita anteriormente y se agregaron 
3 ml en portaobjetos desengrasados con 
anterioridad de 7.5 x 2.6 cms. Se utilizo un 
molde de pozos de 4.0 mm de diametro y 
de 4.5 mm de separacion entre cad a uno. 
En el pozo central se adicionaron 18 IJI de 
anUgeno y en los pozos perifericos se 
pusieron los sueros. Los portaobjetos se 
inocularon de manera semejante que en la 
lOG. Los resultados para las pruebas de 
precipitacion se determinaron positiv~s 

166 



cuando existieron lineas de identidad y 
negativos cuando estas no fueron visibles. 
La sensibilidad y especificidad se calcul6 
comparando la prueba de IH contra lOG, y 
luego IH contra MIOG respectivamente, 
empleando las f6rmulas indicadas por 
Schwabe W, 1984 (9) y Mendez y cols, 1990 
(10). 
Con los antigenos se produjeron lineas de 
identidad nitidas, es decir los resultados 

fueron positivos al emplear tanto lOG como 
MIOG con el antigeno elaborado en el 
laboratorio, el de Ames y el de SPAFAS, 
usando un suero de referencia (Ames, Iowa) 
( cuyo titulo fue de 1280 UHA), con el testigo. 
(SSAF) en ninguna ocasi6n se presentaron 
band as de precipitaci6n. Por otro lado, los 
75 sueros provenientes de las aves SPF 
fueron negativos alIH, lOG y MIOG. 

CUADRO 1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LAS PR:. DE IH, lOG Y MIDG 
PARA INFLUENZA AVIAR EN SUEROS DE AVES. 

TITULOS POR IH 

1:10 	 1:20 1 :40 1:80 1:160 1 : 1 :1280 TOTAL 
POSITIVO 

11* 18* 23* 30* 19* 26* 18* 18* 163 

IDG 1(43)** NP 2(43) NP 10(43) 24(43) 17(43) 16(43) 70(43) 

MIDG NP NP 2(43)(98)*** 1 (43)(98) 10(43)(98) 22(43)(98) 17(43)(98) 16(43)(98) 70(43)(98) 

• los nilmeros corresponden al numero de mues!ras positivas en cada una de las diluciones. 
'" los numeros entre parentesis representan la sensibilidad (%) entre la IDG 0 la MIDG con respecto a la IH. 
- los numeros del segundo parentesis representan la sensibilidad (%J de la MIDG con respecto a la IDG. 
N P No se presentaron lineas de indentidad. 

En el Cuadro 1, se observan los diferentes contra la I H, fue de 43% y 100% 
titulos que por IH presentaron cada uno de respectivamente; mientras que cuando se 
los 163 sueros de los animales inmunizados, compararon las tecnicas de precipitaci6n en 
asimismo el numero de sueros positivos al gel, la sensibilidad fue de 98% y la 
lOG fueron 70 ya MIOG 69, el resto de los especificidad de 100%. Esto puede deberse 
sueros (93 y 94 respectivamente) fueron a que en IH la protein a que se detecta es la 
negativos a las pruebas de precipitaci6n en hemoaglutina (H), que es especifica para 
gel. En los sueros con titulos I H de 1: 1 0 cada subtipo (5,6), mientras que las pruebas 
hasta 1. 80 se detectaron cuatro positivos a de precipitaci6n en gel detectan 
fOG ya M10G; de 19 sueros con titulos de principalmentela neuroaminidasa (N) (17), 
1: 160, 10 resultados positivos a las tecnicas que reconocen a cualquier subtipo del virus 
de precipitaci6n en gel, y de 62 sueros que de influenza tipo A, es par ello que la lOG ha 
presentaron titulos IH de 1 :320 a 1 :1280,57 sido usada con exito, pues detecta 
produjeron lineas de precipitacion siendo anticuerpos contra todos los subtipos de fA 
este grupo donde mejores resultados (1,4,7,11); se ha empleado para evaluar la 
hubieron en cuanto a positivos por lOG y eficiencia de vacunas de influenza para pavos 
MIOG. (12) Y para la caracterizaci6n antigenica de 
En cuanto a la sensibilidad y a la laproteinaN(13).Asimismo,sehasugerido 
especificidad de las tecnicas de lOG y MIOG que titulos altos por IH (mas de 1 :320 UHA) 
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y resultados positiv~s por lOG facilitan el 
diagn6stico de la infecci6n en parvadas 
durante brotes (14). 
En los Estados Unidos y otros parses se 
han empleado para establecer la vigilancia 
epidemiol6gica para JA, pues resulta menos 
costosa emplearla en parvadas que la IH, la 
que solo usan durante brotes (15,17). 
En Mexico, el antigeno de origen nacional, 
ya ha sido probado en varios estudios 
experimentales para detectar anticuerpos 
contra influenza en aves (18) e incluso en 
porcinos (19). 
Con base a los resultados se concluye que 
las tecnicas de precipitacion en gel (lOG y 
MIDG), a pesar de su baja sensibilidad, son 
utiles para detectar parvadas infectadas con 
virus que induzcan titulos de anti cuerpos por 
IH iguales 0 mayores a 1 :320. Oebido a que 
en general las vacunas inducen bajos titulos 
de anticuerpos, es necesario realizar 
estudios para reconocer si mediante esta 
prueba serra posible diferenciar parvadas 
vacunales de infectadas naturalmente. Se 
tiene aSI estandarizada una tecnica faci!, que 
permite probar un gran numero de sueros 
en poco tiempo, usando menos reactivos 
(40%), slendo por ende economica, 
relativamente rapida, y que puede ser de 
utilidad en laboratorios donde se cuenta con 
una infraestructura simple. 
Por otro lado se recomienda continuar con 
la implementacion de tecnicas como el 
ensayo inminoenzimatico (ELISA) y la 
reacci6n en cadena de la polimerasa (peR), 
que podrian ser mas sensibles. 

SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF AVIAN 
INFLUENZA, USING A MICROIMMUNO­
DIFFUSION TEST IN AGAR. 

SUMMARY 

The purpose of this study was to develop a 
microimmunodiffusion test in gel (MIDG). to detect antibodies 
against type A of avian influenza virus in chicken serum. An 
antigen was prepared from chorioallantonic membranes 

infected with the avian infuenza virus strain (AlCklPueblalI4585­
622/94H5N2). Microimmunodiffussion test in gel (MIDG) was 
compared with inmunodiffusion test in agar (IDA). and 
Hemagglutination inhibition test (HI) which is the reference 
technique. Seventy five serum samples were obtained from 
specific pathogen free chicken, which resulted negative bythe 
three assays. 163 serum sampies were obtained from vaccinated 
poultry with HI titers from 1:10to 1:1280. Thesensitivityofthese 
two agar gel precipitin tests was relatively low (43%) in 
comparison with HI. It was found that sensitivity of MIDG was 
identical to IDG (98%), and both were positives from HI titers of 
1:320 and above. We condudelhat IDA and MIDG are very useful 
in detecting infected poultry with virus that produce HI titers 
from 1 :320 to 1: 1280. Both, can be used in laboratories with a 
reduced infrastructure, besides, MIDG has the advantage of 
making possible the analisis a great quantity of samples at low 
cost. 

KEY WORDS: Avian influenza, SerOlogy, ImmunOdiffusion 
test in gel, Microimmunodiffusion test in gel, Hemagglutination 
inhibition test. 
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