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El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la respuesta 

inmune h_umoral de especies no suceptibles a la rabia como son las 

aves de las especies Gallus gal.li (gallina doméstica) y Anas spp 

{patos), determinando la presencia de anticuerpos contra el virus 

de la rabia as1 como el de identificar hacia que fracciones 

antigénicae del virus reaccionan los anticuerpos de los sueros de 

estos, ~ comparar los resultados con la respuesta de los cuyos. 

Se inmunizaron pollos, patos y cuyos con las cepas ERA,cvs y 

Pit.Ban Moore dol virus do la rabia y con los sueros obtenidos de 

las especies. Se deter:m.in6 la presencia de anticuerpos mediante la 

prueba DOT ELISA, la cepa Roxane purificada por prccipitaci6n con 

ª!=etato de zinc se utiliz6 como antígeno.. Todos los sueros da 

pollos como de cuyos dieron resultados positivos, mientras que los 

sueros de todos los patos dieron resultados negativos. 

Posteriormente se realiz6 una inmunotrasferencia para iden

tificar hacia que fracciones ant1genicas del virus estaban reac

cionando los anticuerpos de loa sueros que resultaron positivos en 

la prueba DOT ELISA. De esta manera se determin6 que los sueros de 

cuyos independientemente de la cepa utilizada en la inmunizaci6n 

reaccionan con 3 de las 5 fracciones proteicas del virus que son 

la N, G, y M, por otro lado el resultado que dieron los sueros de 



pollos fué una reacci6n altamente inespecifica incluyendo a un 

control negat~vo, por lo que se opt6 por realizar una prueba 

indirecta. Con esta, la inespecificidad se eliminó, y se pudo 

observar una respuesta de los sueros de los pollos hacia una 

fracción antig6nica del virus, correspodiente a la glicoproteina 

de 67 Kda, esta fracci6n fue reconocida por los sueros de los 

pollos inmunizados con la cepa CVS y no con los inmunizados con la 

cepa Pitman Moore del virus de la rabia. 
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1,1, GBHBRALJ:DllDBS 

La rabia representa aO.n un gran enigma cientifico y un 

problema de salud püblica relevante. Entendemos muy poco acerca de 

su verdadera patoqénesis, por ejemplo:¿d6nde se oculta el virus 

durante el largo periodo de su incubaci6n? y ¿qué mecanismo 

patofisiol6gico induce la enfermedad y la muerte?. 

La rabia es una inf ecci6n viral coman al hombre y a un qran 

número de especies animales, en la cual el virus y las lesiones 

que provoca se desarrolla sobre todo al nivel del sistema nervioso 

central. Segün la Organización Mundial de la Salud, la rabia es, 

entre las enfermedades infecciosas una de las más preocupantes para 

la salud del hombre, en raz6n de su evolución casi siempre fatal 

una vez de aparecidos los síntomas. Por ello, en la vacunaci6n de 

los animales ya sean estos, domésticos o salvajes, el objetivo 

buscado es siempre con prioridad: proteger al hombre de la rabia 

y evitar la creaci6n de un ciclo secundario entre los animales 

domésticos (Roman S.B. 1987). 

la importancia de la rabia para la salud püblica no radica en 

el nümero de casos, el cual es relativamente reducido, sino en la 
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letalidad que alcanza casi al 100% de los enfermos. 

En Am6rica Latina, durante el periodo de 1970 - 1983 se 

registraron en las qrandes 4reas urbanas J,662 casos hWDanos de 

rabia y 224,684 casos de rabia en perros (FernAndez y Arambulo 

III, 1985). 

Los registros de muerte por rabia en humanos son particular

mente imprecisos, ya que una vez que se presentan los sintomas de 

la enfermedad, el paciente, generalmente no acude al servicio 

médico, donde ya nada o poco puede hacerse por 61, sino ofrecerle 

una muerte hostil en completo aislamiento (Baer G.H., 1988). 

con respecto a la rabia en animales silvestre, incluidos 

quir6pteros, en America Latina, ol 89\: de los casos se diagnosticó 

en Canada y los Estados Unidos (Datos de 1970-1979) de acuerdo con 

Acha y Szyfres (1988), es probable que esta gran diferencia entre 

América del norte y el resto del continente no refleje la 

realidad, debido a la poca atenci6n que se ha prestado a la rabia 

selv4tica ya que su vigilancia es deficiente fuera de los Estados 

unidos y canada. 

La rabia en murci6lagos es un problema independiente de los 

ciclos infecciosos de otros mam1feros y solo resulta de interes en 

América. La especie D. rotundus es responsable de apreciables 

pérdidas en la ganaderia latinoamericana, en especial por la rabia 

bovina en el tropico (Acha y Szyfres 1988). 

En México, catorce estados de la Reptlblica son afectados por 



este problema en las reqicnes tropicales y subtropical. Hasta el 

af\o 1975, las pérdidas econ6micas ocasionadas eran cuantiosas. 

Las campan.as de vacunaci6n efectuadas en los Ciltimos af\os,han 

permitido aminorar este problema pero adn existe qrandes riesgos 

para la poblaci6n bovina (Román S.B. 1987). 

La importancia de la rabia en otras especies ganaderas 

tales como ovinos, caprinos y porcinos es reducida, y en aves la 

rabia se adquiere de manera natural sólo en casos muy 

excepcionales (Acha y Syfres, 1988) • 

1.2. llJIDll 

1.2.1. earacteriaticaa d• lA enfer.edad 

La rabia es una enfermedad mortal una vez que el anlmal o el 

hwnano presentan las manifestaciones cl!nicas. Solo se sabe de 

tres casos de personas sobrevivientes, de los reportados hasta la 

fecha, lo cual sugiere que una inmunizaci6n a tiempo es la ünica 

protecci6n que puede ofrecerse a los seres que han sido expuestos 

al virus de este padecimiento (Debbie J.G.,1988). El ser humano 

puede ser vacunado después de haber estado expuesto a un animal 

rabioso o sospechoso de estarlo. Esta vacunaci6n es t1nica dentro 

del campo de las enfermedades infecciosas y se basa en el 

prolongado periodo de incubac16n del virus de la rabia que es de 



varias semanas, lo cual proporciona normalmente el tiempo 

suficiente para la formación de anticuerpos específicos (Vodopija 

r., 1988). 

El periodo de incubación del virus rábico en los perros es, 

en promedio de 3 a 8 semanas, pero en el hombre y en otros 

animales susceptibles hay una gran variabilidad (Shope R. E., 1984). 

La vacunaci6n antirrábica preventiva se aplica Unicamente a 

las personas que se encuentra en alto riesgo, cuando sus 

actividades están directamente relacionadas con la manipulación 

del virus (Shope R.E., 1984). 

La administraci6n de vacunas profilácticas se lleva a cabo 

principalmente en los animales, como perros , gatos y bovinos. 

Algunas características cl!nicas sugieren la existencia de 

diferentes cepas del virus rábico, en las distintas regiones 

geográficas y en los mamíferos huéspedes. Entre estos fenómenos se 

encuentran diferentes tiempos de evolución de la enfermedad y de 

dos formas clínicas diferentes: la rabia furiosa (agitada) y la 

paralitica (muda) que se presentan en seres humanos y en animales 

(Debbie J.G 1988). 

La ruta ma.s com11n de trasmisi6n del virus rábico es a través de 

la p1el, por una mordedura producido por un animal infectado. 

También puede penetrar al cuerpo a través de las membranas mucosas 

sanas en contacto con un aerosol, o a los ojos mediante el trans

plante de una córnea infectada (Shope R.E., 1984). 

La evoluci6n de la rabia puede dividirse en tres fases: la 

prodr6mica, 1a excitativa y la paralitica. El término de la rabia 



5 

"furiosa" se refiere a los animales en los cuales la fase 

excitativa es predominante. En la rabia "muda" o paralitica, la 

fase excitativa es muy corta o ausente y la enfermedad progresa 

rápidamentre hacia la fase paralitica (Correa Gir6n P. 1981). 

1.2.2 caraatoristioas y propi•d•4•s del viru•~ 

El virus rábico, pertenece a la familia Rhabdoviridae 

definido en el género Lyssavirus (Annalisa s. Mauro R. 1990). 

Al microsc6pio electr6nico, el virus de la rabia tiene forma de 

bala, de 180 nm de longitud y so nm de anchura, esta morfolog!a es 

caracter!stica de la mayoria de los virus de la familia 

Rhabdovlrldae. 

El virus de la rabia esta constituido por un constante 

complejo antigénico de diferentes estructuraa protéicas. La 

envoltura integrada por la glicoproteina (proteina G.), proteina 

K-1 y H-2 y fosfolípidos, de estas la proteína G con un peso 

molecular de 67 Kda, sobresale de la superficie externa de la 

envoltura viral formando las proyecciones o espículas del viri6n, 

esta es la responsable de la inducci6n de anticuerpos 

neutralizantes y de la respueSta inmune celular la cual confiere 

inmunidad en un desafio contra el virus y es requerida para la 

presentación de antígenos al sistema inmune. Las proteínas de 

envoltura, M-1, M-2, tienen peso molecular de 40 000 y 25 000 

daltons respectivamente ( Annalisa s. Mauro R. 1990). 



El nücleo helicoida1 de 1a nucleocápside comprende las 

moléculas de la ribonucleoprotéina (RNP) constitu.1do por el genoma 

de ácido ribonucleico (ARN) de una sola cadena de sentido 

negativo, la nO.cleoproteina (N) con un PM de 55.5 Kdalton, la 

fosfoproteina con un PM de 37 .5 kdalton y la transcriptasa del 

viri6n (L) con PM de 185 kdalton de las cuales la proteína N, es 

inductora de anticuerpos fijadores de complemento y precipitantes 

(Annalisa s. Mauro R 1990). 

Las tres proteínas L, NS y N son importantes para los 

procesos de replicaci6n y transcripción del virus, L y NS actOan 

como polimerasas mientras que N debe de estar asociada al ARN para 

que este ~uncione como molde. 

La replicaci6n del virus de la rabia es similar al de otros 

virus con ARN de una sola cadena de sentido negativo. El RNA del 

virion es transcrito a RNA mensajeros (RNAm) monocistr6nicos por 

la transcriptasa del virus, estos RNAm son traducidos, formando 

las prote1nas virales (B. Menique 1987). 

In vivo la replicación del virus rábico está casi 

completamente restringida al tejido nervioso del huésped, y su 

neurotropismo es la principal característica de esta enfermedad. 

sin embargo, in vltro presenta una amplia variedad de células 

huésped, que comprende casi todas las células de mam!feros y aves, 

tanto las provenientes de cultivos de tejidos primarios como las 

lineas celulares derivadas de estos ( Wiktor T.J 1985). 

El suceso inicial dentro del ciclo de multiplicaci6n viral 

ocurre en el reconocimiento del viri6n por los receptores 
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celulares, que se encuentran en la superficie de la membrana 

plasmética. La uni6n del viri6n se lleva a cabo por una atracci6n 

electrost6tica entre las cargas de las proteinas superficiales del 

viri6n y las cargas complementar las del receptor celular 

especifico (Wiktor T.J 1985) 

Atln se desconoce si el virus rábico utiliza una misma 

trayectoria, mediada por receptores comunes, para la penetraci6n 

viral in vivo e in vitro, o si es reconocido por diferentes 

receptores en la células huésped. (Wunner W.H.,1984). 

1. 3. AJITXCUBRPOB MOllOCLOllALBB Y TBCllXCJUI PARA LA UIVBBTXGJl.CXOll DBL 

VXRUB DB J.J. RJl.DXJI. 

Con el descubrimiento de los corpdsculos de negri en 1903 se 

egpez6 a diagnosticar la rabia post-mortem, para esto se tinen con 

el azul de metileno y eosina los corpdsculos localizados dentro 

de1 citoplasma neuronal de un animal muerto • Hoy en dia varias 

de estas t'cnicas de tinci6n son aco~pa~adas con la introducción 

de la irununofluorescencia, a la vez varios métodos de coloración 

son reemplazados por el examen directo al microscopio de tejidos 

infectados por el virus de la rabia. Recientemente y con el 

descubrimiento de loa anticuerpos se utiliza un método alternativo 

para el diagnostico de la rabia ( Anjaria J.M., 1985). 

La producci6n de anticuerpos monoclonales contra el virus de 

la rabia ha permitido determinar la variabilidad antigénica de 

este virus. utilizando estos reactivos es posible la detecci6n de 
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diferencias antigénicas entre cepas procedentes de diferentes 

especi~s (Shope., 1984). 

La utilizaci6n de anticuerpos monoclonales para analizar 

diferentes cepas del virus de la rabia (vacunales y patógenas) ha 

revelado que puede existir una considerable variabilidad 

antigénica entre ellas, las diferencias antigénicas han sido 

demostradas para la glicoprote1na como para la nucleocápside de 

cepas aisladas de diferentes especies animales como la 

localizaci6n geoqrática de estas (Bernhard o., Charles E., 1988: 

Webster W.A. y Col 1985). 

Por otro lado sabemos que h?S.y una amplia gama de especies 

receptivas y se han descrito diferencia a la suceptibilidad de 

cada especie en las cepas de distintos or1genes. La variabilidad 

individual de la respuesta inmune hacia diferentes cepas es 

también un factor importante sobre todo en la vacunaci6n contra 

esta enfermedad. (Blancou J., 1985). 

LOS sueros hiperinmunes contra el virus de la rabia obtenidos 

de diferentes especies que tradicionalmente se trabajan, son 

incapaces de diferenciar las cepas del virus por lo que ha sido 

necesario recurrir a los anticuerpos monoclonales para distinguir 

una cepa de otra o diferenciarlos de otro virus (Aquilar 

setién.,1986: Flamand., et al. 1980, Lanfond. M. ET. al 1985). 

Ha sido necesario complementar el estudio bioquímico de las 

proteínas de membranas en este caso del virus rAbico con estudios 

de tipo inmunológico sobre la capacidad de las proteinas, de ser 



9 

de tipo inmunológico sobre la capacidad de las prote1nas, de ser 

reconocidas como ant!genos, fue hasta 1977, cuando aprovechando la 

afinidad de las prote1nas a la nitrocelulosa se logr6 contar con 

un sistema de sostén protéico que permite analizar un estudio 

antigénico de las prote1nas (Towbin,H.,1979). 

La necesidad de un estudio profundo de las caracter1s

ticas antigénicas de las prote1nas con la idea de producir un 

in.mun6geno adecuado hacen de esta técnica ( inmunotransferencia) el 

mecanismo id6neo para el estudio del mosaico protéico de las 

membranas. 

Con el desarro11o de técnicas inmunológicas consecutivas de 

electroforesis, inmunotransferencia y ensayos inmune-enzimáticos, 

es posible determinar si un suero inmune es capaz de diferenciar 

cepas. 

La inmunotransferencia combina la resoluci6n de un gel de 

electroforesis con la especificidad de la detecci6n inmunoqulmica. 

La inmunotransf erencia puede ser usada para determinar un nfunero 

de caracterlsticas importantes de antígenos protéicos, la 

presencia y cantidad de un antígeno, el peso molecular relativo de 

la cadena polipeptidica y eficaz en la extracción del antígeno. 

Esta es particularmente 'Citil cuando se trata de antígenos 

insolubles, difíciles de determinar o fácilmente degradables, la 

inmunotransferencia puede ser combinada con la inmunoprecipi taci6n 

para permitir una detecci6n muy sensible de los antígenos. Esta 

técnica es particularmente poderosa para ensayar la presencia, 

cantidad y especificidad de anticuerpos de diferentes muestras de 
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sueros policlonales, finalmente puede ser usada para purificar 

anticuerpos especif icos a partir de sueros policlonales (Harlon 

E., 1988). 

A partir del primer reporte utilizando esta técnica se han 

hecho diversas modificaciones, como la aplicaci6n de un campo 

eléctrico al sistema, para acelerar y hacer m6s eficaz la 

transferencia, el uso de diferentes bloqueadores de los sitios 

libres de nitrocelulosa, etc. Sin embargo todas mantienen en 

esencia la técnica original en la que la adsorci6n de prote1nas so 

lleva a cabo por simple contacto entre el gel de poliacrilamida y 

el papel de nitrocelulosa bajo condiciones estables de pH y 

temperatura, dando este procedimiento buenos resultados en la 

identificaci6n de prote1nas inmunol6gicamente importantes (Rowen 

W.E 1981). 
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2 

2. 1. - OBJBTXVO OBllBRAL, 

Determinar la prod.ucci6n de anticuerpos contra las diferentes 

fracciones del virus de la rabia por dos especies no susceptibles 

de Aves GaLLus ga.1.Li (pollo) y Anas spp (pato) inmunizados con 

las cepas cvs, ERA y Pitman Koore y comparar estos resultados con 

los que se obtengan con sueros de cobayos inmunizados en forma 

similar. 

2.2.- OBJETXVOB PARTXCULARES. 

1.- Purificar la cepa Roxane del virus de la rabia cultivada 

en células BHK-21. 

2.- Obtener por electroforesis las fracciones protéicas de la 

cepa Roxane del virus de la rabia previamente purificado. 

3.- Determinar la presencia de anticuerpos contra el virus de 

la rabia en los sueros de los patos, pollos y cobayos inmunizados, 

por medio de la prueba DOT ELISA. 

4. - Identificar las fracciones protéicas del virus de la rabia 

detectados por los sueros de pollos, patos y cobayos, utilizando 

la técnica de inmunoelectrotransferencia. 

5. - Comparar las fracciones identificadas por los sueros de 

las especies inmunizadas con las diferentes cepas. 
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2. 3 BIPOTBBIB 

Las especies de aves Gallus ga111 y Anas spp no susceptibles al 

virus de la rabia presentan una diferencia con los mam1feros 

(cobayos) en la respuesta inmune humoral hacia las cepas virales 

r6bicas cvs, Pitman Moore y ERA asi como a sus diferentes prote1nas 

antig~nicas. La respuesta de las aves es mAs especifica contra las 

diferentes cepas, ya que estas reconocen menos determinantes 

antigénicos debido a que el virus no so rep1ica en e1las; lo cual, 

puede demostrarse mediante la prueba de inmune electro 

transferencia .. 
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3 

3.1. SUEROS XliKllJIBS 

Se utilizaron sueros de pollos (Gallus ga111), patos (Anas 

spp.) y cuyos adultos. 

El programa de inmunizaci6n consisti6 en la aplicación de 

3 est!muloo a grupos de 5 individuos con dosis de o.s ml cada 9 

dtas y, una semana despu6s del tlltimo estimulo se procedió al 

sangrado. Los animales se inmunizaron por las v!as subcutánea e 

intramuscular. Como antígenos se utilizaron virus vacunal cepa 

Pitman- Hoore Inactivada, con adyuvante de gel de hidroxido de 

aluminio concentraci6n: 1.os UI/ml~ y vacuna antirrábica producida 

en cerebro de rat6n lactante, sin adyuvante, elaborado segtln el 

método de Fuenzalida y Palacios, concentraci6n: 1.3 UI/ml. 

Como re~erencia tambifn se us6 el suero de un cuyo inmunizado 

con la cepa ERA producido en un estudio previo (Espejel Madrigal, 

1990). 

Los cuyos se sangraron por punción intracard1aca y en el caso 

de las aves la sangre se colect6 de la vena braquial (Morilla y 

Bautista, 1986). 

3.2. VIRUS 

Las Pruebas de DOT-ELISA e Inrnunotransferencia se realizaron 

empleando como antígeno la cepa Roxane cultivada en la linea 
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celular BHK-21 en el Laboratorio de Investigaci6n de la Productora 

Nacional de Bio16gicos Veterinarios (PRONABIVE). 

3.3. PURIPICACION DBL VIRUS DB LA RABIA. 

La purif icaci6n de la cepa del virus rábico se hizo a partir 

de la cosecha del virus cultivado en monoestratos celulares BHK 

21 infectado con la cepa Roxane siguiendo la metodolog1a descrita 

por wunner (1985). 

La cosecha del cultivo celular infectado se mezcló con 0.2 % 

de Acetato de Zinc l M. a pH 5.0 dejándose 1 hr. a 4•c, después se 

centrifugó a 1000 x q durante 40 min. El sedimento formado se 

resuspendi6 en solución de EDTA dis6dico al 11. 7 i pH 7. 8 ajustado 

con Tris- Base, la mezcla se clarificó y se centrifugó a 1000 g 

durante 40 min se recolect6 el sobrenadante y posteriormente se 

dializó durante 1 dia contra soluci6n amortiguadora de fosfatos, 

se concentr6 la muestra cubriendo la membrana de diálisis con 

azücar glass, por dltimo se alicuot6 en viales con 250 µ1 de 

muestra y se congel6 a -70 uc hasta e1 momento de ser utilizado. 

3.4 DB"lBRHINACIOK DH PROTBINAS VXRALBS. 

Para determinar la concentraci6n de prote1nas en la muestra 

purificada ya concentrada se emple6 el método de Lowry-Folin 

(1951), con una solución patr6n de albümina sérica bovina al 1%. 



15 

3.5 DBTBCCION DB JIJITICUBRPOS POR DOT-BLISA. 

Para la detecci6n de anticuerpos en los sueros inmunes de las 

especies en estudio se utiliz6 la prueba semicuantitativa DOT 

ELISA. 

Se sensibilizaron discos de 0.4 mm de papel de Nitrocelulosa 

agregando l µl de suspensión viral a cada disco colocado en una 

microplaca de 96 pozos. 

Para la prueba inmunoenzimática (ELISA), los discos sensibi

lizados se bloquearon durante 1 hr con 75 µl de soluci6n PBS-

1eche descremada al St, ( soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 

7.2 que consta de 8 g de NaCl, 0.2 gr KCl, 1.15 gr PO,HNa, 0.2 

qr PO.~K y 1000 ml de agua desionizada), se realizaron 3 lavados 

con soluci6n PBS-Tween 80, después se agregaron 50 µl de suero 

diluido en una proporci6n 1!20 en soluci6n PBS-leche descremada al 

1% y se incub6 durante 1 hr, se realizaron nuevamente 3 lavados con 

PBS-TWeen, se agregaron SO µl de1 conjugado antiespecie peroxidasa 

(Siqma) correspondiente, los conjugados se diluyeron en solución 

PBS-leche descremada al 1% en proporci6n 1:200. Se incubó durante 

1 hr, se realizaron nuevamente 3 lavados y por dltimo se revel6 

con soluci6n de Alfa-Cloro-Naftol ( 30 mg alfa cloro naftol, 10 ml 

de metanol, 50 ml de PBS y 50 µl de agua oxigenada). 

Los discos positivos se tineron de color lila loe cuales se 

compararon con testigos positivos y negativos. Los testigos 

negativos fueron sueros de animales no inmunizados y los positivos 

fueron sueros de cuyos que hab1an dado resultados positivos por la 

prueba de seroneutralizaci6n. 
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3.c.- DIDltJ)fOELBCTROTllllllS~BRE!ICrA. 

3.6.l. Bleotrof'oreaia. 

La obtenci6n de las fracciones protéicas de la cepa del virus 

de la rabia purificado se realiz6 por electroforesis de acuerdo al 

sistema de geles discontinuos de poliacrilamida-dodecil sulfato de 

sodio, como lo describe Laemeli (1970). 

Se emple6 una c!mara de dimensiones de 10 x 8 cm, la suspen

si6n viral se coloc6 sobre el gel concentrador en una proporci6n 

de 2.5 µq por cada mm del gel. 

El gel concentrador se prepar6 al 4t de poliacrilamida con 

soluci6n amortiguadora de Tris pH 6.8 (6 q de Tris Base, 560 ml de 

agua bidestilada), y o.3\ sos (dodecil sulfato de sodio al 10\). 

El gel de separaci6n se prepar6 al lOt de poliacrilamida en 

soluci6n amortiguadora de Tris a pH a.a (12.11 g de Tris Base, 100 

ml de agua bidestilada se ajust6 el pH con HCl),y 0.3\ de SOS. 

El corrimiento se efectu6 con una fuente de poder EC-135 

(Apparatus Corporation) utilizando una soluci6n Tris-Glicina como 

amortiguador de corrida pH 8.4 (14.4 gr de glicina, 3 gr de Tris 

base, 10 ml de SOS al 10 % y 1000 ml de agua bidestilada), primero 

a 50 volts hasta que el colorante que sirve de referencia lleg6 al 

gel separador y luego a 100 volts hasta que el colorante lleg6 al 

final del gel de separaci6n. 

La preparaci6n de las muestras se realiz6 mezclando la soluci6n 

digestora (0.125 H Tris, 2\ SOS, 10\ Glicerol, 2.St 2- mercapto 
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etanol y lt de azul de bromofenol) en proporci6n 1: 1 con la 

suspensión viral o con la soluci6n del patr6n de pesos moleculares 

(Siqma). Después de la electroforesis una porción del gel se tift6 

con azul de coomassie (0.6 gr de azul de coomassie, 250 ml de 

metano!, 50 ml de ácido acético glacial y 200 ml de agua bidestila

da) durante 45 min. 

3.&.2.- B1eotrotranarerencia en papel da nitrocelulosa 

La inmunotransferencia en papel nitrocelulosa se realiz6 

mediante el sistema de transferencia descrita por Bowen y Col 

(1980). 

El procedimiento que se siqui6 fue el siguiente: 

En una c6.mara para transferir ( Genia Electrotroforetic 

Blotttcr Schaue) se colocaron los componentes del sistema de 

transferencia en el siguiente orden: 

Electrodo (+) 

fibra Scotch -----------------------------

Papel filtro ------------------------------

Nitrocelulosa 0.22 me-----------------------------
Gel poliacrilamida ------------------------------

Papel filtro -----------------------------

Fibra Scotch ------------------------------

Electrodo (-) 
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Una vez inteqrado el sistema, la c6mara se llen6 con soluci6n 

amortiguadora de trasferencia pH 7. 4 ( so ml de fosfato monobásico 

de sodio 0.2M , 420 ml de de fosfato dibásico de sodio 0.2M y 

4000 ml de aqua bidestilada) verificando que cubriera al sistema. 

la trasferencia se llcv6 a cabo a 6 volts durante 1 hr. 

Para verificar la transferencia de las prote1nas a papel de 

nitrocelulosa se cort6 una tira y se tino con eoluci6n de neqro de 

amida durante 5 min, trascurrido el tiempo se lav6 con agua 

destilada a chorro y se trat6 con soluci6n destef\idora 

metanol, 2 ml acido acético, 9 ml aqua destilada). 

(9 ml 

3. 11. 3. - J:c1an.tifiaaoi6n 4• 1aa fraaaiones prot6ica• vira1•• pox 

inaWlo •n•a:ro ensiútioo (BLl:BA) • 

Una vez que se lOC;Jr6 una eficiente transferencia se realiz6 

la detecci6n da las prote1nas virales en el papel de nitrocelulosa 

utilizando los sueros inmunes de las especies que resultaron 

positivas en la prueba DOT-EL~SA. 

Después de la transferencia se cortaron tiras de 

nitrocelulosa de 4 mm de ancho, el ensayo inmunoenzim6tico se 

realiz6 colocando cada tira en un tubo de ensayo y siguiendo los 

mismos pasos descritos para la prueba DOT-ELISA. 
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4 

JlBSULftDOS 

4 .1. DBTERKXllACJ:Oll DB PROTBJ:HAll VJ:Rl\.LBS • 

De una cantidad de 2500 ml de monoestrato celular BHK-21, se 

concentraron hasta un volumen de 2.2s ml. 

En el cuadro y en la f iqura No. 1 se observan los resultados 

de la curva patr6n de prote1nas, as! como la concentraci6n de 

proteínas virales encontradas en una muestra de o.os ml de 

concentrado viral diluido 1: 10, la suspensión viral tuvo una 

concentraciOn de 172.8 µg/ml. 

4.2. DBTBRXJ:llACJ:Oll DB AJITICDBRPOB POR DOT BLJ:SA. 

En el cuadro y en la figura No. 2 se muestran los resultados 

de las pruebas de DOT ELISA realizadas con los sueros de cuyos 

inmunizados con las cepas ERA, CVS y Pitman Moore. Se tuvo una 

respuesta positiva en todos los sueros, sin embargo esta se ve más 

marcada en los sueros de los animales inmunizados con la cepa ERA 

en relaci6n con la respuesta que dan Pitman Moore y cvs, por otro 
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lado el testigo no inmunizado y un disco que ten1a albQ.mina sérica 

bovina dieron los resultados negativos esperados. 

El cuadro y la figura No. 3 muestran los resultados de las 

pruebas DOT ELISA realizadas con los sueros de las diferentes 

especies inmunizados con las cepas CVS y Pitman Moore. Se observa 

que todos los sueros de cuyos probados resultaron positivos, los 

sueros de pollo dieron un resultado positivo muy intenso y todos 

loo sueros de pato dieron resultados negativos En todos los 

casos se emple6 el suero de un animal no inmunizado como control 

negativo, en el caso del suero del pollo el control negativo.di6 

un resultado positivo con una muy baja intenoidad. En el cuadro 

No.4 se resumen los resultados de la prueba DOT ELISA obtenidos en 

los sueros estudiados. 

4 • 3. OBTBllCJ:Oll DB LA l'RACCJ:O!IEB VJ:RALBB POR BLBCTllOFORBBJ:B. 

El cuadro No. 5 muestra los valores de movilidad relativa 

(Rf) de las proteínas con pesos moleculares conocidos. La curva 

patr6n de pesos moleculares se muestra en la figura No.4, ( 

coeficiente de determinaci6n r m 0.99). En la figura No. 5 se 

pueden observar las 6 diferentes bandas de las proteínas que 

integran el patr6n de pesos moleculares. 

El virus se precipit6 con acetato de Zn y posteriormente se 

elimin6 el exceso de albümina por precipitaci6n con sulfato de 

amonio, la figura No. 6 muestran los corrimientos 

electroforéticos de la muestra antes y después de la precipitaci6n 
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con sulfato de amonio, y se puede observar como después de 

eliminar la albtlmina se ven más diferenciadas las bandas de las 

prote1nas virales co~ pesos moleculares cercanos a la albei?nina. 

En el cuadro No. 6 se observan los P. K de las bandas del 

extracto viral obtenidas por tinci6n con azul de coomasie, tres de 

ellas coinciden en P.M con proteinas del virus de la rabia que 

serian la qlicoprote1na con 67 kda, la proteína M con un peso 

molecular de 26 kda y la protoina N con un peso molecular de 55.5 

Kda. 

4. 4. Tl!AJISPERl!!ICXA A PAPBL JfJ:TROCBLULOBA. 

Se realizaron ensayos de transferencias de prote!nas del gel 

de acrilamida a papel de nitrocelulosa obteniéndose tanto las 

bandas de la muestra viral como el del patr6n de pesca moleculares, 

se puede observar una copia idéntica del gel de poliacrilamida en 

la nitrocelulosa , se emple6 la técnica de tinci6n de negro de 

a~ido para proteínas con la cual se observ6 una buena resoluci6n 

(Figura No. 7). 

4.5. DBTBCCJ:Oll Dll LAS FRACCJ:ONBS PROTBICAB DBL VJ:ROS. 

Transferidas las fracciones proteicas del virus a nitrocelu

losa, se llev6 a cabo la detección de estas por ELISA, para esto 

se hicieron reaccionar con los sueros de cuyos y pollos cuya 
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respuesta fué positiva en la prueba DOT ELiSA. 

Los resultados de las fracciones detectadas por los 

diferentes sueros de cuyos inmunizados con las cepas ERA, cvs y 

Pitman Hoore se observan en la tiqura No. 8, a.si como los P.M. 

corre~pondientes a cada banda, los sueros de animales inmunizados 

con ERA reconocen las bandao de P.M de 120,107,80,67 55 y 26 Kda. 

mientras que los sueros de animales inmunizados con CVS reconocen 

las bandas de P.M 107,67,55,39 Y 26 Kda. y los animales 

inmunizados con Pitman Moore reconocen las bandas de pesos 

moleculares de 107, 67,55,26 Kda. La figura No. 9 muestra la 

respuesta de los sueros de los pollos, en esta 0.ltima se puede 

observar una respuesta inespec1fica que no permite determinar las 

bandas. 

Debido a esta inespecificidad se realiz6 una prueba indirecta 

que consistió en incubar las tiras de nitrocelulosa que conten1an 

los ant1genos virales, primero con los sueros de los pollos 

inmunizados con las cepas cvs y Pitman Moore y posteriormente con 

el suero de unos de los cuyos inmunizados.. Se revel6 con el 

conjugado anticuyo-peroxidasa. 

En la figura No.10 se observa que la inespecificidad es 

eliminada con la técnica descrita, a la vez se puede ver que 

existe una respuesta hacia algunas bandas. El suero de pollo 

inmunizado con la cepa Pitman Moore no bloque6 las bandas de P.M 

de 107,67,55 y 26 Kda, mientras quo el suero de pollo inmunizado 

con la cepa CVS bloque6 la detección de la banda de 67 :Kda por el 

suero de cuyo. 
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CUADRO RO. 1 

Valores para la curva patr6n de prote1nas. Absorbancia a una 
longitud de onda de 765 nm. 

concentraci6n de alb<lmina Absorbancia 
(mq) 

0.04 0.024 
0.06 0.036 
o.os 0,050 
0.10 0.064 
0.12 o.oso 
0.20 0.130 

Muestra 0.019 0.011 
viral 0.021 0.012 
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FIGURA 1 
CURVA PATRON DE PROTEINAS 

La curva ae elaboro con baea en loa datoa del cuadro no. 1 

0,05 0,1 0,15 0,2 
Concentración de protelnas (mg/ml) 

-+-muestra 

l.oa datos experimentales fueron ajusta
dos con un anAllals de regresión lineal 

(b•0.66 mg/ml, a•·0.0017mg/ml, r•0.999) 
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CUADRO IJIO. 2 

Resultados de la prueba DOT-ELISA aplicada a los sueros de los 
cuyos inmunizados con la vacuna indicada. La intensidad de la 
respuesta se indica con el· nümero de +. El antigeno fue la 
suspensi6n viral purificada y concentrada de la cepa Roxane. 

Pozo• Vacuna :tntensidad 

A 1-2 ERA +++ 
B 1-2 ERA +++ 
e 1-2 cvs ++ 
D 1-2 cvs ++ 
E 1-2 cvs + 
F 1-2 cvs + 
G 1-2 CONTROL (-) -
A 4-5 ERA +++ 
B 4-5 cvs ++ 
e 4-5 PITMAN MOORE +++ 
D 4-5 cvs ++ 
E 4-5 ERA ++ 
F 4-5 cvs +++ 
G 4-5 cvs ++ 
H 4-5 ALBUMINA -

• Lccalizaci6n en 111. placa da 96 pozos mostrada en la figura No. 2. 



FIGURA NO 2 

Resultados de la prueba DOT-ELISA hecha con los 
sueros de los cuyos inmunizados con las cepas ERA, 
cvs y Pitman Meare. 
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CllADRO HO. 3 

Resultados de la prueba DOT-ELISA realizada con los sueros 
inmunes de cuyos, pollos y patos. 

Especie Pozo vacuna Intensidad 

CUYO A 1-2 cvs + 
B 1-2 cvs + 
e 1-2 cvs + 
D 1-2 cvs + 
E 1-2 PITMAN MOORE ++ 
F 1-2 PITMAH MOORE +++ 
G 1-2 PITMAN MOORE ++ 
H 1-2 PITMAH MOORE ++ 

A 10-11 CONTROL (+) ++ 
G 10-11 CONTROL (-) -

POLLO A 4-5 cvs +++ 
B 4-5 cvs +++ 
c 4-5 cvs +++ 
D 4-5 cvs +++ 
E 4-5 PITMAH MOORE +++ 
F 4-5 PITMAH MOORE +++ 
G 4-5 PITMAH MOORE +++ 
H 4-5 PITMAH MOORE +++ 
F 7-8 PITMAH MOORE +++ 
G 7-8 PITMAH MOORE +++ 

H 10-ll CONTROL (-) ++ 

PATO A 7-8 cvs -
B 7-8 cvs -
c 1-8 PITMAH MOORE -
D 7-8 PITMAH MOORE -
E 7-8 PITMAH MOORE -

F 10-11 CONTROL (-) -



FIGURA NO. 3 

Prueba DOT-ELISA realizada con los sueros de cuyo 
(carriles 1 y 2), de pollo (carriles 4 y 5) y pato 
(carriles 7 y 8). El ant1geno utilizado fue la 
suspensión de la _cepa Roxane. 
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CllJl\DRO HO. 4 

Resumen de los resultados de los cuadros Nos. 2 y 3. 

Especie Cepa No. de No. de 
sueros sueros 
probados positivos 

cuyo ERA 4 4 

cuyo cvs 12 12 

cuyo Pitman More 5 5 

Gallina dom. cvs 4 4 

Gallina dom. Pitman Moore 4 4 

Pato cvs 4 o 
Pato Pitman Moore 4 o 
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cuadro no.5 

Movilidades relativas (KR) obtenidas por electroforesis de las 
prote1nas patr6n para la elaboraci6n de la curva estándar de 
pesos moleculares. 

Prote1na P.M. Log P.M. MR 

Fosf orilasa 94 000 4.9731 0.1428 
Albtlmina 67 000 4.8260 0.2380 
ovalbtlmina 43 ººº 4.6334 0.4285 
Anhidrasa Carb6nica 30 000 4.4771 0.5952 
Inbibidor Tripsina 20 100 4.3031 0.8333 
Lactoalb1lmina 14 400 4.1583 1.0000 
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FIGURA 4 31 

CURVA PATRON DE PESOS MOLECULARES 

o 

La ourva ae el11bor6 con bale en loa datoa del cuadro no. 5 

0,2 0,4 0,6 0,8 
Rf (Coeficiente de reparto) 

Loa 'datoa experimentales fueron ajueta
doa con un an6.llala de regrenlOn lineal 
(b•-0.92 cm/kDal, a•6.06 cm, r•0.99) 

1,2 
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FIGURA NO. 5 

Corrimiento electroforético efectuado con el patrón 
de pesos moleculares, se observan las seis bandas de 
las prote1nas de referencia y se indican sus pesos 
moleculares. 
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FIGURA NO. 6 

Electroforesis efectuada con la cepa Roxane del 
viirus de la rabia: 
l. Patrón de pesos moleculares 
2. Concentrado viral por precipitación con acetato de 
zinc y sulfato de amonio. 
3. Concentrado viral por precipitación con acetato de 
cinc. 
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CUADRO JIO. 6 

Pesos moleculares de las bandas de la suspensi6n viral 
encontradas por interpolaci6n de los valores de movilidad 
relativa en la curva estAndar. 

HR P.M. 

0.0476 103462 
0.2449 68098 
0.2547 66698° 
0.3530 54148° 
0.6190 30820 
0.6904 26491° 
0.9118 16571 
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FIGURA NO. 7 

Electrotransferencia a papel de nitrocelulosa de las 
proteinas de la suspensión viral (1) y del patrón de 
pesos moleculares (2), revelada por tinción con negro 
de amida. 
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FIGURA NO. B 

Proteinas de la suspensión viral que reaccionaron con 
los sueros inmunes de los cuyos en la prueba de 
inmune electrotransferencia. 
A suero de cuyo inmunizado con ERA 
B - suero de cuyo inmunizado con CVS 
e suero de cuyo inmunizado con CVS 
D suero de cuyo inmunizado con Pitman Moore 
E suero de cuyo control negativo 
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FIGURA NO. 9 

Resultados de la prueba ELISA hecha con los sueros de 
los pollos inmunizados con las cepas CVS y Pitman 
Meare y las proteínas de la cepa Roxane transferidas 
a la nitrocelulosa. 
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FIGURA NO. 10 

Proteínas de la suspensión viral que reaccionaron con 
los sueros inmunes de los pollos. Para esta prueba se 
utilizó el método indirecto descrito anteriormente. 

A - cuyo inmunizado con CVS 
B - Pollo inmunizado con Pitman Moore 
e - Pollo inmunizado con cvs 
D - cuyo inmunizado con Pitman Meare 
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La existencia de varias cepas del virus de la rabia ha 

causado gran interes debido ha que ha dado un nuevo enfoque a los 

estudios epidemio16qicos e inmuno-patol6gicos de esta antigua 

enfermedad. La variabilidad antigénica de las cepas del virus de 

la rabia fue puesta en evidencia mediante el empleo de los anti 

cuerpos monoclonales (AM). Estos reactivos altamente especificas 

y sensibles se han usado ampliamente en el estudio del virus de la 

rabia. Dietzchold y col (1987) utilizaron los AH para investigar el 

mecanismo de la neutralización del virus de la rabia, Lafon y col 

(1987) estudiaron la actividad antiviral de los AM dirigidos 

contra la nucleocá.pside y la prote1na NS del vir:us de la rabia, 

Llodmell y EWalt (1987) estudiaron la inhibici6n de la 

diseminación del virus in vitre con .AM antiglicoproteina. Los 

ejemplos citados son solo algunos de los problemas que han podido 

ser atacados gracias a la disponibilidad de los AM. 

Con el. fin de encontrar un suero policlonal que pudiera tener 

las propiedades de especificidad y sensibilidad de un AM se 

estudi6 la respUesta inmune contra el virus de la rabia de especies 

no susceptibles y no in•.rolucradas en la epidemiolog1a de esta 

enfermedad, en este trabajo se inmunizaron pollos, patos y cuyos, 

estos dltimos uti1izados como referencia. 
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En un trabajo precedente se estudi6 comparativamente la 

producción de anticuerpos contra el virus de la rabia en cuyos y 

po1los clasificados en dos grupos uno de ellos fue inmunizado con 

una vacuna inactivada (tipo Fuenzalida, cepa CVS) y el otro con 

una cepa viva atenuada (ERA) • La presencia de anticuerpos anti

rabia se puso en evidencia por pruebas de seroneutralizaci6n y se 

estudió la capacidad de los sueros para neutralizar a tres cepas 

del virus la cepa ERA, la cepa CVS y la cepa Roxane. Se encontr6 

que el suero de los pollos inmunizados con las cepas CVS y ERA 

fueron capaces de neutralizar a la cepa Roxane, sin embargo, el 

t1tulo de anticuerpos proMedio fue mucho mas bajo para los inmu 

nizados con la cepa ERA que los inaunizados con CVS, por otro lado 

los t1tulos de anticuerpos neutralizantes fueron mucho mas bajos 

para los pollos que para los cuy~s, los cuales reaccionaron 

indistintamente contra todas las cepas (Espejel, 1990). 

En el presente trabajo , se emplearon la cepas Pitman Moore 

(atenuada) y la cepa cepa cvs (vacuna inactivada·tipo Fuenzalida) 

para inmunizar a pollos, patos y cuyos. Se utiliz6 1a prueba 

DOT-ELISA en vez de la seroneutra1izaci6n para determinar la 

presencia de anticuerpos contra el virus de la rabia, pues ofrece 

las ventajas de la rapidez, sencillez y ahorro de reactivos. La 

cepa Roxane purificada por precipitaci6n con acetato de zinc se 

utiliz6 como.antigeno para la prueba, con la purificaci6n se trat6 

de eliminar a los ant1genos provenientes del cultivo celular donde 

se replic6 el virus , que pudieran interferir con los resultados. 

Con la prueba Dot ELISA los sueros de todos los pollos as1 
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como los de todos los cuyos dieron resultados positivos, mientras 

que los sueros de patos dieron todos resultados negativos. Se 

observ6 que la coloro.ci6n con los sueros de los pollos fue muy 

intensa y hasta en el control negativo se observó una ligera 

reacción positiva indicando cierta inespecificidad en la t'cnica. 

Posteriormente se realizó una inmunotransferencia para 

identificar hacia que fracci6n antig~nica del virus estaban 

dirigidos los anticuerpos de los sueros que resultaron positivos 

en la prueba OOT-ELISA. Los sueros de los cuyos independientemente 

de la cepa utilizada en la inmunización reaccionaron con las cinco 

fracciones proteicas del virus como se puede observar en la figura 

s. 
Con los sueros de los pollos una vez mas se obtuvo una 

reacci6n altamente inespec1fica ya que no se pudieron distinguir 

las bandas hacia las cuales estaba reaccionando el suero. Con el 

control negativo, en el que se utiliz6 el suero de un pollo que no 

estaba inmunizado, también se tift6 completamente la tira de 

nitrocelulosa (figura No. 9). se pens6 que la inespecificidad del 

suero de pollo podia deberse a una cierta afinidad del suero de 

pollo hacia la sustancia bloqueadora (solución de leche des 

cremada), sin embargo al cambiar a una soluci6n bloqueadora de 

PBS-TWEENSO se obtuvo la misma inespecificidad, por lo que se opt6 

por realizar una prueba indirecta en la que se elaboró un sistema 

de capas en el orden suero de pollo-suero de cuyo-conjugado 

anticuyo-peroxidasa en donde las bandas que se revelan están dadas 

por la reacci6n del suero de cuyo, las bandas bloqueadas por los 
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anticuerpos en el suero de pollo no se revelan. LOS resultados de 

esta prueba indicaron que los sueros de los pollos inmunizados con 

la cepa CVS reaccionaron con la banda correspondiente en peso 

molecular a la qlicoprote1na del virus de la rabia mientras que 

los sueros de los pollos vacunados con la cepa atenuada no 

reaccionaron con ninguna de las fracciones del virus. 

La poca o nula respuesta de los pollos y los patos puede 

deberse a que al no ser ausceptibles a la inf ecci6n , no tienen 

receptores para el virus que retarden su dispersión y estimulen la 

secresi6n de los factores que atraen a los macrofagos. Es 

importante notar que los pollos inmunizados con la vacuna inacti

vada por lo menos respondieron hacia la glicoproteina, mientras 

que con la vacuna atenuada ERA no se obtuvo respuesta en ninguna 

de las dos especies , esto se puede explicar por el hecho de que 

la respuesta hacia una vacuna viva dependen de la replicaci6n 

del agente en el anima1 inmunizado lo cual no va a ocurrir en las 

especies no susceptibles. Es poco probable que el repertorio de 

anticuerpos de espeqies como las aves estudiadas no contenga las 

clonas para responder hacia los ant1genos del virus de la rabia, 

por lo que antes que concluir que no tienen la informaci6n genética 

para montar esta respuesta se sugiere tratar de obtener anticuerpos 

contra el virus variando otros factores que se sabe tambilm 

influyen en la respuesta inmune como son: aumentar la concentraci6n 

de ant1geno, probar diferentes adyuvantes y comparar las diferentes 

v1as de irununizaci6n (Allen, P.M., 1987; Rosenthal, A.S. 1978). 

En el presente estudio solo se evalu6 la capacidad de rece-
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nocer los ant1qenos de la cepa roxane, en la continuaci6n de este 

trabajo se determinará si los sueros de pollo que reaccionaron con 

la glicoprote1na de la cepa Roxane reaccionan con la glicoprote1na 

de otras cepas del virus. 
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COllCLUBJ:OllBS 

1.- La purificaci6n por precipitaci6n con acetato de zinc y sulfato 

de amonio permitio una mejor separaci6n e identif icaci6n de las 

proteinas virales en la electroforesis. 

2. En las condiciones utilizadas los patos no responden a 

la inmunizaci6n con el virus de la rabia independientemente de la 

cepa utilizada. 

3. Todos los sueros de cuyo reconocen a la glicoprote1na (G) de 67 

Kda, a la Nucleoprote1ria (N) de 55.5 Kda y a la prote1na de la 

membrana(M) de 26 Kda, independientemente de la cepa utilizada 

para la inmunizaci6n. Los sueros de las cuyos inmunizados con las 

vacunas ERA y Pitman Moore además reconocen. a la polimerasa ( 

prote1na L) de 185 Kda. 

4. Los sueros de pollo dan una roacci6n altamente inespec1fica en 

la prueba DOT ELXSA e inmunoelectrotransferencia. 

s. Los pollos inmunizados con la cepa CVS produjeron anticuerpos 

contra la glicoprote1na de la cepa Roxane del virus de la rabia. 
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