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RESUMEN .

Sa realizaron cultivos celulares de la linea comercial Swine
Kidney Line (SKL), posteriormente se llevaron acabo los cultivos
del virus Herpes virus bovino tipo 1 (BHV-1).

Al mismo tiempo se realizaron inmunizaciones para la obtencién
de sueros hiperinmunes anti~IBR, primeramente a un caprino,
posteriormente a dos grupos de conejos, utilizando diferentes
calendarios de inmunizacién; para la obtencién de sueros de bovino
é3tos se recolectaron de animales con altos titulos de anticuerpos
diagnosticados por medio de la prueba comercial ELIVET. Los sueros
fueron titulados por medio de las pruebas de sueronsutralizacién,
ELISA indirecta en el caso de los conejos.

También se recolectaron lavados nasales y semen de bovino
libres del virus, ' .

Primeramente se llevd acabo la estandarizacién de la prueba
utilizando el método de ELISA indirecta de “sandwich”, optimizando
las concentraciones del anticuerpo de captura, del antigeno, - del
anticuerpo de identificacién y del conjugado.

La estandarizacién de 1la prueba se desarrollé para“lé
deteccién del virus - en - semen 'y lavado nasal,» realizadndose
diluciones dobles y decimales. : : o '

En base a los resultados que se obtuvieron es este trabajo, 88
concluye que la prueba presenta una sens1bilidad de’ 10‘TCIDW_[qi,,
no se encontré diferencia en cuanto a la c&pﬁdcibn del virus,yquéa ‘

en lavado nasal o semen de bpviho, ‘existiendo un #hdidé fde i o

correlacién del 0.94,
El método do  ELISA en la actualxdad es muy ﬂt11 en el

diagnéstico de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, ya que tione un f :‘
alto grado de seguridad por su especiticidad y sensibilidad, ademaa  1

do que es fdcil de realizar y tenemos la posxbilidnd de emitif unf
diagnéstico rdpido. ‘ ,




CAPITULO I.- INTRODUCCION.

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, cominmente conocida
pos sus siglas en inglés como IBR ( Infectious Bovine
Rhinotracheitis), es una enfermedad infecciosa que tiende a
asociarse cominmente a problemas respiratorios y reproductivos de

los bovinos.
1,- Antecedentes de la enfermedad.

Los primeros datos referentes a la IBR correspondieron a un
caso ocurrido en ganado lechero de California EUA en 1954 (8).
En su forma respiratoria se atribuyé que era causada por un
virus; en su forma reprodictiva conocida como vulvovaginitis
pustular, el problema fue descrito desde hace mds da un siglo y en
1920 se consideraba que el agente causal era un microrganismo del
grupo de gérmenes causantes de la Psitacosis Linfogranuloma Venéreo

{25).

Posteriormente, cuando se hicieron estudios de inmunidad
cruzada, se demostré que el virus de ISR era similar al virus deila
Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (IVP) (8), y de - la
balanopostitis en toio; {9).

En México los primeros brotes de IBR'aparecieron en 1os aﬂosy

sesentas, a partzr de las importaciones masivas de qanado bovxno“_ o

lechero.  Esta enfermedad la reportaron por ptimera vez ‘fen:\‘

nuestro pais Ruiz y Cuevas en 1971 como causante de aborto (31) Yy ,‘“.

en 1974 Correa reporta que de 47 sueros de bovinos obtonidos en el -
Distrito Federal, Estado de México y Yucatdn el 31 5% tueron', 
positives ‘a IBR por la prueba de sueroneutrali:acibn,_.23§i-‘
sospechosos y 39,5% negativos (9). S




2,- Distribucién geogrifica.

La distribucién de esta enfermedad, es en la actualidad
probablemente universal, se ha encontrado en los cinco continentes,
con una incidencia variable. 8o ha reportado en Estados Unidos,
algunos paises de Sudamérica como en Chile con una incidencia del

47.2% por prueba de sueroneutralizacién (16).

En Argentina se le reportd en semen congelado y fatos
abortados (13},

S5e le encontré con una incidencia variable en Nueva Zalanda.

con un 48,7% en ganado de carne y 6.2% en vacas lecheras (30).

En Australia, Gran Bretafia, Sudamérica, Zimbabwe, Japén' y
otros paises de Europa también ha sido reportédg (6). k

En Francia se reportd un 7.2% de animales positivos a IBR en

diferentes ranchos estudiados.

' Un estudio realizado en la Indza repoxto antzcuerpos contra, 5 .
IBR en ganado indigena, bufalos y ganado cruzado, tanto en. anxnales g
sanos, con enfermedad respiratorla 0. en abortos, con titulos de’:"

hemaglutinacién indirecta de 1:8 a I1: 1024 (33),

En un estudio realizado en México) de ‘19 ebtédbs' de'fla 71” ‘
repiblica y reportéda en 1983, se encontré ‘que de 158 da 277,ff ey
cabezas de ganado lechero (57%) y de 601 de 1154 de ganado de carnef;xx»‘ 
(528) eran positivos & IBR (36),  El Instituto Nncional de
Invaatigacionea Pecuarias y la Direccién Nacional de Salud Aninal;i *
-realizaron un estudio seroléqico, fueron tomadas un total de. 2209*ff'”




muestras de todo el pais, esto dio como resultado que IBR afecta en
diferentes grados a la ganaderia lechera siendo la comarca lagunera
la zona de mayor porcentaje de reactores positives con un 84% y
Tulancingo Hidalgo la de menor con un 19%; en ganado productor do
carne el estado de Puebla mostrd mayor porcentaje de reactores
positivos con un 70.1% y al estado de Durango correspondid en menor
porcentaje con un 20.7% (39). Vilchis M. Reporté en 1985, que en
ganado productor de leche de 354 muestras 11.8% tuvieron un titulo
de 1:4, el 7.2% tuvieron un titulo de 1:8, el 8.3% tuvieron un
titulo de 1:16; en ganado productor de carne de 1722 muestras el
51,9% fueron negativos, en 12.1% tuvieron un titulo de 1:2, 18.3%
tuvieron un titulo de 1:4 y el 6.2% tuvieron un t{tulo de 1:16
(39).

3.- Etiologia.

Esta enfermedad es producida. por un virus de  1la familia
Herpesviridae, que pertenece a la subfamilia Adphaherpesviridag,
llamado Herpes virus bovino tipo 1 (BHV-1l) (6, 18), - '

4.~ Caracteristicas del virus,

‘Los virus maduros observados al microscopio electrénico nideﬁ‘
de 130 a 180 nandmetros (nm). Algunos presentan una menbpané‘ddble'
(8) . Su composicién quimica sugiere que se trata de un Vifué,écido"w
desoxirribonucleico (DNA) lineal en doble cordén (18). Po;gé?.;

simetria icosahédrica; una envoltura lo reviste el,-nﬁcléo' y,ila '7‘

segunda envoltura reviste el citoplasma. £n el curso- del ciclo de

replica salen visiones con capacidad infectante de 'las'bcéluiés
hospedadoras (18). .




El virus de IBR se puede reproducir en cultivos celulares
proparados a partir de una gran variedad de tejidos de bovinos,
incluyendo rifiones, piel embrionaria, glindulas adrenales, timo,
glédndula tiroides, pincreas, testiculo, pulmén 'y ndédulos
linfdticos; tambié4n se multiplica en rifiones y testiculo de
cordero, rifibn de cabra, cerdo, caballo y conejo; en testiculo y
bazo de conejo; asi como en células amnidticas de humano (8). Las
lineas celulares comerciales que mds se utilizan para su
replicaci6n son MDBK y SKL (26, 35),

5.- Especies susceptibles.

Todos los bovinos de cualquier edad y raza son susceptibles,
la enfarmedad ocurre naturalmente en animales que en su mayoria han
cumplido 6 meses de edad (18). Otros animales como - borregos,
caballos, cuyos, ratones, perros y gatos son refractnfios. En
caballos, cabras, borregos y principalmente conejos se puede

astimular la respuesta de anticuerpos (9,22). Un estudio reportado -
en la India se encontraron anticuerpos contra IBR en ganado
cruzado, ganado indigena y bafalos (33), Hallaiqoa de . que 105’
cerdos, cabras y posiblemente los venados puedan eﬁ-r;baa bcaéidhgs,,
sufrir infecciones naturales por el virua,? indi¢ah _que “los
conceptos actuales de. ‘epiiootiologia de . IBR Cen bovinos,‘

probablemente tengan que ser modificados (8).

6,~ Transmisién.

El virus de. IBR invade -al organismo de 1§s'hov1nos,a tiaVQS g
del tracto respiratorio o genital (8,3). La forma respiratoria se
transpite mediante la exposicién  a aerosoles,-'aiudgdb n@si;'fy ‘
posiblemente descargas vaginales (6).. . La forma éénitdl .637 de




origen venéreo. la infeccién también puede ser transmitida al
ganado susceptible por utilizacién de guantes, espéculos o camas
contaminadas (8).

El virus puade persistir en  animales recuperades y ser
eliminado intermitentemente hasta por 17 meses despuds de la
infeccién, pudiendo permanecer latente indefinidamente después de
la infeccién natural (6). Algunos animales portadores sanos,
periédicamente sufren exacerbacién de la enfermedad, con excrecién
del wvirus (8). La introduccion de animales nuevos a un hato

procede con frecuencia a un brote (6).

7.~ Patogenia.

Es sumamente impdrtante la patogenia de @sta enfermadad, ‘ rio
obstante que aun hay nmuchos aspectos que no han sido estudiados a
fondo (8). . El virus ha sido aislado a partir de exud};‘dos‘
respiratorios (8, 10), exudados oculares (8), exudados ptepuc’iales
(8, 37}, exudados vaginales (38), semen (13, '29)',' fetos 'a'borytayd‘o’rs
(13), heces de bovino y la leche de una vaca con mastitis (8).

En la fase respirato,ria, el virus se multiplica en cavldzici’es~‘
nasales y vias respiratorias superioras, este ocasiona que se‘
presente pérdida extensa de cilios en la tr&quea El virua causa
grados variables de entermedad pulmonar obsttuctiva, pudiendofv'

llegar a una neumonia grave y mortal. la propagacién a partir deﬁj‘j e
las cavidades nasales hacia tejidos. oculares probablemnte ocuu:e a:” :

partir de los conduct:os 1agzimales y causa conjuntivitis (3) i




Puede ocurrir propagacién a partir de la mucosa nasal a través
del nervio trigémino periférico hacia el ganglio del trigémino, lo

gue causa una encefalitis no superlativa (3).

Al presentarae la viremia el virus es transportado por los
leucocitos periféricos hacia la placenta y este debe de cruzar
hacia el feto para qua se presente el ahorto, ya sea dirsctamente a
través de la circulacién fetal o indirectamente a través de 1la
placenta y del fluido amnidtico. La reclinacién del virus en el
feto da por resultado que muera en 1 ~ 3 dias y sea expulsado entre

los 2 y 7 dias siquientes (8, 3).

8.~ Signos clinicos.

La enfermedad se puede presentar afectando diferentes partes

del organismo como: el aparato respiratorio, aparato reproductor,

aparato digestive, provocar conjuntivitis o encafalitis,

a) Forma respiratoria.

Desde el punto de vista econdmico este cuadro. .y el
reproductivo posiblemente sean los mis importantes 8y,

Este cuadro generalmente ocurre en c¢prﬁles de engordag d§h4é;,,  .
se rednen animales do diferentes procedencias (8). pueda habéz’ué'
1 a 3% de mortalidad, Se presenta anorexia, fiebre hasta de 42° ¢,
hiperemia intensa de la mucosa bucal y nasal, con cnmulos gtisﬂceos‘f
de necrosis en la nucosa del tabique nasal, secrecicn serosa ocular'
y nasal, sialorrea, baja la produccién lactea. El curso es de 1 a.
10 dias, pudiendo ser variables (8, 3, 10)}. Se puede presentgri_

-~




aborto aproximadamente a la 4ta a Ova. Semana post-infeccién
respiratoria (8).

b} Forma ocular.

Puede presentarse con reaccién sistémica respiratoria o sin
aella; obsérvamos inflamacién de la conjuntiva palmeral y membrana
nictitante, edema bajo de la conjuntiva, exudado ocular, exudado
nasal seroso torndndose mucopurulento, cérnea opaca y queratitis
secundaria a la conjuntivitis con o sin ulceracién (8, 3).

c) Forma genital en hembras,

¢ Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (IVP). Tambidn. se le conoce
como Exantema Vesicular Coital.  Se observa elevacién de la cola,
miccién frecuente, edema, exudado sanguinolento y pustulas en la
vulva, - ligera elevacién de temperatura y baja la produceién:
lactea (8, 3).

¢ Endometritis y retencién placentaria. Se ha observado’ que aungue .

muchos animales no abortan si presentan retencién ﬁlaqentaria y
problemas de endometritis subsecuente (15). L

¢ Necrosis del cuerpo liteo. Se realizoé un trabajo conk9anilla3L‘ 
inoculdndoseles virus por diferentes vias, estas vaquillas fueron
sacrificadas y se aislé el virus de ovario;,‘ 1§s ,éuales' 
presentaron lesiones que variaban de necrosis = focal e -
infiltracién con células mononucleares a necrosis y hemorragia
 difusa (39). | = N




d) Forma genital en machos.

o Balanopostitis pustular infecciosa. Se caracteriza por presentar
pistulas e inflamacién en prepucio y pene, ddndole una apariencia
granular a los tejidos afectados, se ha observado aumento de
volumen del escroto sin evidencia de orquitis (8, 41).

¢ Infeccién por semen. Se han encontrado reportes desde 1965, de
que el virus se localiza tanto en semen fresco como en pajillas;
hasta nuestros dias se ha reportadc endometritis, dificultad para
la concepcién y estro corto, lo que va a traer como consecusncia
que nuestros barémetros reproductivos se vean disminuidos (3, 13,
20),

@) Aborto.

Es muy frecusnte qué se presente un sindrome respitatorio pino
o dos meses antes del aborto; puede haber hi,stor.ia .clinica de
vacunacién con vacunas vivas poco atenuadas, en vacas vacm_ia'da's
entre 167 a 232 dias después de la concenpcién (B’)‘.'; Elk‘ aborto
puede presentarse hasta los 90 dias después de. la vacunacién (3).
Se observé placentitis y el feto muestra autblisxs, hepautis focalv :
necrosante y hemorragia necrosante en la corteza renal (8, 3).

f) Forma encefdlica.

Australia la reporta como meninqoencefallus Se- presantu en

animales menores de 6 meses de edad, en los. que hay ataxia,"
depresién, convulsiones, rechinan los diantes y mueren presentando”_

espasmos oplstétonos (8, 15).




9.~ Lesiones macroscépicas y microscépicas,

£n la afeccién de las vias respiratorias altas, las mucosas de
las fosas nasales, laringe y trdquea presentan inflamacién catarral
y a veces difteroide; erosiones y ulceraciones se presentan con
frecuencia en dichas mucosas (18). Puede haber enfisema pulmonar o
bronconeumonia secundaria, pero en su mayor parte los pulmones sé
nmuestran normales (6). Microscépicamente se advierte inflamacién
catarral aguda de 1las mucosas, la invasién bacteriana secundaria

m4s intensa a la que suels seguir bronconeumonia (3).

En terneros muertos en fase aguda de afecclén generalizada
febril con signos respiratorios, las lesiones consisten en anfisema
pulmonar, bronconeumonfia ligera y enrojecimiento y tumefaccién de
las mucosas dei aparato respiratorio. En forma crénica_se ohservan
pulmones con neumonia catarral purulenta ocasionadé‘pot bacterias

{18},

En la meningoencefalitis de - los terneros, se prgseﬁtan,

lesionaes virales tipicas que asientan, 3sobre _todo -en ‘corteza o

cerebral y cdpsula interna (3).

En fotos abortados se presenta autélisis grave o moderada y . .

hepatitis necrosante focal {8, 18, 3).

10.- Diagnéstico,

Para el diagnésﬁigo de IBR es muy importante evaluar FrENE
historia clinica, signos clinicos y obgbrvat;“1a$f dit§t9h;§;f f;;f
lesiones que se presentan en los animales vivos y a la necropsia = !

{8).
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En cuanto al diagnéstico de laboratorio contamos con
diferentes técnicas, algunas con mayor eficacia que otras, entre

aestas tenemos:

a) Inmunofluorecencia.

Esta prueba es mis utilizada a nivel investigacién que a nivel
diagnéstico de rutina. Se utiliza generalmente después del
aislamiento  viral, Emplea  anticuerpos  monoclonales @
inmunofluorecencia, esto la hace ser demasiade cara (8).

b) Hemaglutinacién pasiva,

Esta técnica se utiliza para demostrar elevacién del titulo de

anticuerpos (8). No es muy usada en México,
¢) Inmunodifucioén,

Esta es una técnica que se ha- empleado casi unicamente de

manera experimental (34).

d) Alslamiento viral,

Consiste en aislar el virus de BHV-1 en cultivos celulares, - = .
las muestras provienen de animales anfermos o muertos (8). kEn'iaﬁﬁ"
Gran Bretafla el gobiernc requiere el “examen: de 5emen de toros~“
seropositivos a IBR (11)., S5e emplea cultivos’ primarios de’ c61u1a5 f
de rifién y testiculo de feto de bovino, tanto ‘en semen’ tresco como39'f‘”
semen congelado y en fetos -abortados (13). En. México no existen:,'”
laboratorios particularas que realicen la prueba, solo alqunos del,} §‘"

sactor oficial.
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e) Fijacién del complemento.

Esta técnica es utilizada para demostrar elevacién del titulo
de anticuerpos (8). Un experimento realizado en Rusia, se encontré
que de ésta prueba, preparada con antigeno intracelular, fue mds
especifica y sensitiva que la de suercneutralizacién y difusién en
gel; sin embargo recientemente se ha demostrado que no todos los
antigenos de este virus responden de manera uniforme a ésta prueba
(24},

f) Prueba intradérmica,

Esta es una prueba experimental para detectar animales
reactores positivos a IBR. Esta enfermedad conduce a la formacién
de inmunidad celular inmediata que puede ser detectada,ySe;real;za :
utilizando un antigeno concentrado e imactivado mantenido en R
congelacién (8, 27).  En Costa Rica se realizé un estUdio":' o
comparativo en 162 animales entre- " ésta técnxca Yy la dé T
sueroneutralizacién; su andlisis datermlno :‘QUQ‘ - iéia
intradermorreaccién .del 94% y un valor: de repetibilldad dal 63%{

la prevalencia de anticuerpos por sueroneutrnllzacibn fue del 17 3!]_7=f
(7. ST

g) Sueroneutralizacién.

Esta e3 la técnlca de laboratorlo mAs usada paralféi°“""’“A

- diagndstico y evaluacién de IBR. 'Los sueros remitidoslialf

laboratorio deben de ser enviados io mﬂs rapido posible,yfén
refrigeracién, librea de contaminantea y de hamélisis (8).vi  '



Esta prueba no es muy exacta para diagnésticos individuales,
pero si es recomendable para evaluar hatos (34). Tiene la
desventaja de que necesita un equipo especial en el laboratorio y

adem4s no es muy rdpida,
h) Inmunoensayo enzimdtico (ELISA).

Esta prueba conocida por sus siglas en inglés como ELISA
{Enzime-Linked Immuno Sorbent Assay).. Presenta las caracteristicas
de su alta sensibilidad, alta especificidad, rapidez y economia

{32).

Esta prueba tal como se conoce hoy, comenzé a desarrollarse a
partir de los trabajos de Avrameas y Uriel (1966), que marcaron
antigenos y anticuerpos con enzimas para su uso en técnicas
serolégicas convencionales, Nakane y Pierce (1966) y wic'ker‘y
Avrameas (1969) parcaron anticuerpes con enzimas con el fin de.
localizar antigenos virales en tejidos anim?les. Enguali y Eerlmdn
(1971) describieron un método ELISA, para titular inm‘unoglobulinas :
utilizando tubos de poliestireno. Ruitenberg, Steerenber y Brosi
aplicaron por primera vez en método ELISA en pat‘élogiav animal '(32) .' o

Acttalmente este método se utiliza en numerosos. laboratorios
como método de diagnéstico rutinario asi como en programas de »

investigacién (32).

Este método utiliza anticuerpos conjugados a uhA'énzima’.-_En;:"

estos conjugados el anticuerpo conserva su - capacidad de : uni:On"' '

especifica al antigeno, mientras que la enzima '»es~capa“z de
catalizar una reaccién de ¢xido reduccién, en la cual el sustrato o
un crémogeno se transforma en un producto colotidp. “En este
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sistema el antigeno o el anticuerpo se advorbe a una fase sélida
(micropozos, tubos o perlas de polivinilo o en poliestireno, o bien

papel de celulosa) (12, 19, 32),

Los tipos de ELISA se pueden clasificar en ELISA indirecto,
ELISA directo, ELISA doble “sandwich” de anticuerpos, ELISA

competicién (32).

En cuanto al diagnéstico de IBR, casi todos los reportes
coinciden en que la prueba de ELISA es mis sensible que la de
sueroneutralizacién y es frecuente que se detecten casos positivos

con ELISA que fueron negativos a sueroneutralizacién (4).

La prueba ha sufrido diversas modificaciones con el objeto de
incrementar su exactitud, por ejemplo se ha desarrollado para
deteccidn de BHV-1 como antigeno del ascorbuto nasal, recolectado
de animales infectados, utilizando anticuerpos monoclonales ‘para su
captura y comparado su eficiencia con el aislamiento. viral, en
donde ELISA fue muy superior, por esto se considera como una. buena

prueba para detectar al virus (4},

En otro trabajo se llevé acabo un estudio d‘e: ccmpétacién de 6
reactivos de ELISA, sueroneutralizacién y hemaglutinacién pasiva.
sobre 151 sueros positivos o negativos; el ensayo se referia a la

concordancia y reproductibilidad de las medidas y de su ...

interprestaci6n. Las ocho reacciones estaban de acuerdo en _14.‘1‘!_;- y
de las muestras analizadas. La sueroneuti:alizaqibn' t‘ien‘a' una
desventaja de irregularidad de su reproductib‘i.l,ibdad.g; A
sensibilidad fue igual (51, ' E - e
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Existe la prueba comercial ELIVET (Laboratorios Pronabive), la
cual detecta anticuerpos (2). Pero no existe una prueba comercial
para el diagnéstico rutinario del virus de IBR en donde éste se
pueda detectar, ya sea en semen, exudado nasal o en otro tipo de
muestras; esto crea la necesidad de desarrocllar una prueba
diagnéstica radpida, seqgura, econémica y adem4s ayudarnos en el
control de la enfermedad, auxiliandonos con otra prueba serolégica
para corroborar que el diagnéstico emitido es seguro,

11,- biagnéstico diferencial,

Esta enfermedad debe ser diferenciada con Pasteurelosis
neunénica, Diarrea viral Bovina, Fiebre catarral Maligna, Difteria
de los terneros, Neumonia viral de los terneros, Fiebre de
embarque, Rinitis alérgica, Leptospiresis, Brucelosis e infeccién
por Haemophilus somnus. (8, 18, 3), ‘

12.- Innunidad,

Después de la infeccién, la respuesta inmune est4 dada pbr ios
mecanismos inespecificos humorales y celulares y otros especificos
también humorales y mediados por células (26). R

a) Mecanismos humorales no especificos.

Entre estos tenemos al complemento activado ‘pbr ,1# ‘vii, 8
alterna, pero el mis conocido de ellos es al*intertd#bn‘tipb]Ilok
interferén fibroblistico, este es‘prdeCido por id}hhjor partetde'"fjf‘f *
los leucocitos y de células en cig;tas‘condiciones 40.;hdﬁécipn1(8,'k_:"‘
20. . SR
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b} Mecanismos celulares no especificos,

Los macréfages son células que tienen importancia en la
regulacién de la diseminacién viral, ya que impiden su replicacién,
limitando asi su diseminacién. Los macréfagos de -los bovinos
tienen receptores Fc y pueden intervenir en 1los mecanismos de
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC). Los
macréfagos de origen fetal son mds sensibles al virus de IBR que
los macréfagos procedentes dae bovinos adultos, lo que podria
explicar en parte la variacién de sensibilidad a este virus
dependiendo de la edad de los animales (28).

¢) Mecanismos humorales especificos.

La inmunidad humoral se basa en los anticuerpes de clase IgM e
IgG. Los anticuerpos pueden intervenir en al mepos: 3 mecanismos,
el primero en la destruccién por la accién del anticugrpo y'el
complemento de las células afectadas; el sequndo la citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpos y por Gltimo lafcitot@xicidad
celular dependiente de anticuerpos y ayudado por el complemento

- (28).
d} Mecanismos celulares espécificos.

La inmunidad celular parece tener un papel muy impobtante.én

el control de 1la reactivacién viral; aparece’ antes: qnef,lbsf
anticuerpos puedan ser detectables. Los linfocitos Tjéon;el ejQ de- -
la inmunidad y ejercen su accién antiviral de varias‘ménerésf,y§ﬁ '
sea mediante la liberacién de sustancias‘solubles.6;iint6§in§§ o1a .
través de la citotixiéidad directa de la células intectadhav(ZBf; g
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13.- Control y erradicacién.

Los métodos y vacunas disponibles para el control eficaz de
IBR no han resultado del todo satisfactorios. ILa enfermedad puede
aparecer en forma impredecible en cualquier momento. Por tanto no
se cuenta con una técnica de control completamente confiable, y el
control de padecimiento depende de la adquisicién de inmunidad
después de la exposiclén natural o de las vacunas (3).

Existen actualmente una serie de vacunas en el mercado como
vacunas de virus vivo modificado de aplicacién intramuscular,
vacuna intranasal, vacunas inactivadas, vacunas combinadas tales
como IBR, DVB, PI-3 (8). El uso de cualquier vacuna dependerd de
las caracteristicas del hato (3).

La necesidad de vacunar depende de la incidencia de la
enfermedad en ol 4rea y en ol hato, asi como del desplazamiento de

animales hacia el interior o el exterior (3).

Los toros que se wusan en los centros 'de inseminacién

artificial, presentan un problema especial para al_cbntrol} ya'que*
el virus se encuentra en el semen. Los toros que dan resultados -
positivos en el suero, pueden ser donsideradOSv pottad@ﬁéﬁ Yy
liberadores del virus, se debe de evitar su entradé a é;tos"ﬂ:‘f
centros. No todos los tores que dan resu;tédos nqgativoa quﬂen 
considerarse libres del wvirus, y deben» de: realizérselesv pthebaé B
regulares de aislamiento viral tomando como fmuegtfas 'landds;

prepuciales y semen -(3).
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Los toros que van a ingresar a centros de inseminacién
artificial no deben ser vacunados, asi como los que sSe van a

exportar a paises libres de ésta enfermedad (3).

En algunos paises como Suiza se realizan programas de

erradicacién (1),

En México seria un poco dificil pensar en la erradicacidén si
no es que imposible, aunque existe la . posibilidad teniendo un
panorama real de la situacién de IBR, esto se podria lograr por
medio de la prueba de intradermoreaccidén (8), combinande con otra
prueba como la ELISA directa,

14,- Tratamiento.

Se basa principalmente en controlar infecciones secundarias.
Se usan antibi6ticos, sulfas y ademAs hay que compensar la -

deshidratacién y la inanicién (8).

i
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CAPITULO II.- OBJETIVOS

1.~ Estandarizar una prueba de ELISA directa para la
deteccitn del virus de la Rinotraqueitis Infecciosa

hovina.

2,- Evaluar la utilidad de la prueba para detectar el virus

en lavado nasal y semen de hovino.

CAP{TULO III.- HIPOTESIS

Es posible desarrollar una prueba de ELISA para la_détecc16n1d91  §' Uj

virus de IBR presente en una solucién buffer.dé fosféto;.lavadd‘

nasal y semen .de bovino,
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CAPITULO IV.- MATERIAL Y METODOS

I,~ MATERIAL.

1.- Material biolégico.

a) Linea celular SKL (células de rifién de cerdo)
b) Herpes virus bovino tipo 1 (BHV-1)

c) Conejos adultos

d) Caprino de 5 meses de edad

a) Sueros hiperinmunes anti-IBR de bovino

2.~ Material fisico

a) Botellas de vidrio estériles con tapén de rosca
con un volumen de 25 cm® de capacidad

b) Pipetas de 1, 2,5 y 10 ml. R

c) Vaso de precipitado ' ‘ '

d) Campana de flujo laminar

e) Microscopio

£} Tubos de ensaye estériles de 5 y 10 ml

g) Jeringas desechables insulinicas

h). Jeringas desechables de 5y 10 ml -

i) Equipo y material para el desarrollo de la prueba de : v
ELISA. = T in

¢ Microplacas de titulacién de poliestireno e e {-“ﬂf:"ﬂ

o>Micropipetas de 10, 200 ul ' ' ‘ ‘ ,

¢ Puntillas para micropipetas
¢ Tubos de ensaye
* Papel absorbente

e Estufa para incubécibn




* Lector de ELISA (Metrolab)
3.- Material quimico.

a) Solucién reguladora de carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.6,

catbonato de sodio {J. T. Baker) 1.5 ¢
Bicarbonato de sodio (7., T, Baker) 2,93 g
Agua destilada 1000.00 ml

b} Solucién de grenetina.

Grenet.ina (Sigma Chemical Companyj 0.25 g
Agua destilada ‘ 100 - ‘ml

¢) Solucién de lavado PBS-TWEEN-20 al 0.1%, .|

Solucién PBS 10X 1000 ml
Tween-20 (Sigma Chemical Company) . 1 1-m;'
Agua destilada 800 ml
Agua destilada cbp 1000 nl

Ajustar a pH de 7.0 PR L T Ev«i-%nj.:

- d) Solucién PBS 10X.

Cloruro de sodio (J. T. Baketi 8.00"
Cloruro de potésio'(a. T. Baker) 0,20
Fosfato dcido de sodio (J. T. Baker) 1.4
Fosfato &cido de potasio (J. T. Baker) 0;24_'-
Aqua destilada cbp o 100 m
- Ajustar a pH de 7.0 R
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e) 8Solucién verseno al 0,05%.

Versenato de sodio (EDTA) 0.5 g
Solucién de PBS 10X 50 ml
Agua destilada 950 nl

Ajustar a pH da 7.6

f) Solucién tripsina al 5%.

Solucién de PRS 10X 100 ml
Agua destilada 900 ml
Tripsina 1:250 50 g
Ajustar a pH de 7.8

Rojo de fenol al 1% 0.5 ml

g) Medio esencial minimo 10X (MEM).

MEM M-199 base (Gibco) 9.53 ¢
Agua bidestilada 100 ml e ;

h) Medio de c¢recimiento.

Agua desionizada estéril 90.0
Bicarbonato de sodio (J. T. Baker) 2,0
Penicilina-estreptomicina .10

Suero fetal bovino (Indust:ializadora _ : v
Agropecuaria Nacional §. A, de €. V.) 5.0 ~ml = g
Medio MEM-199 10X . 100 ml ol

n




i) Solucién de penicilina-estreptomicina.

Penicilina g (sal sédica) 1 000 000
Sulfato de estreptomicina 1.0
Agua destilada 10

j) Solucién 4&cido citrico 0.1 M.

Acido citrico (J. T. Baker) 0.210
Agua destilada 100

UI

g
ml

nl

k) Solucién fosfato dibdsico de sodio 0.2 M.

Fosfato dibdsico de sodio (J. T. Baker) 5.36 ¢

Agua destilada 100

1) Solucién reguladora de citratos pi 5.

Acido citrico 0.1 M 24.3
Foafato dibdsico de sodio 0.2 M 25,7
Agua destilada ' 50

m) Solucién de paro.

'Acido‘suifariéo 2 N (J. T. Baker) " 0.52

Agua destilada ‘ 10

nl

nl

‘ml

ml-
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II,- METODOLOGEA PARA LA OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.
1.~ Método para la obtencién del antigeno,

Para la obtencién del virus, se recalizaron previamente cul-

tivos celulares y posteriormente cultivos virales.
a) Cultivos celulares:

Los cultivos celulares como su nombre lo dice son lineas de
células que 8n ciertas condiciones de laboratorio nos ayudan a la

replicacién del virus,

En el presente trabajo, la linea celular utilizada fue células
de rifién de cerdo ( SKL ), las cuales fueron donadas por el
laboratorio de Enfermedades Exdticas del Instituto Nacional de
Invéstigaciones Forestales y - Agropecuarias, Palo Alto D. F.
Las células se 1llevaron al Laboratorio de Posgrado de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitldn Campo 1, Cuautitlan Xzcalli Edo.
de México y al Departamento de Virologia del Centro_uacidnal de
Servicios de biagnéstico en Salud Animal Tecamac;Edo. deiMéxico.

Las células en el - laboratorio se éonserva:on,msdianté‘
subcultivos seriados, esto es lo que llamamos pases celulares. Para,
realizar los pases celulares empezamos a trabajar con l»bdte;la de,“
una superficie de 25 cm?! de cultivo celular y una cohfluencia dai”'
100%, En la campana de flujo laminar, de esta botella se tird el

medio que contenia por el lado opuesto a la monocapa celular en

un. vaso de precipitado destinado: para'dqsecho;,’n éstasr,”k‘
botellas de células, se adicionaban dependiendo del tamafio de la . -

botella de 1 a 1.5 ml. de solucién Tripsina»veriéno,r- dejéndolé;
actuar sobre la capa celular durante 20';,60‘qegunddséveliminar .

u




la solucién Tripsina-verseno por la cara opuesta a la
monocapa celular, dejando actuar tiempo necesario para que las
células sa disgregquen { la capa celular se torna opaca
aproximadamente en 5 a 10 min, a 37° C), Las células se observan
al microscopio para verificar el desprendimiento celular. Se
golpea a un costado de la botella, de manera que la capa celular se
desprenda de su soporte; ya que las células se desprendieron en su
totalidad se  adicionaron 3 ml. de medio de crecimiento, se
homogeneizé el medio por pipeteo suave, Por otro lado se
prepararon botellas para cultivo con tapén de rosca, el nimero de
estas botellas dependia de la relacién de pase, que puede ser de

1:1, 1:2 6 1:3, la suspensién celular se distribuye equitativamente

en cada una de las botellas, posteriormente se le adiéiond:s ml,

de medio de crecimiento, las botellas se tapan y se homogeneizan
en su totalidad, por ultimo se etiquetaron con-el ntmero de pase'y
facha correspondiente y se incubaron en atmésfera de €O, a 37° C.

b) Cultivos virales:

Previamente realizados los cultivos celulares, se procedié a

realizar los = cultivos virales. con 6 botellas ~de células
obtenidas, con un volumen de 25 cm! y una cohfluendia caluiar délj :
1008 , se infectaron con 0.5 ml. de Herpes virus bovino tipo 1
(BHV-1, causante de la Rinotraqueitis Ihfecciosa'ﬂovina) en cada

botella; ‘3e incubaron en atmésfera de COz a a7e ¢ durante 24 h.
Pasado el tiempo ya mencionado se observaron al,micbOSCOpior«en

todas las botellas se presenté el efecto citopdtico, esto,gs,,que, -

las células cambiaban en su morfologia,  se tornaban redondgédas,
algunas células se observaban multinucleadas y ademés~pﬁgsentaban

cierta granulacién por el estallamiento de élgunosk organelos:

celulares y postoriormente se presentaba la iibi53cqluiar;'_93tas
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hotellas se congelaron a - 70 C durante 24 h.; posteriormente se
congelaron y dascongelaron tres veces en hielo seco y acatona, con
la finalidad de hacer que Se rompiera la célula y al wvirus se
liberara. El cultivo viral se paso a tubos de centrifuga y se
centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min. en frio, con este
procedimiento los desechos celularas sedimentaron y las particulas
virales quedaron suspendidas en el medio. La suspensién viral se
almacend en botellas de vidrio de 8 ml., se etiquetaron y
congelaron a una temperatura de -70° C en un ultracongelador tipo
Revco, Eate se realizd en sl Laboratorio de virologia de la unidad
de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitidn campo

1.

Posteriormente en el Centro Nacional de Servicios de
Diagnéstico en Salud Animal, Tecamac Edo. de México en . el
laboratorio de Virologia se infectaron 5 botellas més de 250 ml.
de capacidad y una confluencia celular del 100%, ée infectaren

con 1 ml. de BHV-1 con un titulo de 10° TCIDy /ml (Dosis

Infectante en Cultivo de Tejidos al 50%), estas botellas s@ déjaron

incubar 24 h. a 37° C; pasadas las 24 h, s8. realizé la revisién -
al microscopio y se observé el efecto citopétiqo” caractefistic0,,  S
en todas las botellas; - todas las hotellas fueron‘COngeladaa‘é

una temperatura de -70°C por 24 h en conqelador ﬁevéo;"
posteriormente las botellas se descongelaron Y congelaron 3 veces,  SR

ol contenido se pasé a tubos de centrifuga y 38 centrifugaron ‘a’ 10

000 rpm durante 15 minutos en centrifuga fria,- el" suspendido~
viral 36 envasé en viales de plastico de una capac;dad de 30 ml.” »
cada uno, se etiquataron y almacenaron a una temperatura de —";1»4

70°C on congeladoyr Revco haata su utzllzaclén.
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2.~ Método para la obtencién de anticuerpos.
a) Anticuerpos anti-IBR en caprino.

Para la obtencién de anticuerpos anti-IBR en caprino, se
eligi6 un cabrito de raza Alpina, macho, de 5 meses de edad.
Utilizando un calendario de inmunizacién convencional, como s@

nuestra en el cuadro No,1l (27).

El virus utilizado fue el obtenido en el Laboratorio de
Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn Cdmpo 1.
El primer sangrado se realizé el dia 0 del  calendario de
inmunizacién, se obtuvieron 10 ml. de sangre, la cual se centri-
fugé para la obtencién del suero, el suero se envasé y etiqueté en
un tubo de ensaye. El segundo sangrado se realizé el dia~18 del
calendario de inmunizacién obteniéndose 10 ml. de sangré, ésta se
procesé de la misma manera que para el primer sangfédo. Bl
tercer sangrado se realizé el -dia 27 dal’_calbndaﬁio"de
inmunizacion realizéndose de la misma forma que para'glbs
sangrados ~ anteriores,  Los sueros fueron .reﬁitid65~ al;'Centro
Nacional de Servicios de Diagnéstico en Salud Animal, paba“gei 5"
‘titulados por medio de la prueba de suerohgut:aliz;cibn; : ‘

En el Centro Nacional de Servicios de bia@nbsticqfenfsalud‘?‘

Animal nos fueron dopados 25 ml de Herpes virus bovino tipp i(cohf
un titulo de 10° TCIDse /ml, con este. virus se- :galiéaron:nueyas_f

inoculaciones al caprino, como se muestra en el cuadro No. 2, . .

En  la reinoculacién al caprino se realizéroh'z’sandrados;él’i .
término del calendario de inmunizaci6n, con un intervalo de. 3 dias. =~




cada uno; de cada sangrado se obtuvieron 150 ml., de Ssangre, la
cual se centrifugé para la obtencién del suero, éste se envasd en
tubos de ensaye de 10 ml.; de este suero se separaron 3 ml. para su
titulacién de anticuerpos por medio de la prusba de
sueroneutralizacién en el Centro Nacional de Servicios Diagnéstico

en Salud Animal.

b) Anticuerpos anti-IBR en conejo.

Para la obtencién de los anticuerpos anti-IBR en conajo, se
utilizaron 3 conejos da la raza Nueva = Zelanda, procedentes
del criadero de conejos de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlin campo 4. Se utilizé el calendario de inmunizacién

convencional, como se muestra en el cuadro No. 3 (27).

Los conejos fueron sangrades el dia O antes de la primera -
inoculacién, con el fin de tener el control negativo del suero.
Se realizaron dos sangrados, el primero el dia 13 y el segundo el

dfa 30 del calendario de inmunizacién. En el primer ~ sangrado se
obtuvieron 5 ml., de sangre completa, la cual se c'ent.rifugb ', B8l
suero fue envasados y etiquetado ‘en tubos. de 'én:_sayé, estos se
mandaron al centro Nacional de Servicios de Diagnéstico en salud -

Animal para su titulacién de anticuerpos por medio de la prueba de
sueroneutralizacién. ‘Para el segundo sang;’édp los conejos fueron

sangrados a blanco, centrifugando la sangre para la -Obtencién"f‘dé;iy'u_ o
suero, la sangre se envasé y etiqueté en tubos de ensaye, de ‘éste"
Suero se tomaron 3 ml. para su titulacién de' anticuerpos . por la .

prueba de sueroneutralizacioén.

Con 1a finalidad de obtener suero hiperinmune anti—-IBR en
conejo con altos titulos de anticuerpos, Sa tomé la decisién de
hacer una nueva inoculacién a otros conejos, Para este fin se =
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eligieron 2 conejos adultes de la raza Chinchilla, procedentes
del criadero de la Facultad de Estudios superiores Cuautitlédn campo
4, En el cuadro No, 4 se muestra el calendario de inmunizacién que

se siquié en este caso.

El primer sangrado se realizé el dia 0, antes de la primera
inoculacién. El segundo sangrado se llevéd acabo al término del
calendario de inmunizacién convencional (dia 22), obteniéndosae §
ml de sangre por cada conejo via intracardiaca, la sangre se cen-
trifugé, el suero se etiquetd y envasé en tubos de ensaye, y se
almacené a 4° C. El tercer sangrado se realizé el dia 40 de
inoculacion como ya se mencion6é anteriormente. El cuarto sangrado
fue a blanco en los doé conejos el dia 47 , centrifugando, el
suero se etiqueté y envasé en tubos de ensaye de 10 ml, y se
almacend a una temperatura de 4° C. De los sueros obtenidos se
tomaron 1 ml de cada uno y se¢ mandaron al Ppepartamento de

Complejos Neuménicos = en Rumiantes del Instituto Nacional de.
Invéstigaciones Pecuarias, para la titulacién de anticuerpos por -

medio de la pruéba de sueroneutralizacién,

o Titulacién de los sueros anti-IBR en conejo por medio de BLiSA

indirecta.

La placa se sensibilizé (ver punto de ngar:ollo general defla;‘
prueba de ELISA) con virus (BHV~1) diluido 10' y células SKL
diluidas 10' en solucién carbon&toQbicarbonato,pH,9{§,’aplicéndbéef:,
100 plL en cada pozo el 2 hileras, la placa se déjé.incubAt‘toda‘la~'
noche en refrigeracién. EL lavado y el bloqueo'5éArepiii&”defla;
misma forma ‘antes mencionada. >~Lps anticuerpos’ parai“ia F
identificacién del antigeno fueron los sueros de 1os cohejos .
hiperinmunizados, de 10s cuales se contd con’ sug?ﬁ‘ do conejo .-
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negativo, suero de conejo al término del primer calendario de
inmunizacién y suero de conejo al término del segundo calendario de
inmunizacién; cada uno de los sueros se aplicaron diluidoes 1:2 en
solucién PRS, realizdndose 2 repeticiones; la placa se dejé incubar
1 h. a 37° ¢. Lavado. Para la aplicacién del conjugado anti-
conejo se utilizé la dilucién 1:1500 en PBS, aplicdndose 100 pl en
cada pozo; la placa se incubé 1 h., a 37° C. El desarrollador de
color, la solucién de pare y la lectura de la placa se realizaron
de la misma forma mencionada. Los testigos de la placa son los ya

mencionados.
¢) Anticuerpos anti-IBR en bovino.

Al laboratorio DIVET {Diagnéstico Integral Veterinario) do -
Cuautitldn de Romero Rubio, fueron remitidas muestras de suero- de
bovinos para el diagnéstico de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, |
Diarrea Viral Bovina y Brucelosis., ‘En este laboratorio la prueba' ’
que se corre para el diagnéstico de IBR es la comerc1a1 BLIVF.T
(Laboratorios PRONABIVE); astos  sueros prp’svventa‘ron o titulqs .
elovados do anticuerpos a IBR (+++++). De estos bévmos éé-

seleccionaron 5, los cuales se sangraron 200 ml. de sangre a cada‘.
uno, ésta se centrifugé para la obtencmn del 5uaro, se. envasé ,tf‘_ ‘

etiquett y almacené en tubos de .ensaye a una - temperatura da 4"

hasta su ut;xllzacién
3.- Método para la precipitacién de gammaglobulinaa.‘_ ‘
Se precipitaron gammaglobulinas de conej’q y de bqvi‘.no.v__'

Primeramente se tomaron 10 ml de suero de conejo y 5 nl de
suero de bovino, se pasan a un vaso de precipitado por separado,




En un tubo de ensaye se separan 5 ml de sulfato de amonio saturado.
El vaso de precipitado de coloca sobre una charola con hielo vy a
su vez se coloca sobre el agitador adiciondndole un agitador
magnético, se empieza a aplicar el sulfato de amonio gota por gota,
terminando se deja agitar 15 min mds, pasado este tiempo se
centrifuga el contenido del vaso de precipitado por 15 min., 83e
decanta y el sedimento se reintegra al volumen inicial. Se realiza
el mismo procedimiento 2 veces mds, el sobrenadante de cada
centrifugacién se envaséd por separado. El sedimento de la dltima
centrifugacién se reconstituye a la mitad del volumen inicial ( 5
rml para el conejo y 2.5 ml para el bovino). Estos precipitados se
colocan en membranas y se dializan en PBS 1:10 durante 3 dias con
el agitador magnético y en refrigeracién cambiando regqularmente la
solucién, Por \ltimo se sacan los precipitados de las menbranas a
tubos de ensaye, se etiquetan y guardan a --20°C ~hasta su
utilizacién. ‘ '

La cuantificacién de proteinas se llevé .acabo por medio‘de.la‘

técnica de Bradford.

III.~ MRTODOLOGIA PARA EL DESARROLLO DE LA PRUEBA DE ELISA.

1.- Método general para el desarrollo de las pruebas de.ELISA,. .

a) Sensibilizacién. Para el desarrollo de ia:prueba dp,SLISA w
se utilizaron microplacas de titulacién de poliestireno (96 .

pozoé).

La sensibilizacién se inicié distribuyendo lod_pl de la so-
lucién reguladora de carbonato-bicarbonato 0.1 M con pH de 9.6, en

k]




cada pozo de la microplaca; posteriormente se aplicaron 100 pl del
suero hiperinmune anti-IBR con anticuerpos de captura en los pozos
A-2 al pozo H-2, haciéndose diluciones dobles de cada pozo en
direccién horizontal, La placa se dejé  incubar 24 h. en

refrigeracién,

b) Lavado. Se eliminé la solucién sensibilizante y la placa
se lavé con solucién de lavado PBRS-TWEEN 20 ~ 0,1%, aplicdndose 200
pl en cada pozo, repitiéndose el lavado por 4 veces con = d4sta
solucién y 2 veces con agua destilada; la placa se secé con papel.

c) Bloqueo. El bloqueo se llevé a cabo saturando los sitios

de la microplaca con 100 ul de solucién de gelatina al 0,25%, en

cada pozo, al mismo tiempo se aplicé 100 pl de solucién carbopato~

bicarbonato en cada pozo, se homogeneizé con pipeteo suave, la

placa se dejé incubar 3 h. a 37° C

d) Lavado.  Se eliminé la solucién bloquendora y la placa se

lavé con solucién de lavado PBS-TWEEN 20 - 0. 1% 4 veces y 2 con.

agua destilada, se sec6é con papel.

a) Apllcac16n del antigeno Herpes virus: bovxno tlpO l (BHV—I)k

Primeramente se hicieron por separado . dllUClones ‘del™ v1rus ent,<fa.

solucién PBS. Del virus ya diluido se realizaron apllcac1ones'af.3“
cada pozo de la mlcroplaca.. La placa 3e de]é lncubar 1 h.oa 37° ..

- £) Lavado, Se realizé con solucién de lavado’PBS~TWEEN 26"—
0.1%. repitiéndose 4 veces y 2 con agua destllada, la Placa saf

sect _con papel,
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g) Anticuerpos de identificacién. En este caso se utilizé
suero hiperinmune anti-IBR que contenian los anticuerpos de
identificacién; este se diluyé en  solucién PBS pH  de 7.0,
aplicdndose 100 pl a toda la microplaca. La microplaca se dejo
incubar 1 h, a 37° C,

h) Lavado. Se realizd con solucién de lavado PBS-TWEEN 20 -
al 0.1%, repitiéndose 4 veces y 2 con agua destilada, la placa se
secd con papel absorbente.

i) conjugado anti-IgG-enzima. El conjugado utilizado fue
un conjugado anti-bovino (SIGMA) y un conjugado anti~coneﬂo‘(The
Binding Site), estos se diluyeron en solucién PBS pH 7.0 y‘se
aplicaron 100 pl a cada pozo de la microplaca. Se dejé incubar 1
h. a 37°¢C ’ '

j) Lavado. So realizé con  solucién de lavado PBS-TWEEN 20
- 0.1%, repitiéndose 4 veces y 2 con agua destilada, se 3ecH con .

papel.

k) Sustrato para la actividad de la pe:oxidasa., ‘BI‘Sustbato
de eleccidn fue la O-fenilendiamina (OPD; Laboratorlos SIGMA)

aplicaron 5 mg de OPD en 10 ml. de solucién C;txatos-fosfatos P“'fﬁ_,l"
5.0 y por ultimo aplicar 9 pl de peréxido de hidréqeno al 30\L\ ,"
de ésta solucién se aplicaron 100 pl a toda ‘la nicroplaca. --SQ;l;;”
dejé incubar 10 min. a temperatura’ ambiente, - de - ‘acuerdo a lo~
descrito en el Manual de Inmunologia del: Instituto Politécnico3‘

Nacional (20 }.
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1) 8olucién de paro, Pasados 10 min., la reaccién se detuvo
con una solucién de Acido Sulfurico aplicéndose 50 yl a cada pozo

de la microplaca.

m) La microplaca se leyé en lector de ELISA ( Metrolab 970),

con filtro de 492 mnm.
2,~ Optimizacién de 1la concentracién del anticuerpo de

captura.

a) Anticuerpos de captura anti~IBR en bovino.

Para la sensibilizacibén de la placa, primeramente se aplicaron

100 pl de solucién carbonato-bicarboriato pi 9.6 a toda la placa,
posteriormente de la columna A-2 a H~2 se aplicaron a cada pozo 100

nl de suero hiperinmune de bovino realizéndose diluciones dobles

hacia la derecha; la placa se dejé incubar toda la noche  en

rafrigeracién. El lavado y bloquec se realizaron de la forma ya.
mencionada. Para la aplicacién del antigeno el virus se diluy6
previamente en diluciones decimales en . solucién PBS, apl1c4ndose ,,'
100 pl de cada dilucién en direccién vertical de la placa; la placa 5?}":
se dejé incubar 1 h. 37 C. Posteriormente la’ placa se lavé. El,y

anticuerpo de identificacién utilizado para 6sta prueba fue suero

hlperlnmuno anti~IBR 'en bovxno diluzdo 1:2 en aolucién PBS,;fl
aplicandose 100 pl en cada pozo de la. microplaca, la placa se dejé ff','
incubar 1 h. a 37° €. La dilucién del con]ugado anti IgG de bovinoﬂ o
{2), se utilizé a una concentraczén de 1: 32 000 -en solucxbn pnsf’
como se demostré en un trabajo paralelo. la placa se dejo incubar 1:; ek
h. 37° . Posteriormente la placa se lavb con. aolucién de lavado.ﬂ;11 ‘”urA"
La aplicacién del desarrollador de color, 1a solucidn ‘de paré ¥, la;.ﬂ*
“lectura. se nealizaron de la forma ya- mancionada anteciormente.{f_n*ivﬁ




b) Anticuerpos de captura anti-IBR en caprino.

La microplaca se sensibilizé con 100 jpl de solucién carbonato-
bicarhonato pH 9.6; del suero hiperinmune anti~IBR en caprino se
aplicaron 100 pl de este suero al pozo A-2 realizdndose diluciones
dobles hasta el pozo A-12, se repite la misma operacién hasta los
pozos H-2 al H-12. La placa se corrié de la forma antes descrita.

3.- optimizacién de la concentracién del antigeno.

La placa se sensibilizé con anticuerpos anti-IBR en bovino
diluido 1:2 en solucién carbonato-bicarbonato pH 9.6, aplic&ndose
100 pl a cada pozo; la placa se dejé incubar toda la noche en
refrigeracién., Tanto el lavado como el bloqueo se realizaron de la
forma ya mencionada. Para la aplicacién del antigeno breviam’ente'
se le realizaron tanto diluciones decimales (0 zi_ -6) ‘como
diluciones dobles (1:2 a 1:128) en solucién.PBS, aplicindose 100 pl-
de cada dilucién, en una hilera las diluciones dobles y en otra "l‘a:‘x .
diluciones decimales, al mismo tiempo se“reali'z_arofn 1asv‘ misiuas
diluciones de células aplicdndose de la misma forma; 1la placa se
dejé incubar 1 h. a 37° C. Posteriormente se 1ayf§:_ la placa. Para
la identificacién del antigeno se utilizaron anticuerpos 'an_ti-:I‘BR;
de conejo, diluidos 1:8 en soluciér PBS; la placa vsev‘dej'é:'i'ncubér »

1h. a 37° C. lLa placa se lava de la forma antes meﬁci_bna_.da'_.g.i":lnjf
conjugado utilizado fue el anti-conejo (37),  diluido 1:1500 en
somcién PRS; lé placa se dejé ‘in{:ubiar 1 h, 37° cv ‘ééﬁ'i\a‘,\)‘a ,cbn‘ ;
solucién de lavado. La aplicaci:ién'déi désaprolladq: de‘;'g:q;d;-,;»)‘;;i”: L

solucién de paro y la lectura se realizaron de 1&:-:@“:mér;:ly;” -
mencionada anteriormente. ' : LR
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4.~ Optimizacién de la concentracién del anticuerpo de
identificacién.

a) Anticuerpos de identificacién anti-IBR en conejo.

La sensibilizacién de la placa se llevd a cabo con anticuerpos

anti~IBR en bovino, diluido 1:2 en solucién carbonato-bicaronato pn‘

9,6, aplicdndose 100 pl a cada pozo; la placa se dejé incubar toda
la noche en refrigeracién. Lavado y blogueo se realizaron de la
forma ya mencionada. Para la aplicacién del antigeno, este se
diluyé previamente en diluciones decimales de 0 a -6 en solucién
PBS, aplicdndose 100 pl de cada dilucién en cada pozo de . la

microplaca en forma vertical; la placa se dejé incubar 1 h. a 37¢

C. la placa se lavé. Para la identificacién del -antigeno se
utilizaron anticuerpos anti-IBR en conejo aplicindose primeraménte
100 pl de solucién PBS a toda la placa y posterlormente se

aplicaron 100 pl de este suero a los pozo A-2 a H-2 realxzéndose

de aqui diluciones dobles; la placa se dejé 1ncubar 1. a 310 C,

El conjugade ' utilizado fue el anti-conejo dllUldO 11:1500 en
solucién PBS; la placa se dejé incubar 1 h.  é"37?_ C i
Posteriormente la placa se lavd. lLa apliéacién del désatrolladoif(xf '
de color, la solucién de pard y la lectura se llevaron acabo de laf’_ 

forma ya mencionada.

b) Anticuerpos de identificacién anti~IBR en boVinb}

La sensibilizacién de la placa, el lavado, el bloqueo, la“_‘
aplicacién del antigeno se realizaron de la misma torma ante3 7‘“ 2
descrita. Para la aplicacién del anticue:po de identitlcacian 50“ 
utilizé suera hiperinmune de bovino aplicando primetamente 100 ul fj  :
de solucién de PBS a toda la placa Y posteriormente se . apliel:oni)7*f\




100 pl de suero hiperinmune de bovino de pozo A-2 al Pozo H-2,
realizdndose de aqui diluciones dobles hacia la derecha.  Los
procedimientos sigquientes 3e llevaron acabo da la forma ya

mencionada,
5.~ Optimizacién de la concentracién del conjugado anti-consjo.

La placa se sensibilizé con anticuerpos anti-IBR en bovino
positivo y negativo, diluido 1:2 en sclucién carbonato-bicarbonato
pH 9.6, aplicdndose 100 pl en cada pozo de la placa; la placa se
dejé incubar toda la noche en refrigeracién, El lavado y el
blogueo se realizaron de la forma ya mencionada. Para la
aplicacién del antigeno el virus se diluyé previamente 1:128 en
solucién PBS, se aplicaron 100 pl en cada pozo; la placa 3e dejé
incubar 1 h. a 37° C. Posteriormente la placa se lavé, El
anticuerpo de identificacién utilizado fueron anticuerpos anti-IBR
en conejo diluido 1:8 en soluci6n PBS, aplicdndose.100 pl en cada
pozo; la placa se dejé‘incubar 1 h, a 37°C . ?osteriormén;e‘la
placa se lavé. Las diluciones del conjugddo (37) a probar fueron
1:1500, 1:3000, 1:6000, 1:12000 y 1:24000L‘apliCAndosevioOﬂpl de -
cada dilucién en cada pozo por duplicado; la placa se dejb incupa&
1h a37?° ¢, El lavado, la aplicacién del desarrollador de color, -
la solucién de paro y lactura se realizaron dé '1a‘,£or§é.,ya

mencionada.

IV.- METODO PARA EL DESARROLLO DE LA PRUREA DE ELISA nzcnrm e

1.- Desarrollb de la prueba de ELISA en PBS, 1;vado:n45§;fji;jﬁ§p“ .‘§
de hovino, usando suero completo tanto para 1a]c§ptuza"comb}parq’;h_:¢* ~iﬁf‘

identificacion del virus.
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a) Desarrollo de la prusba de ELISA en PBS.

La sensibilizacién de la placa se realizé con suero hiperinmune
de bovino diluidos 1:2 el solucién carbonato-bicarbonato pH 9.6, a
cada pozo se aplicaron 100 pl de ésta solucién; la placa se dejé
incubar toda la noche en refrigeracién. El lavado y el bloqueo de
la placa se llevé acabo de la forma descrita anteriormente, Para
la aplicacién del antigeno previamente se realizaron diluciones
dobles en PBS, de éstas diluciones se aplicaron 100 pl en cada pozo
de la microplaca; .la placa se dej6é incubar 1 h, a 37° C. Se elimina
la solucién sensibilizante y se realiza en lavado. El anticuerpo de
identificacién para ésta placa fue el de conejo (suero hipe:inmuhé
anti-IBR en conejo) diluido 1:8 en solucién EBS, aplicéndose 100 pl -
el cada pozo; la placa se de]b incubar 1 h. a 37° C. Postéiiorménte
la placa se lavé,  La aplicacién del conjugado anti—conejo se .
utilizé la dilucién 1:1500 en PBS, aplicéndose 100 pi en cada pozo
de la microplaca desarrollador de color, solucxén de paro y lecturaj
se realizaron de la forma mencionada anLerlormente 3

Testigos de la prueba:

¢ PRS sin virus

e PBS con células

b) Desarrollo de la prueba de ELISA en lavadd'nasal;

Para ésta prueba la sensibilizacién, el 1avado, ‘8l bloqueo ae Lo

realizaron de la forma descrita anteriormente.! En al’ caso de la
aplica016n del antigeno la diferencia tue qua éste 58 diluyb en
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Los procedimientos

lavado nasal, realizdndose diluciones dobles.
posteriores se llevaron acabo de la misma forma antes mencionada,

Testigos de la prueba:

e lLavado nasal sin virus
¢ Lavado nasal con células

c) Desarrollo de la prueba de ELISA en semen bovino,

En este caso como los anteriores la sensibilizacién, el lavado y
Para la

el bloqueo se realizaron de la forma ya menciopada,

dilucién del antigeno, esta se diluyé en semen (este previamente
diluido 1:10 en solucién  salina’ fisiolégica) realizéndose
diluciones dobles. Los procedimientos posteriores se realizaron

como. ya 36 mencioné anteriormente,
Testigos de la prueba

¢ Semen sin virus
¢ Semen con células :
SRR

2.~ Desarrollo de la prueba de ELISA en PBS, 1&qub:nas§1 y semen
de bovino, usando gammaglobulinas tanto panto para la captura como . .

para la identificacién, . :

a) Desarrollo delavprueba de ELISA en PBS.

La placa se sensibilizé cqn’gammaglobulinaa_daibb&inp‘diluidﬁb
1:2.en solucién carbonato-bicarbnato pH 9.6, se aplicaron 100 ul;@n
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lavado nasal, realizdndose diluciones dobles. Los procedimientos

posteriores se llevaron acabo de la misma forma antes mencionada.
Testigos de la prueba:

e Lavado nasal sin virus

¢ Lavado nasal con células
c) Desarrollo de la prueba de ELISA en semen bovino.
En este caso como los anteriores la sensibilizacién, el lavado y

el bloqueo se realizaron de la forma ya mencionada. Para la
dilucién del antigeno, este se diluyéd en semen (este previamente

diluido 1:10 en solucién salina fisiol6gica) realizandosa~;
diluciones dobles. Los procedimientos posteriores se realizaron

como ya se mencioné anteriormente,

Testigos de la prueba

e Semen sin virus

* Semen con células

©2,- Desarrollo de la prueba de ELISA en PBS, iavado_nﬁéélfyfééQanf L
de bovino, usando gammaglobulinas tanto panto para la captura como =

para la identiticacién.

a) Desarrollo dela prueba de ELISA en PBS,

La placa se sensibiliib con gamﬁaglobulinis de deinéVQiiﬁiﬁ§5&5*°
1:2 en solucién carbonato-bicarbnato ph 9.6, se aplicaron 100. plen




cada pozo de la microplaca; la placa se dejé incubar toda la noche
en refrigeracién. El lavado y bloqueo 8e realizaron de la forma
mencionada anteriormente, Para la aplicacién del antigeno,
previamente se realizaron diluciones dobles en PBS de 6stas
diluciones se aplicaron 100 pl a cada pozo de la microplaca; la
placa se dejé incubar 1 h. a 37° C. Posteriormente la placa se
lavo, Para la identificacién del antigeno se utilizaron
gammaglobulinas de conejo diluidas 1:2 en solucién PBS, aplicéndose
100 pl en cada pozo; la placa se dejdé incubar 1 h, a 37 C. 1ILa
placa se lavé de la forma ya mencionada. En la aplicacién del
conjugado anti-conejo se utilizé la dilucién 1:1500 en PBS
aplicdndose 100 pl en cada pozo, el desarrollador de color,

solucién de paro y lectura se realizé de la forma ya mencionada.
Testigos de la prueba:

¢ PBS sin virus

e PBS con células
b) Desarrollo de la prueba de ELISA en lLavado nasal.
Para ésta prueba se realizaron 1os mismos procedimientos que.

para la prueba anterior, con la excepcién de que al antigeno 8e
diluy6 previamente en lavado nasal realizéndose diluc1ones dobles y

,aplicandose 100 pl a cada pozo de la microplaca

Testigos de la prueba:

o lavado nasal sin virus

e lavado nasal sin células




¢) Desarrollo de la prueba de ELISA en semen de bovino,

Al igual que en las dos pruebas anteriores. fsta se realizé de
la misma manera excepto que el antigeno se diluyé previamente el
semen de bovino (diluido 1:10 en solucién salina fisiolégica),
realizéndose diluciones dobles y aplicando 100 pl a cada pozo de la

microplaca.

Testigos de la prueba:

¢ Semen sin virus

¢ Semen con células

V.- ANALISIS ESTADfSTICO,

El anilisis estadistico de este trabajo ss realizd con el
paquete estadistico NWA (21).
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CAPRING

CUADRO No. 1
CALENDARRIO DE INMUNIZACION No. 1 EN
INOCULACION vIA DE DOSIS
{dia) ADMINISTRACION
0 5C 2 ml BHV-1 inactivo
0.3 nl ACF
7 sC 2 ml BHV~1 inactivo
0.3 ml ACF
? M 2 ml BHV-1 inactivo
14 M 2 ml BHV-1 inactivo
14 v 0.5 ml BHV~1 inactivo
5 nl SSF
21 v 0.5 ml BHV-1 inactivo
5 ml SSF ‘
30 v 2 ml nmi-l inactivo.
10 nl SSF
30 D 0.5 nl BHV-I inact‘.wo S

Virus con un titulo de 10%, Virus inactivado con formol al 0 05y,

Adyuvanto Completo de Preud. SSF.~ Solucién Salina Flsioldgica al 0,850 de Nacl.,~
Vvias de administracién: Subcutinea (SC), Intramuscular . tIM), lntravenoaa (IV) e

Incradermica {1o),

a
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CUADRO No. 2

CALENDARIO DE INMUNIZACION No. 2 EN CAPRINO
INOCULACION via DE DOSIS
(dia) ADMINISTRACION
0 D 0.5 ml BHV-1 inactivo i
0.1 ml AGF ’
1 sC 2 ml BHV-l inactivo ;
0.3 ml ACF. ;
14 ™ 2 ml BHV-1-inactivo
21 v 1 ml BHV-1 inactivo
10 ml SSF -
Vvirus con titulo 10%. virus inactivo con formol al'0,08% . P ACF.~

Adyuvante Completo de Freud. SSF.~- Solucién Salipa !‘Laiolbglca al 0,854 de oy
NaCl, Vias de administracién: subcutdnea (SC), 1ntradermlca (IDY,. 1ntramuncular e ’
{IM) e intravenosa (IV). .




CUADRO No. 3

CALENDARIO DE INMUNIZACION No. 1 EN CONEJOS
INOCULACION VIA DE DOSIS
(dia) ADMINISTRACION
0 SC l'ml BHV-1 inactivo
0.3 ml ACF
5 sC 1 ml BHV-1 inactivo
0.3 ml ACF _
11 M 1 ml BHV-1 inactivo
16 M 1 ml BHV-1 inactivo 3
21 1v 0.3 ml BHV-1 inact:wo", TN, ‘
o 7 ml sss‘ _ Py |
26 v - _0 3 ml BHV-I inactwo e
0. ] ml ssr ,
Virus con titulo 10%. Virus inactivado con formol: al 0.058, "= .. P ACI‘.

* Myuvante Completo de Freud, SSP.- Solucién Salina l’leioldqlca al 0. BSI d. NICJ.., S
Vias de administracién: subcutdnea {sC), intramuncular (IM) ) 1ntuvcnou (IV). sy




CUADRO No. 4

CALENDARIO DE INMUNIZACION No. 2 EN CONEJOS
INOCULACION via DR DOSIS
{dia} ADMINISTRACION
0 sC 1 ml BHV~1 inactivo
0.3 ml ACF
2 sC 1 ml BHV-1 inactivo
0.3 ml ACF
7 IM 1 ml BHV-1 inactive
9 M 1 ml BHV-1 inactivo
14 v 0.3 ml BiV~1 inactivo
0.7 ml S5F
16 v 0.3 ml BHV-1 inactivo
0.7-ml SSF
28 ¥ 0.5 ml BHV-1 activo
34 1v 0.3 ml BHV-1 activo
0.7ml SSF .
Virus con titulo 10'. Virus inactivade con formol al 0,060, m,.:

Adyuvante Completo de Freud, SSF.~ Soluc{én Salina Naiolbqlca al 0 :11] de mcx.
Viaas de administracibn: subcutinea (Sc), intramuscular (m), [ mtuvonou uv)




CAPITULO V.~ RESULTADOS

I.- RESULTADOS DE LA OBTENCIGN DEL MATERIAL BIOLOGICO.

1.- Obtencién del virus.

Para el presente trabajo de investigacién se utilizé como
antigeno al Herpes Virus Bovino tipo 1 (BHv-1), el cual se tituld
por medio de la prueba de efecto citopdtico en cultivo celular
obteniéndose un titulo de 10° TCIDso/ml, al término del trabajo el

virus seguia manteniendo el mismo titulo.

2,- Obtencidn de anticuerpos.
a) Anticuerpos anti-IBR en caprino.

Fl suero obtenido de este animal se titulé por medio de- la
prusba de sueroneutralizacién, los resultades se muestran epn los’

cuadros No. 5 y 6 respectivamenta.

CUADRO No. 5 TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-IER EN CAPRINO CALENDARIO.
DE INMUNIZACION No. 1 ARG

pia TITULO
0 ' ~ Negativo
18 Negativo

27 - 1:2




CUADRO No. 6 TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-IBR EN CAPRINO CALENDARIO
DE INMUNIZACION No. 2

pia TITULO
28 1: 4
31 l:8

b) Anticuerpos anti-IBR en conejo.

Los sueros de estos animales se tituwlaron por medio de la
prueba de sueroneutralizacién, mostridndose los resultados en los

cuadros No. 7 y 8 raespectivamente.

CUADRO NO. 7 TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-IBR EN CONEJO CALENDARIO DE
INMUNIZACION No. 1.

pfA TITULO
0 Negativo
13 Negativo .

30 1 4

a1




CUADRO NO, 8 TETULO DE ANTICUERPOS ANTI-IBR EN CONEJO CALENDARIO DE
INMUNIZACION No. 2.

DIA TITULO SN T1TULO ELISA
(Abs)

0 Negativo Negativo
22 1:4 Negativo
40 1:8 0,041
47 1: 16 0.175

c) Anticuerpos anti~IBR de bovino,
Del suero obtenido de estos animales, se mezclaron y se titulo

por medio de la prueba diagnéstica comercial para IBR
ELIVET, obteniéndose un titulo positivo de (+++++). (3)

3.~ Resultados de la precipitacién de gamaglobulinas.

. 56 obtuvieron 2.5 ml. de gamaglobulinas ﬁeﬁbovind y 5.m1},dé1’
gamaglobulinas de conejo. : e

4;~'R9;u1tados de la cdantiticécién’de proteinas.

En cuanto a la cuantificacién de‘bprotqinasl~ténpmbi_j1¢s¥fli
siguientes resultados: R Rl




ESPECIE SUERO PRECIPITANO

conejo 7504 pcg/100 pl 6683 peg/100 pl

Bovino 6940 pcg/100 pl 658 pcg/100 pl

II,- RESULTADOS DE LAS OPTIMIZACIONES PARA EL DESARROLLO DE LA
PRUEBA DE ELISA.

Estos resultados se muestran al final de este apartado de
la Figura No. 1 a la Figura No. 7.

III.~ RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ELISA DE CAPTURA.

1.~ Resultados de la prueba de ELISA en PBS, lavado nasal'y‘seman,

de bovino, utilizando suero completo tanto para la captura ‘COfo
para la identiflcaClén del virus. o

En todas las repeticiones que . se realizaron ‘de  este .
experimento, no. hubo cambio de absorbancia entre el virus y 103_ o

testigos de dilucién.

2,- Resultados de la prueba de ELISA en PBS, 1avado naaal 'y semen:‘:“
de bovino utilizando gamaglobulinas tanto para la captura como

para la identificacién del virus.

B T
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LECTURA CON ABS, @ AsS (492 mm)*

DILUCION DEL VI PBS LN SEMEN
1:2 1.013 0.508 0.408
1:4 0.651 0,408 0.455
1:8 0.663 0,325 0.277
1:16 0.453 0.140 0.156
1:32 0.279 0,125 0,200
1:64 0.249 0.155 0.211
1:128 0,255 0.041 0.125

* - El resultado se refiere a la X de 3 repoticiones. @ As (452 nm=
Agp~ As
PRS.~ Solucién de buffar fosfdtos, IN,~- Lavado nasal,

Resultados obtenidos con el paquete estadistico NWA,

Correlacién: ;
VARIAB. MEDIA S VARIAB. COVARIANZA CORRELAC. p;ihszr
1 0.509 0.2846 2 46119 0,9427 i'.és.'laléoq

3 22 0.7973 | 29543  f
2 0,223 0.1718 3 ~ 2.0%60 6.9’4’29  . -'6‘.17'29’ & |

Variab.- Variable 1: Pbs, variable 2: lavado ,x:iasal y varj.ab;:e,,_"a.:ﬁ"._  ,f,
~ semen de bovino. <<= 0.05 ‘




¢ ANALISIS DE VARIANZA (EN BLOQUES):

SUMA DR GRADOS DE
CUADRADOS LIBERTAD
VARIACION DEBIDA
AL TRATAMIENTO 0.3084 2
VARIACION DEBIDA
AL ERROR 0.1254 12
TOTAL 0.4338

PRUEBA F: 14,75534

o = 0.05

CUADRADOS
MEDIOS

0.1542

1.0450

BT




FIGURA No. 1 TITULACION DE SUEROS DE CONEJO P OR PRUEBA DE
PRUEBAS DE ELISA INDIRECTA'Y SUERONEUTRALIZACION.

TITULOS DE SUEROS DE CONEJO POR PRUEBA DE ELISA
MNOIRECTA Y SUERONUETRALIZACION

DLUCON SN

0 C1 C2A c28 UEELISA
CALENDARIOS DE INNUNZACION s

C-1 : Calendario de inmunizacidn No. t
C_2A: Calendario de lnmunizacién No. 2
Cc3B: Calem:riodthnmlzaewwo 2(eomiossangmdosabhrm)

ty e4  c2 c-2
VIRUS 0100 0.147 0.184 0,162 0274 0305 0372 0.401
CELULAS 0202 0.124 0.85 0.184 0242 0216 0.305 0.292 :

0 ) @ () 0032 0061 0087 0.108RESTA

TITULACION DE SUEROS DE CONEJO POR ELISA INDIRECTA
CALENDA, ELISA SN

0 0 0

e 0 4
C2A 004 8
c2B 0475 18

; 5:2 .




FIGURA No. 2 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPO
DE CAPTURA DE BOVINO.

ANTICUERPO DE CAPTURA -BOVINO

~—XtS
~-f
B )

ABSORBANGIA

- 8 8 § §
DILUCION DEL. SUERO

Los puntos son la X mas menos una S, i

DLUCION 2 4 8 16 32 84 128 2568 512 1024
1,122 0801 0724 0845 0746 0832 0693 0631 0628 0621
1,135 0811 0636 0846 0832 076! 0731 0606 0613 0585 g
1115 0893 0774 0.752 0846 0621 0504 0685 0062 0576 : i
1111 0834 0675 073 0772 0604 0558 0680 0503 0620 = :
1175 0872 0837 0.721 0801 0742 0524 0636 0668 0,864
1125 0823 0,742 0737 0721 0657 05% 0821 0508 0525
1,162 0838 0004 0742 0727 0684 053 0611 0585 05%
1.047 0818 0735 0871 0764 0601 0554 0524 0457 0501

1124 084 0802 0781 0778 060 0561 0633 0500 0578
0.008 0097 0087 0062 0047 0078 0078 0083 0071 0085

o X3

8 18 32 64 128 258 512 1024
f+s 1006 1100 1.107 1.072 1058 1.012 0.660 0083 0085 1.000
R 1.048 1000 1.024 1,017 0062 097 092 0920 0917 0911
XS 1 0063 0841 0962 0926 0628 0877 0805 0849 0813

53




FIGURA No. 3 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPO
OE CAPTURA DE CAPRINO.

ANTICUERPO DE CAPTURA CAPRING

o ¥ 0 © o 3 ;E (ffi‘ ;: ‘é‘v _:n:
DILUCION DEL SUERO e
Los puntos son (a X de fa absorbancia mas menas una S,
DIL 2 4 8 18 32 64 128 256 512 1024

0.541 0574 0506 0.472 0475 0488 0.491 0511 0485 0474
0492 0477 0532 0542 0524 0363 0.405 0.438 0437 0441
0558 0483 0511 0525 0413 0424 0.426 0.418 0414 0442
0.463 0401 0.366 0453 0428 0415 0358 0341 0388 0411
0506 0406 0.511 0.488 0.358 0.346 0371 0.347- 0285 0426 -
0462 0512 0478 0431 0376 0.351° 0.301 0.294 0335 0.346
0381 0318 0,348 0,332 0403 0268 0348 0261 0.273 0.360
0343 0281 0268 0.372 0285 0268 .0.302 0373 0.307 0.227

2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
0400 0420 0444 0.452 0408 0368 0376 0376 0379 0302
0073 0068 0081 0072 0073 0073 0084 0076 0072 0.078

[/ 4}

.2 4 8 18 32 64 128 28 512 1024
%o 0542 0527 0535 0524 0481 D441 0430 0451 0461 047
X 0480 0420 0444 0452 0408 0.208 0375 0.378 0.379 0392
K5 0308 0328 0353 038 0335 0205 0311 0301 0307 0314

T




tigos negativos,
TESTIGOS DILUCIONES DECIMALES:
0.243 DIL. 0 -1 2 3 4. 5 8
0131 ABS 0407 0.22 0,196 0.335 0.12 -032 0012
0612
0.485 DILUCIONES DOBLES
0.571 DIL. 2 4 8 16 32 64 128"
0404 ABS 0,607 0,401 0484 0451 0.32 0222 0.141
0.073
0117
248163284128100200300400500000700

DiL.

ABSORB 0897 0401 0484 0451 0321 0.2 0.141- 0.107 0222 0 0335 04480 0012

FIBURA No. 4 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTIGENO.

CONCENTRACION DEL ANTIGENO EN DILUCIONES
DOBLES Y DECIMALES

T eHsaggzggggg s

-

DILUCION DEL ANTIGENO

SorsamTYe

Las leciuras son las asorbancias del antlgeno menos las absorbancias de los tes-

$3




FIGURA No. 5 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPQ
DE IDENTIFICACION DE CONEJO,

ANTICUERPO DE IDENTIFICACION CONEJO

—~—eXtS
o~ < ] 8~
# 8 3 g & 5 g [|aks
D L
DILUCION DEL SUERD -

Los puntos son fa X de fa absorbancia mas menos una S.

DILUCION 2 4 B 16 32 64 128 256 512 1024
0831 0811 0431 0526 0313 0295 0268 0308 0187 047
0675 0573 0524 0453 0356 0307 0.305 0.235 0214 0062
1035 0624 0495 0323 0305 0,237 0179 0.173 0165 0075
0720 0618 0701 0624 0384 0401 0312 0201 0058 0,497 R
0727 0507 0817 0508 0481 0381 0268 0.209 0137 0048 =~ P e
0700 0.625 0464 0453 0335 0425 0258 0.427 0411 043 L
0613 0704 0.483 0226 0341 0152 0.122 0.118 0011 0081
0.708 0541 0417 0.207 0332 0258 0,108 0.017 o‘oe'o.on;_ S

2 4 8 16 32 64 18 M 62 00M4
PROMEDIO 0735 0612 0517 0.438 0355 0306 0238 0.173 0440 0093: .
DESVIACION 0127 0.047 0007 0.145 0061 0.000 0086 ooeo ous 004

2 4 8‘832“123,565121024

XS 0862 0650 0614 0583 0406 0.305 0304 0261 025 0138 <
R 0735 0812 0517 0438 0.355 0305 0238 0.473 014 008
£s o008 0565 042 0203 0304 0215 0172 o0 0 onsv e

56 ’ B




FIGURA No, 6 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPO

DE IDENTIFICACION DE BOVIND.

ANTICUERPO DE IDENTIFICACION BOVINO

—R42

-k

5,2

T Trddg g g el
DILUCION DEL SUERO

Los puntos son ka X de la absorbancia mas menos una S,

DILUCION 2 4 8 16
0544 0.061 0056 0.048
0.141 0.158 0055 0.075
0172 0088 0079 0065
051 0.123 0608 0,101
0.101 D.117 0052 0047
0132 0047 0035 0,009
0008 0046 0011 0020
0065 0046 0.046 0.051

2 .4 8
PROMEDIO 0.178 0068 018 0.057

DESVIACION 0,153 0043 0.100 0.023.

) 2 4 8 18
K2 0320 0120 0317 0,08
% 0.176 0088 0.118 0.067
X2 0023 0043 O 0034

16 -

32 64 128 256 512 1024
D073 0.167 0262 0202 0.176 0.209
0432 0.181-0.314 0328 0311 0273
0402 0.145 0.218 0.231 0.205 0.257
0093 0,119 0.247 0256 0237 0.284 -
0.119 0.334 0203 0174 0.149. 0223
0083 0.233 0.252 0187 0.285 0.234 .
0064 0207 0.200 0.412 0185 0.7 =
0028 0202 0183 0.194 0250 0272

2 64 {8 26 512 1024

0067 0490 0207 0212 0227 0261 -

0.03 ooea 0.040 0003 oouo 0027'

32 64
012 0205 0277 0275 0283 0278
0067 0490 0237 0212 0.227 0251

0.054 0133 0‘197 0.140 0,171 0224. :

1 26 612 104




FIGURA No, 7 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL CONJUGADO
ANTI-CONEJO.

CONJUGADO ANTI-CONEJO

1600 3000 6000 12000 24000
DILUCION DEL CONJUGADO

Las lecturas son las absorbancias de los testigos pos:tlvosmemslasabsot

bancias de los lestigos negalives

piLUCion 1600 3000 6000 12000 24000 o0

VIRUS 0.262 0.251 0418 0414 . 0080 : s
CELULAS 0.184 0.139 0.442 0407 0005 ;
VIRUS 0281 02713 0.011 0.016. 0001 i
CELULAS 0.13 0.138 0472 0012~ 0081 ¥
VIRUS 0228 0.231 0417 0101 0104 i
B

CELULAS 0073 0207 0‘!49 0.081 - 0'02;

Ledmdchnbwbamhlmbslewgosmoam. . e
0.008 0412 0006 . . 0007 0086 -
0048 0.135 0081 0004 0002

, of% 0024 0% 001 . 0002
DILUCION 150 3000 6000 12000 . 24000
R 0.100 0.000 0 0007 - 0000

s 005 0056 0000 0003 0083

By T




CAPITULO VI.~- DISCUSION

En base a los resultados obtenidos podemos observar que el
cultivo del virus de IBR que se obtuvd durante el presente trabajo
presenté un titulo de 10° TCIDs/ml, el cual si lo comparamos con
en obtenido en otro trabajo {22), podemos decir que es igual. (22)

En cuanto a 1a obtencién de anticuerpos tenemos primeramente a
los anticuerpos anti-IBR en caprino, en este animal se emplearon
dos calendarios de inmunizaci6n; en el primer calendario (cuadro
No., 1) se empleo el antigeno con un titulo 10* TCIDso/ml,
obteniéndose como méximo un titule de anticuerpos por
sueroneutralizacién (SN) de 1:2 (cuadro No. 5); en el segundo
calendario (cuadro No. 2) se empleo un antigeno con titulo 10°
TCIDso/ml, obteniéndose titulos de anticuerpos de 1:8 por SN
(cuadro No, 6). Como podemos observar al aumentar al doble la
concentracién del antigeno la respuesta fue 5ignificati\ja
obteniéndose titulos de 1:8 por SN; esta respuesta se atribuye a
que en el segundo calendario de inmunizacién la concentraciién kdel
antigeno es mayor, indicando = que a mayor concéhtracibn del

antigeno mayor respuesta humoral, ademds se reallzb un refuerzo al‘ i
animal, Otros autoras (8) mencionan que los caprmos pueden ser_
utilizados para. obtener sueros lupe:mmunes anti- IBR, pero. no. 88

indica el calendario de inmunizacién, el titulo de anticuerpos
obtenido ni la concentracién de antigeno aplicada. ' :

Para la obtencién de anticuerpos anti-IBR en c‘onej‘d Cse
utilizaron dos calendarios -de inmunizacién el primero (cuadro" _
No. 3) utilizando un antigeno con 10° TCIDso/ml; obteniendo un G
titulo de anticuerpos miximo de 1: 4 .por SN (cuadzo No., 7). en 31.“,
“segundo calendario (cuadro No. 4) se empleo un virus con titulo 10® S
TCIDgo/ml particulas = infectantes, obteniendo . un. .tiytul‘o‘ de,: e ,

9




anticuerpos de 1:16 por SN {cuadro No, 8). El titulo de
anticuerpos se ve aumentado cuando cambiamos de antigeno por uno de
mayor concentracién y ademds en el sequndo calendario de
inmunizacién algunas aplicaciones se realizaron con antigeno vivo.
Honda E. Y Col, mencionan que inoculando virus vive y utilizando
una via de administracién directamente a mucosas, se pueden obtener
titulos de anticuerpos con titulos de 1:8 hacia la 5ta. semana y de
hasta 1:1024 7 semanas después de la primera inoculacién. En este
caso, si a los conejos se hubiera inoculado mayor cantidad de virus
vivo por via endotraqueal y sangrado 1 o 2 semanas después
posiblemente los titulos se hubieran incrementado (17}. Estos
rasultados refuerzan la ruta de administracién para la induccidn de

anticuerpos.

En cuanto a los resultados que se obtuvieron con respectoa la
titulacién de los sueros de conejo, se compararon dos prusbas la de
Sueroneutralizancién y ELISA indirecta (cuadro No. 8), obserVénﬁqse
que las lecturas son proporcionales en los dos casos, podemos decir
que existe relacién entre las dos pruebas y es‘posible ségQir el
curso de la inmunizacién por la prueba de ELISA (17). ' -

Comparando los resultados de cabra con vlbs de cdnéjo, TN
observa que el conejo presenta una respﬁesta hayor a:la exposicién-
del antigeno la misma concentracién de vi:us, esto se. puede'“‘
atrlbuir a factores propios de la especie,. del" lndividuo, a que losf“
caprinos por su tamaflo requieren una concentracién dlferente del L
antigeno vy prlncipalmente a que en los COHG]OS sa realizaron'”

inoculaciones con virus vivo (17},

Los sueros anti-IBR en bovino que se mezclaron,’ eSto: fuégonv“i_ff
titulados por medio de la prueba comercial para el diagnéstico de -
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IBR ELIVET (Lab., Pronabive), obteniéndese un titulo positivo
(+++++), este titulo es el mds alto obtenido por esta prueba.
Actualmente esta prusba ya no existe en el mercado fue raetirada en
1995, En la experiencia personal aun que el titulo se aprecia alto
y el fabricante lo relaciona con infeccién, los bovinos usados se
encontraron bajo un esquema de vacunacién muy cerrade (2).

En la optimizacién de la concentracién del anticuerpo de
captura se utilizaron dos anticuerpos diferentes primeramente los
de bovino, en la Figura No. 2 se muestran los resultados, en la
cual podemos observar que todas las lecturas de absorbancia son
similares, siendo la dilucién 1:2 ligeramente mayor que el resto de
las lecturas; en segundo término se utilizé anticuerpos de caprino,.

en la Figura No, 3 se encuentran los resultados de la optimizacién

del anticuerpo de caprino, los cuales muestran una similitud en las
lecturas do absorbancia. Comparando los resultados obtenidos entre

bovino y caprino, tenemos que las lecturas de absorbancia del -

bovino presentan mejor distribucién y compor:t:;;un'.ient;oT AdemAs h'ay
que agregar que el bovino presenté mayor cantidad de antic‘u:er:pos._

Por lo tanto podemos concluir que la concentracién éptima para el

anticuerpo de captura es suero de bovino diluido '1:2,

Para la optimizacién de la c'oncentracibri del: antiqe’no,“ .se'j_‘:"»
realizaron diluciones dobles y diluciones decimales, los resultadosf R
se muestran en la E‘;gura No. 4, J.ntegrando los reaultados de las‘:';.'
dos variantes, Reapecto a las diluciones. dobles, los cambioa de'»"”'n
absorbancia (las lecturas del ' antigeno menos los testlgos' L
negativos) van diaminuyendo conforme la concentracion del antigenow“‘_
. baja, asi tenemos que la dilucién 1:2 es la lectura nds alta y laa ;
dilucién 1:128 es la dilucién mis baja,  se mantuvo una correlacibn.;‘
entre la concentracién del antigeno y las leﬁct.uraa qb;gnidgs, en"" '




cuanto a las diluciones decimales no existe una relacidn entre la
concentracién del antigeno y las lecturas obtenidas que son muy
variadas, En ésta optimizacién se decidié tomar como concentracién
éptima del antigeno la dilucién 1:16, ya que se obtiene una buena
lectura en la sensibilidad de la prueba en la concentracién minima
del virus detectada; la sensibilidad de la prueba fue de 10°

TCIDso/ml.

Ahora bien para la optimizacién de la concentracién del
anticuerpo de identificacién se utilizaron dos sueros, primeramente
gl de conejo, en la Figura No., 5 se muestran los resultados
obtenidos en esta prueba, observando que hay una relacién en las
lecturas de ahsorbancia, asi tenemos que a menor concentracién del
anticuerpo menor lectura de ahsorbancia. El rango de desviacién
estdndar es muy bajo; en segundo suero empleado fue el de hovino
los resultados obtenidos se muestran en la Figura No. 6, en los
cuales se observa que no hay relacién alquna entre la concentracién
del anticuerpo y 1as lecturas de absorbancia obtenidas, Esta
disparidad de resultados pudo deber a que el anticuerpo 'de
identificacién y el de captura fueron de la misma especis, pbt lo
que el conjugado anti-bovino se puede pegar directamentse a la placa
o -al anticuerpo de captura y dar resultados falsos. Por iqs
caracteristicas - mencionadas de la prueba,  se . tomé como

concentracién dptima para la dilucién del anticuorpof' de

identificaci6n suero de conejo diluido 1:8.

En cuanto a la optimizacién de la concentracién del conjuqado]_’u S

anti4conejo,.‘los resultados se muestran en la figura Nq."‘7}' 
observando que la dilucién Optima es 1:1500, ya que é:t;_ésfid"

lectura de cambio de absorbancia mds alta; el fabricante de este
producto recomienda su utilizacién 1:600, pero dicha dilucién se

)




puede ver modificada debido a condiciones de transporte,
almacenaje, tiempo de elaboracién y condiciones particulares de la

prueba (37).

En la Figura No. 7 se muestran los resultados obtenidos para
la optimizacién de la concentracién de anticuerpo de captura-
bovino, mostrando estos para la repetibilidad de la prueba, en la
cual se ve que hay continuidad y el margen de error es bajo.

La prueba de ELISA en PBS, lavado nasal y semen de bovino
utilizando suero completo de bovino para la captura del virus y
suero completo de conejo para la identificacién, en todas las
pruebas realizadas las lecturas no indicaron relacién en cuanto a
la dilucién del mismo, esto se puede explicar ya qﬁe en un suero
completo existe menor concentracién de anticuerpos y gran cantidad
de proteinas y la reaccién puede ser inespecifica hacia la
microplaca. ‘ '

Para la prueba de ELISA en PBS, lavado nasal y semen de boyino
utilizando gamaglobulinas de bovino para'captuba'y qémagipbuliha5 ‘_
de conejo para la identificacién del Antigeho_tenémos j;gue'ei"fﬁ -
indice de correlacién entre la prueba usand6 virus diluido eﬁﬁfPBS;L‘;jyfk
y en lavado nasal fue de: 0. 9427, el valor de T de dsta prueba 93 7="' )
de 6.3204, valor que resulta mayor que la T de tablas (0, 05 AN B
2.3646; por lo tanto al nivel p < 0.05 se puede’ interpretar como.*;‘
que el valor de correlacién de 0.9427 es SigﬂlflC&thO, 8s: dec1r i,},j
que hay asociacion entre estas dos variables (40) El 1ndice de,j".
correlacién entre la prueba usando el virus dilUldO en ' BBS. y semen j' ;: :
fua de: 0.80; el valor T de ésta ‘Prucha es de 2. 9543, valoz quéf?' ‘
resulta mayor que la T de tablas (0 05, 7). = 2. 3646, por lo tanto ﬁ
al nivel p < 0.05 se puede interpretar como ‘que ‘e;_,vqlp: d§ ;




correlacién de 0,00 es significativo, es decir hay asociacién entre
las dos variables (30). El {ndice de correlacién entre la prueba
usando el virus diluido en lavado nasal y semen fue de: 0.9402;
el valor T de ésta prueba es de 6.1728 valor que resulta mayor que
la T de tablas (0.05, 7) = 2.3646; por lo tanto al nivel p < 0.05
se puede interpretar como que el valor de correlacién de 0.9402 es
significativo, es decir hay asociacién entre las dos variables
{40). An4lisis de varianza: F calculada ({14.75534) resultd ser
mayor que F de tablag (3.89); por lo cual se rechaza Ho,
concluyéndose que no existe difarencia de comportamiento del virus

entre los tres tratamientos de dilucién (40).

Esta prueba en especial se recomienda para diagnéstico de

animales en fase aguda de la enfermedad, ya que algunos autores

reportan que éstos animales eliminan en secreciones nasales titulos

virales de hasta 10° TCIDso/mi; la cantidad de virus que eliminan en
semen no se encontrd reportada en la litaratura revisada (29).

Existan otro métodos de diagnéstico mas sensibles que ésta:

prueba, como es el aislamiento viral en donde se obtiene una

sensibilidad de 10* TCIDs/ml; el  otro método. ‘es . la.
inmunofluorescencia directa, la cual tiene una sensibilidad de 10 -

TCIDso/mi. (22). La prueba de ELISA tiene alg'unas ver'vita'j,astll a‘obt'é

otros métodos para el diagnéstico de IBR como gue es. una p;:ue‘bav é_n‘

la cual se emplea poco tiempo, su costo es bajo, no necesita

personal altamente capacitado, no necesita ser .manejada en
esterilidad y no necesita que el virus este viable para que lo '

detecte.

La gsensibilidad de la prueba de ELISA se puede‘inc‘remént‘ar de:
la siguiente manera: usando anticuerpo de captura ‘con un titulo




mayor, usando anticuerpo de identificacién con un titulo mayor,
analizando el mejor soporte para los anticuerpos de captura,
cambiando el sistema de amplificacién por otro desarrollador de

color u otro sistema, por ejemplo Avidina-biotina (ABTS).

B




CAPITULO VII.- CONCLUSIONES

a) El mejor método de inmunizacién para la obtencién de suetro
hiperinmune anti-IBR fue el realizado en conejos, utilizando virus

active {vivo) durante las Gltimas inmunizaciones.

b) La prueba mds eficiente para la deteccién de virus fua el
método de ELISA de captura usando gamaglohulinas de bovino como
anticuerpo de captura y gamaglobulinas de conejo como anticuerpos

de identificacién,

¢) La sensibilidad que mostré la prueba de ELISA utilizada an
este trabajo fue de 10° TCIDs/ml., por lo tanto se recomienda

usarla en animales enfermos en fase aguda.

d) Por medio de la prueba de ELISA no existid diferencia en la
identificacién del virus, empleando lavado nasal o semen bovino.

e} Esta prueba en las condiciones ya mencibnadaa, se . puede
usar como un método alternatlvo de diagnéstico, para la detecc16n S

de virus en semen bovino o lavado nasal.

Se recomienda 1llevar a cabo la continuacién dé'este traSajo}'

_buscando primeramente aumentar la sensibilidad de  la prueba y » :[  '5

poster1ormenta evaluar su eflcacia a nivel de- campo.
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