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RESUMEN. 

Se realizaron cultivos celulares do la línea comercial Swino 

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 obtención 

do sueros hiperinmunes anti-IBR, primeramente a un caprino, 

posteriormente a dos grupos de conejos, utilizando diferentes 

calendarios de inmunización; para la obtención de sueros de bovino 

éstos se recolectaron de animales con altos títulos do anticuerpos 

diagnosticados por medio de la prueba comercial ELIVET. Los sueros 

fueron titulados por medio de las pruebas de sueroneutralización, 

ELISA indirecta en el caso de los conejos. 

También se recolectaron lavados nasales y semen de bovino 

libres del virus. 

Primeramente se llevó acabo la estandarización de la prueba 

utilizando el método de ELISA indirecta de "sandwich", optimizando 

las concentraciones del anticuerpo de captura, del antígeno, del 

anticuerpo de identificación y del conjugado. 

La estandarización de la prueba se 

detección del virus en semen y laVade 

diluciones dobles y decimales. 

En base a los resultados que se obtuvieron es oste trabajo, se 

concluye que la prueba presenta una sensibilidad de 101 TCID50/m.LL 

no se encontró diferencia en cuanto a la captación del virus ya sea 

en lavado nasal o semen de bovino, existiendo un 	indice de 

correlación del 0.94. 

11 método do 	ELISA en la actualidad es.  muy útil en el. 

diagnóstico de la Rinotraqueítis Infecciosa Bovina, ya que tiene en' 

alto grado de seguridad por su espedificidad y sensibilidad, además 

de que es fácil de realizar y tenemos la posibilidad0 emitir un' 

diagnóstico rápido. 



CAPÍTULO 1.- INTRODUCCIÓN. 

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, comúnmente conocida 

pos sus siglas en inglés como IBR ( Infectious Bovino 

Rhinotracheitis), es una enfermedad infecciosa que tiende a 

asociarse comúnmente 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 atribuyó que era causada por un 

virus; en su forma reproductiva conocida como vulvovaginitis 

pustular, el problema fue descrito desde hace más de 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 demostró que el virus de IBR era similar al virus dela 

Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (IVP) (8), y de la 

balanopostitis en toros (9). 

En México los primeros brotes de IBR aparecieron en los años 

sesentas, a partir de las importaciones masivas de ganado bovino 

lechero. 	Esta enfermedad la reportaron por primera vez 	en 

nuestro pais Ruiz y Cuevas en 1971 como causante de aborto (31) y 

en 1974 Correa reporta que de 47 sueros de bovinos obtenidos en el 

Distrito Federal, Estado de México y Yucatán el 37.56 fueron 

positivos a IBR por la prueba de sueroneutralización, 23% 

sospechosos y 39.5% negativos (9). 



2.- Distribución geográfica. 

La distribución de esta enfermedad, es en la actualidad 

probablemente universal, se ha encontrado en los cinco continentes, 

con una incidencia variable. Se ha reportado en Estados Unidos, 

algunos paises de Sudamérica como en Chile con una incidencia del 

47.2% por prueba de sueroneutralización (16). 

En Argentina se lo reportó en semen congelado y fetos 

abortados (13). 

Se le encontró con una incidencia variable en Nueva Zelanda 

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

En Australia, Gran Bretaña, Sudamérica, Zimbabwe, Japón 

otros paises de Europa también ha sido reportada (6) 

En Francia se reportó un 7.2% de animales positivos 

diferentes ranchos estudiados. 

Un estudio realizado en la India reportó anticuerpos contra 

IBR en ganado indígena, búfalos y ganado cruzado, tanto en animales 

sanos, con enfermedad respiratoria o en abortos, con titules de 

hemaglutinación indirecta de 1:8 a 1:1024 (33). 

En un estudio realizado en México, de 19 estados de la 

república y reportado en 1983, se encontró que de 158  de 277  

cabezas de ganado lechero (57%) y de 601 de 1154 de ganado de carne 

(52%) eran positivos a IBR 136). 	El Instituto. Nacional  de 

Investigaciones Pecuarias y la Dirección Nacional de Salud Animal 

realizaron un estudio serológico, fueron tomadas un total de 2209 



muestras de todo el país, esto dio como resultado que 18R afecta en 

diferentes grados a la ganadería lechera siendo la comarca lagunera 

la zona de' mayor porcentaje de reactores positivos con un 84% y 

Tulancingo Hidalgo la de menor con un 19%; en ganado productor de 

carne el estado de Puebla mostró mayor porcentaje de reactores 

positivos con un 70.1% y al estado de Durango correspondió en menor 

porcentaje con un 20.7% (39). Vilchis M. Reportó 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 título de 1:2, 18.31 

tuvieron un titulo de 1:4 y el 8.2% tuvieron un titulo de 1:16 

(39). 

3.- Etiología. 

Esta enfermedad es producida por un virus de 'la ternilla 

Herpesviridae, que pertenece a la subfamilia Alphaherpesviridae, 

llamado Herpes virus bovino tipo 1 (DHV-1) (6, 18). 

4.- Características del virus. 

Los virus maduros observados al Microscopio electrónico míden',. 

de 130 a 180 nanómetros (nm). Algunos presentan una membrana doble 

(8). Su composición química sugiere que se trata de un virus 
desoxirribonucleico (DNA) lineal en doble cordón 	(18). 	Posmé 

simetría icosahódrica; una envoltura lo revisteel núcleo y la 

segunda envOltura reviste el citoplasma. En el =20.111 cic10de, 
replica salen visiones con capacidad intec4ante de lai células 

heOpededoras (10). 



El virus de IBR se puedo reproducir en cultivos celulares 

preparados a partir de una gran variedad de tejidos de bovinos, 

incluyendo riflones, piel embrionaria, glándulas adrenales, timo, 

glándula tiroides, páncreas, testículo, pulmón y nódulos 

linfáticos; también se multiplica en riflones y testículo de 

cordero, riftón de cabra, cerdo, caballo y conejo; en testículo y 

bazo de conejo; así como en células amnióticas da humano (8). Las 

lineas celulares comerciales que más se utilizan para su 

replicación son MDBK y SKI (26, 35). 

5.- Especies susceptibles. 

Todos los bovinos do cualquier, edad y raza son susceptibles, 

la enfermedad 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 refractarios. 	En 

caballos, cabras, borregos y principalmente conejos se puede 

estimular la respuesta de anticuerpos (9,22). Un estudio reportado 

en la India se encontraron anticuerpos contra, IBR en ganado 

cruzado, ganado indigena y búfalos (33). 'Hallazgos de que loá 

cerdos, cabras y posiblemente los venados puedan en raras Ocasiones, 

sufrir infecciones naturales por el virus,' indican. -00e los 

conceptos actuales de epizootiologia de IBR r. en 

probablelente tengan que ser modificados (8). 

6.- Transmisión. 

El virus de IBR invade al organismo de los bovinos a través 

del tracto respiratorio o genital (8,3). La forma respiratoria 50 

transmite mediante la exposición a aerosoles, exudado nasal y 

posiblemente descargas vaginales (6). 	La forma genital es de 

•-•01,14 



origen venéreo. 	La infección también puede ser transmitida al 

ganado susceptible por utilización de guantes, espéculos o camas 

contaminadas (0). 

El virus puede persistir en 	animales recuperados y ser 

eliminado intermitentemente hasta por 17 meses después de la 

infección, pudiendo permanecer latente indefinidamente después de 

la infección natural (6). 	Algunos animales portadores sanos, 

periódicamente sufren exacerbación de la enfermedad, con excreción 

del virus (8). 	La introducción de animales nuevos a un hato 

procede con frecuencia a un brote (6). 

7.- Patogenia. 

Es sumamente importante la patogenia de éSta enformedad, no 

obstante que aún hay muchos aspectos que no'han sido estudiados a 

fondo (8). 	El virus ha sido aislado a partir de.  exudidos^  

respiratorios (8, 10), exudados oculares (8), exudadOs prepuciales 

(8, 37), exudados vaginales (38), semen (13, 20), fetos abortados 

(13), heceS de bovino y la leche de una vaca con mastitis (e),. 

En la fase respiratoria, el virus se multiplica en cavidades 

nasales y vías respiratorias superiores, este ocasiona que se 

presente pérdida extensa do cilios en la tráquea. El virus causa  

grados vuriables de enfermedad pulmonar obstrUctiva, rldiendo 

llegar a una neumonía grava y mortal. La proPa9ación a Partir de 

las cavidades nasales hacia tejidos oculares probablemente ocurre a 

partir de los conductos lagrimales y causa conjuntivitis (3). 



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

que causa una encefalitis no superlativa (3). 

Al presentarse la viremia el virus es transportado por los 

leucocitos periféricos hacia la placenta y este debe de cruzar 

hacia el feto para que se presente el aborto, ya sea directamente a 

través de la circulación fetal o indirectamente a través do la 

placenta y del fluido amniótico. La reclinación del virus en el 

feto da por resultado que muera en 1 - 3 días y sea expulsado entre 

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

8,- Signos clínicos. 

La enfermedad se puede presentar afectando diferentes partes 

del organismo como: el aparato respiratorio, aparato reproductor, 

aparato digestivo, provocar conjuntivitis o encefalitis. 

a) Forma respiratoria. 

Desde el punto de vista económico -este cuadro 

reproductivo posiblemente sean los más importantes (8). 

Este cuadro generalmente ocurre en corrales do engorda, donde 

se reúnen animales de diferentes procedencias (8). 

1 a 3% de mortalidad. Se presenta anorexia, fiebre basta de 42°  C, 

hiperemia intensa de la mucosa bucal y nasal, con cómelos g/ls4c003  

de necrosis en la mucosa del tabique nasal, secreción serosa ocular 

y nasal, sialorrea, baja la producción lActea. El curso es de 1 a 
10 días, pudiendo ser variables (S, 3, 10). 



aborto aproximadamente a la 4ta a Ova. Semana post-infección 

respiratoria (8). 

b) Forma ocular. 

Puedo presentarse con reacción sistémica respiratoria o sin 

ella; observamos inflamación de la conjuntiva palmeral y membrana 

nictitante, edema bajo de la conjuntiva, exudado ocular, exudado 

nasal seroso tornándose mucopurulento, córnea opaca y queratitis 

secundaria a la conjuntivitis con o sin ulceración (8, 3). 

c) Forma genital en hembras. 

• Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (IVP). También se le conoce 

como Exantema Vesicular Coital. Se observa elevación de la:cola„ 

micción frecuente, edema, exudado sanguinolento y pústulas en la 

vulva, ligera elevación de temperatura y baja la producción 

láctea (8, 3). 

• Endometritis y retención placentaria. So ha observado que aunque 

muchos animales no abortan si presentan retención placentaria y 

problemas de endometritis subsecuente (15). 

• Necrosis del cuerpo lúteo. Se realizó un trabajo con vaquillas, 

inoculándoseles virus por diferentes vías, estas vaquillas fueron 

sacrificadas y se aisló el virus de ovarios, los cuales 

presentaron lesiones que variaban de necrosis focal e 

infiltración con células mononucleares a necrosis y hemorragia 

difusa (30). 



d) Forma genital en machos. 

• Balanopostitis pustular infecciosa. Se caracteriza por presentar 

pdstulas e inflamación en prepucio y pene, dándole una apariencia 

granular a los tejidos afectados, se ha observado aumento do 

volumen del escroto sin evidencia de orquitis (8, 41). 

• Infección por semen. Se han encontrado reportes desde 1965, de 

que el virus se localiza tanto en semen fresco como en pajillas; 

hasta nuestros días se ha reportado endometritis, dificultad para 

la concepción y estro corto, lo que va a traer como consecuencia 

que nuestros parámetros reproductivos se vean disminuidos (3, 13, 

20), 

e) Aborto. 

Es muy frecuente que se presente un síndrome respiratorio uno 

o dos meses antes del aborto; Puede  haber historia clínica de 

vacunación con vacunas vivas poco atenuadas, en vacas vacunadas 

entre 167 a 232 días después de la concenpción (8).. 	Ei abofto 

puede presentarse hasta los 90 días despuéS de la vacunación (3). 

Se observó placentitis y el feto muestra autólisiS, hepatitis local. 

necrosante y hemorragia necrosante en la corteza renal (8, a), 

f) Forma encefálica. 

Australia la reporta como meningoencefalitis. se presenta en 

animales menores de 6 meses de edad, en los que hay ataxia, 

depresión, convulsiones, rechinan los dientes y Migren, PI001014° 

espaimos opistótonos (8, 15). 



9.- Lesiones macroscópicas y microscópicas. 

En la afección do las vías respiratorias altas, las mucosas do 

las fosas nasales, laringe y tráquea presentan inflamación catarral 

y a veces difteroide; erosiones y ulceraciones se presentan con 

frecuencia en dichas mucosas (18). Pueda haber enfisema pulmonar o 

bronconeumonía secundaria, pero en su mayor parte los pulmones se 

muestran normales (6). Microscópicamente se advierte inflamación 

catarral aguda de las mucosas, la invasión bacteriana secundaria 

más intensa a la que suele seguir bronconeumonía (3). 

En terneros muertos en fase aguda de afección generalizada 

febril con signos respiratorios, las lesiones consisten en enfisema 

pulmonar, bronconeumonia ligera y enrojecimiento y tumefacción de 

las mucosas del aparato respiratorio. En forma crónica se observan.  

pulmones con neumonía catarral purulenta ocasionada por bacterias 

(18). 

En la meningoencefalitis 	de los 

lesiones vírales típicas que asientan, 

cerebral y cápsula interna (3). 

terneros, se presentan 

sobre todo en corteza 

En fotos abortados se presenta autólizis grave o moderada <y 

hepatitis necrosante focal (8, 18, 3). 

10.- Diagnóstico. 

Para el diagnóstico de IBR es muy importante 

historia clínica, signos clínicos y observar  las 

lesiones que se presentan en los animales vivos 

(e) . 

evaluar le 

diferentes 

la necropsia 



En cuanto al diagnóstico de laboratorio contamos con 

diferentes técnicas, algunas con mayor eficacia que otras, entre 

estas tenemos: 

a) Inmunofluorecencia. 

Esta prueba es más utilizada a nivel investigación que a nivel 

diagnóstico de rutina. 	Se utiliza generalmente después del 

aislamiento viral. 	Emplea anticuerpos monoclonales e 

inmunofluorecencia, esto la hace ser demasiado cara (8). 

b) Hemaglutinación pasiva. 

Esta técnica se utiliza para demostrar elevación del titulo de 

anticuerpos (8). No es muy usada en México. 

c) Inmunodifución. 

Esta es una técnica que se ha empleado 

manera experimental (34). 

d) Aislamiento viral. 

Consiste en aislar el virus de BlIV-1 en cultivos celular", 

las muestras provienen de animales enfermos o muertos (8). En la 

Gran Bretaña el gobierno requiere el examen de semen de toros 

seropositivos a IBR (11). So esPlea cultivos Primarios dm célidas 

de riñón y testículo de feto de bovino, tanto en semen fresco como 

semen congelado y en fetos abortados (13). En México no existen 

laboratorios particulares que realicen la prueba solo algunos del 

sector oficial. 



e) Fijación del complemento. 

Esta técnica es utilizada para demostrar elevación del titulo 

de anticuerpos (8). Un experimento realizado en Rusia, so encontró 

que de ésta prueba, preparada con antígeno intracelular, fue más 

especifica y sensitiva que la de sueroneutralización y difusión en 

gel; sin embargo recientemente se ha demostrado que no todos los 

antígenos do 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 formación 

de inmunidad celular inmediata que puede ser detectada., Se-realiza 

utilizando un antígeno concentrado e inactivado matgenido en 

congelación (8, 27). 	En Costa Rica 

comparativo en 162 animales entre 

sueroneutralización; 	su 

intradermorreacción del 94% y un valor de repetibilidad del 63%; 

la prevalencia de anticuerpos por sueroneutralización fue del 17.3% 

(7). 

g) Sueroneutralización. 

Esta es la técnica de laboratorio más, usada para el 

diagnóstico y evaluación  de ISR. 	Los sueros rsultjdos 

laboratorio deben de ser enviados lo más rápido posible, 

refrigeración, libres de contaminantes 'y de hemólisis (0). 

se realizó un estudio 

ésta técnica y la de 

determinó 	que 	la 



Esta prueba no es muy exacta para diagnósticos individuales, 

pero si os recomendable para evaluar hatos (34). Tiene la 

desventaja de que necesita un equipo especial en el laboratorio y 

además no es muy rápida, 

h) Inmunoensayo enzimático (ELISA). 

Esta prueba conocida por sus siglas en inglés como ELISA 

(Enzime-Linked Immuno Sorbent Assay). Presenta las características 

de su alta sensibilidad, alta especificidad, rapidez y economía 

(32)• 

Esta prueba tal como se conoce hoy, comenzó a desarrollarse a 

partir de los trabajos de Avrameas y Uriel (1966), que marcaron 

antígenos y anticuerpos con enzimas para su uso en técnicas 

sorológicas convencionales. 	Nakane y Pierce (1966) y Wieker y 

Avrameas (1969) marcaron anticuerpos con enzimas con el fin de 

localizar antígenos virales en tejidos animales. Enguall y Perlman 

(1971) describieron un método ELISA, para titular inffiunoglobulinas 

utilizando tubos de poliestireno. Ruitenberg, Steerenber y Ekon 

aplicaron por primera vez en método ELISA en patología animal (32), 

Actualmente este método se utiliza en 

como método de diagnóstico rutinario así 

investigación (32). 

Este método utiliza anticuerpos conjugados a una enzima. En 

estos conjugados el anticuerpo conserva su capacidad de unión 

especifica al antigeno, mientras que la enzima es capaz de 

catalizar una reacción de óxido reducción, en la cual el sustrato o 

un crómogeno se transforma en un producto colorido. 	En este 



sistema el antígeno o el anticuerpo se adsorbe a una fase sólida 

(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 

competición (32). 

En cuanto al diagnóstico de IBR, casi todos los reportes 

coinciden en que la prueba de ELISA es más sensible que la de 

sueroneutralización y es frecuente que se detecten casos positivos 

con ELISA que fueron negativos a sueroneutralización (4). 

La prueba ha sufrido diversas modificaciones con el objeto de 

incrementar su exactitud, por ejemplo se ha desarrollado para 

detección de BliV-1 como antígeno del escorbuto 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 llevó acabo un estudio de comparación de d 

reactivas de ELISA, sueroneutralización y hemaglutinación paáiva .  

sobre 151 sueros positivos o negativos;.  el ensayo se referia a la,  

concordancia y reproductibilidad de las medidas y de -Su 

interprestación. Las ocho reacciones estaban de acuerdo en 74.1%, 

de las muestras analizadas, 

desventaja de irregularidad 

sensibilidad fue igual (5). 

La sueroneutralización tiene 

de su reproductibilidad. 



Existe la prueba comercial ELIVET (Laboratorios Pronabive), la 

cual detecta anticuerpos (2). Pero no existe una prueba comercial 

para el diagnóstico rutinario del virus de IBR en donde ésto se 

pueda detectar, ya sea en semen, exudado nasal o en otro tipo de 

muestras; esto crea la necesidad de desarrollar una prueba 

diagnóstica rápida, segura, económica y además ayudarnos en el 

control de la enfermedad, auxiliandonos con otra prueba serológica 

para corroborar que el diagnóstico emitido es seguro. 

11.- Diagnóstico diferencial. 

Esta enfermedad debe ser diferenciada con Pasteurelosis 

neumónica, Diarrea Viral Bovina, Fiebre Catarral Maligna, Difteria 

de los terneros, Neumonía viral de los terneros, Fiebre de 

embarque, Rinitis alérgica, Leptospirosis Brucelosis e infección 

por Haemophilus somnus. (8, 18, 3). 

12.- Inmunidad. 

Después de la infección, la respuesta inmune está dada por los 

mecanismos inespecificos hulorales y celulares y Otros específicos 

también humerales y mediados por células (28).  

a) Mecanismos humorales no específicos. 

Entre estos tenemos al 

alterna, pero el más conocido 

interferón fibroblástico, este 

los leucocitos y de células en 

28). 

complemento activado por la 

de ellos es el interferón tipo I 0 

es Producido por la mayor parte de 

ciertas condiciones do inducción (00 



b) Mecanismos celulares no específicos. 

Los macrófagos son células que tienen importancia en la 

regulación de la diseminación viral, ya quo impiden su replicación, 

limitando así su diseminación. 	Los macrófagos de los bovinos 

tienen receptores Fc y pueden intervenir en los mecanismos de 

citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC). 	Los 

macrófagos de origen fetal son más sensibles al virus de IBR que 

los macrófagos 	procedentes do bovinos adultos, lo que podría 

explicar en parte la variación de sensibilidad a este virus 

dependiendo de la edad de los animales (28). 

c) Mecanismos humorales específicos. 

La inmunidad humoral se basa en los anticuerpos de clase IgM e 

IgG. Los anticuerpos pueden intervenir en al menos , 3 mecanismos, 

el primero en la destrucción por la acción del anticuerpo y el 

complemento de las células afectadas; el segundo la citotoxicidad 

celular dependiente do anticuerpos y por últiáo la citotexicidad 

celular dependiente de anticuerpos y ayudado por el complemento'  
(28). 

d) Mecanismos celulares específicos. 

La inmunidad celular parece tener un papel muy importante en 

el control do la reactivación viral; aparece antes que los 

anticuerpos puedan ser detectables. Los linfocitos T son el eje de 

la inmunidad y ejercen su acción antiviral de varias maneras: y 

sea mediante la liberación de sustancias solubles o linfocioa$ o a 

través de la citotixicidad directa de la células infectadas (20). 



13.- Control y erradicación. 

Los métodos y vacunas disponibles para el control eficaz de 

IBR no han resultado del todo satisfactorios. La 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 do la adquisición de inmunidad 

después de la exposición natural o de las vacunas (3). 

Existen actualmente una serie de vacunas en el mercado como 

vacunas de virus vivo modificado de aplicación intramuscular, 

vacuna intranasal, vacunas inactivadas, vacunas combinadas tales 

como IBR, DVB, PI-3 (8). El uso de cualquier vacuna dependerá do 

las características del hato (3). 

La necesidad de vacunar depende de la incidencia de la 

enfermedad en el área y en el hato, así como del desplazamiento de 

animales hacia el interior o el exterior (3). 

Los toros que se usan en los centros de inseminación 

artificial, presentan un problema especial para el control, ya 

el virus se encuentra en el semen. LO toros que dan resultados': 

positivos en el suero, pueden ser considerados . portadores y 

liberadores del virus, se debe de evitar 311 entrada 	a estos 

centros. No todos los toros que dan resultados negativos pueden 

considerarse libres del virus, y deben- de realU4rseles PrUebas 

regulares de aislamiento viral tomando como muestras  lavados'  

prepuciales y semen -(3). 



Se basa principalmente en controlar infecciones sedundarias: • 

Se usan antibióticos, sulfas y además hay que -  compensar la. 

deshidratación y la inanición (0). 

Los toros que van a ingresar a centros de inseminación 

artificial no deben ser vacunados, asi como los que se van a 

exportar a paises libres do ésta enfermedad (3). 

En algunos paises como Suiza se realizan programas de 

erradicación (1). 

En México seria un poco dificil pensar en la erradicación si 

no es que imposible, aunque existe la posibilidad teniendo un 

panorama real de la situación de IBR, esto se podría lograr por 

medio de la prueba de intradermoreacción (0), combinando con otra 

prueba como la ELISA directa. 

14.- Tratamiento. 



CAPÍTULO II . - OBJETIVOS 

1.- Estandarizar una prueba de ELISA directa para la 

detección del virus de la Rinotraquoitis Infecciosa 

bovina. 

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

en lavado nasal y semen de bovino. 

CAPÍTULO III. HIPÓTESIS 

Es posible desarrollar una prueba de ELISA para la detección del 

virus de IBR presente en una solución buffer de fosfáto, lavado 

nasal y semen de bovino. 
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CAPITULO IV. - MATERIAL Y MÉTODOS 

1.- muraun. 

1.- Material biológico. 

a) Linea celular SKI (células do rinón de cerdo) 

b) Herpes virus bovino tipo 1 (1311V-1) 

c) Conejos adultos 

d) Caprino de 5 meses de edad 

e) Sueros hiperinmunes anti-IBR de bovino 

2,- Material físico 

a) Botellas do vidrio estériles con tapón de rosca 

con un volumen de 25 cm2  de capacidad 

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

c) Vaso de precipitado 

d) Campana de flujo laminar 

e) Microscopio 

f) Tubos de ensaye estériles de 5 y 10 ml 

g) Jeringas desechables insulinicas 

h) Jeringas desechables de 5 y 10 ml 

i) Equipo y material para el desarrollo de la 

ELISA. 

• Microplacas de titulación de 

• Micropipetas de 10, 200 pl 

• Puntillas para micropipetas 

• Tubos de ensaye 

• Papel absorbente 

• Estufa para incubación 

poliestireno: 

prueba de 



Grenetina (Sigma chemical Company) 

Agua destilada 

p) Solución de lavado PBS-TWEEN-20 al 0,1%. 

Solución PES 10X 

Tween-20 (Sigma Chemical Company) 

Agua destilada 

Agua destilada cbp 

Ajustar a pH de 7.0 

q) Solución PES 10X. 

Cloruro de sodio (J. T. Baker) 

Cloruro de potasio (J. T. Baker) 

Fosfato ácido de sodio (J. T. Baknr) 

Fosfato ácido de potasio (J. T. Baker) 0.24 

Agua destilada cbp 	 100 

Ajustar a pH de 7.0 

Lector de ELISA (Metrolab) 

3.- Material químico. 

a) Solución reguladora do carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.6. 

Carbonato de sodio (J. T. I3aker) 
	

1.5 g 

Bicarbonato de sodio (J. T, Baker) 
	

2.93 g 

Agua destilada 
	 1000.00 ml 

b) Solución de grenetina. 



Ajustar a pH de 7,0 

Rojo de fenol al 1% 
	

0.5 

g) Medio esencial mínimo 10X (MEM). 

MEM M-199 base (Gibco) 	 9.53 

Agua bidestilada 	 100 

h) Medio de crecimiento. 

Agua desionizeda estéril 

Bicarbonato de sodio (J. T. Baket) 

Penicilina-estreptomicina 

Suero fetal bovino (Industrializadora 

Agropecuaria Nacional S. A, de C,. V.) 

Medio MEM-199 10X 

e) Solución verseno al 0.05%. 

Versenato de sodio (EDTA) 	 0,5 	g 

Solución de PBS 10X 	 50 	ml 

Agua destilada 	 950 	ml 

Ajustar a pH de 7,6 

f) Solución tripsina al 5%. 

Solución de PBS 10X 
	

100 	ml 

Agua destilada 
	

900 	ml 

Tripsina 1:250 
	

50 
	

g 



Fosfato dibásico de sodio (J. T. Baker) 5.36 g 

Agua destilada 	 100 	ml 

1) Solución reguladora de citratos pii 5. 

Acido cítrico 0.1 M 

Fosfato dibá-sico.do sodio 0.2 M 

Agua destilada 

m) Solución de paro. 

Acido sulfúrico 2 N (j. T. Baker) 

Agua destilada 

i) Solución de penicilina-estreptomicina. 

Penicilina g (sal sádica) 	1 000 000 	UI 

Sulfato de estreptomicina 	 1.0 	g 

Agua destilada 	 10 	ml 

j) Solución ácido cítrico 0.1 M. 

Ácido cítrico (J. T. Baker) 
	

0.210 g 

Agua destilada 
	

100 	m1 

k) Solución fosfato dibásico de sodio 0.2 M. 



II.- METODOLOGÍA PARA LA OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO. 

1.- Método para la obtención del antígeno. 

Para la obtención del virus, se realizaron previamente cul-

tivos celulares y posteriormente cultivos viralos. 

a) Cultivos celulares: 

Los cultivos celulares como su nombre lo dice son lineas de 

células que en ciertas condiciones de laboratorio nos ayudan a la 

replicación del virus. 

En el presento trabajo, la línea celular utilizada fue células 

de riñón de cerdo ( SKL ), las cuales fueron donadas por el 

laboratorio de Enfermedades Exóticas del Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales y 	.Agropecuarias, Palo Alto D. F. 

Las células se llevaron al Laboratorio de Posgrado de la Facultad 

do Estudios Superiores Cuautitlán Campo 1, cuautitlán Izcalli Edo. 

de México y al Departamento de Virología del Centro Nacional de 

Servicios de Diagnóstico en Salud Animal Tecamac Edo. de México. 

Las 	células en el 	laboratorio se conservaron mediante 

subcultivos seriados, esto es lo quo llamamos pases celulares. Para 

realizar los pases celulares empezamos a trabajar con 1 botella de 

una superficie de 25 cm' de cultivo celular y una confluencia del 

100%. En la campana de flujo laminar, de esta botella se tiró el 

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

un vaso de precipitado destinado para desechos. A estas 

botellas de células, se adicionaban dependiendo del taran() de la 

botella do 1 a 1.5 ml. de solución Tripsina-versen, dejándola 

actuar sobre la capa celular durante 20 a 60 segundos; eliminar 



la solución Tripsina-verseno por la cara opuesta a 	la 

monocapa celular, dejando actuar tiempo necesario para que las 

células 	se disgreguen ( la capa celular so 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 

homogeneizó el medio por pipeteo suave. 	Por otro lado se 

prepararon botellas para cultivo con tapón de rosca, el número de 

estas botellas dependía de la relación de pase, que puede ser de 

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

en cada una de las botellas, posteriormente se lo adicionó 6 ml. 

de medio de crecimiento, las botellas se tapan y se homogeneizan 

en su totalidad, por último se etiquetaron con el número de pase y 

fecha correspondiente y se incubaron en atmósfera de CO2  a 37° C. 

b) Cultivos virales: 

Previamente realizados los cultivos celulares, se precedió - a 

realizar los 	cultivos virales. 	Con 6 botellas de células.  

obtenidas, con un volumen de 25 cm' y una confluencia celular .deI.  

100% , se infectaron con 0.5 ml. de Herpes virus bovino tipo 1 

(BHV-1, causante de la Rinotraqueitis Infecciosa- Bovina) en cada 

botella; se incubaron en atmósfera de CO2  a 37° c durante 24. h. 

Pasado el tiempo ya mencionado se observaron al microscopio, en 

todas las botellas se presentó el efecto citopático, esto es, nue =  

las células cambiaban en su morfología, se tornaban redondeadas,, 

algUnas células se observaban multinucleadas y además:presentaban 

cierta granulación por el estallamiento de algUno$ orgahélos,  

celulares y posteriormente se presentaba la lisia celular. 



botellas se congelaron a - 70° C durante 24 h.; posteriormente se 

congelaron y descongelaron tres veces en hielo seco y acetona, con 

la finalidad de hacer que so rompiera la célula y el virus se 

liberara. El cultivo viral se paso a tubos de centrífuga y se 

centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min. en frío, con este 

procedimiento los desechos celulares sedimentaron y las partículas 

virales quedaron suspendidas en el medio. La suspensión viral se 

almacenó en botellas de vidrio de O mi., 	se 	etiquetaron y 

congelaron a una temperatura de -70° C en un ultracongelador tipo 

Revco. Este so realizó en el Laboratorio de virología de la unidad 

de Posgrado de la Facultad de Estudios Buporioros etlautiián campo 

1. 

Posteriormente en el Centro Nacional de Servicios de 

Diagnóstico en Salud Animal, Tecamac Edo. de México en el 

laboratorio de Virología se infectaron 5 botellas más de 250 ml. 

de capacidad y una confluencia celular del 100%, 30 infectaron 

con 1 ml. 	de 13HV-1 	con un titulo de 10°  ICID50 /m1 (Dosis 

Infectante en Cultivo de Tejidos al 50%), estas botellas se dejaron 

incubar 24 h. a 37° C; pasadas las 24 h. se, realizó la revisión 

al microscopio y se observó el efecto citopático caracteristico, 

en todas las botellas; todas las botellas fueron congeladas a 

una temperatura de -70°C 	por 24 EL en congelador Revco,`  

posteriormente las botellas se descongelaron y congelaron 3 veces, 

el contenido so pasó atubos do centrifuga y se centrifugaron a 10 

000 rpm durante 15 minutos en centrifuga  'fria; 	suspendido. 

viral se envasó en viales de plástico de una  dapaOdad  de 30 ml. 

cada uno, se etiquetaron y allacenaton a una temperatUra de 

70°C en congelador Reveo hasta su utilización. 



2.- Método para la obtención de anticuerpos. 

a) Anticuerpos anti-IBR en caprino. 

Para la obtención de anticuerpos anti-IBR en caprino, se 

eligió un cabrito de raza Alpina, macho, de 5 meses de edad. 

Utilizando un calendario de inmunización convencional, como se 

muestra en el cuadro No.1 (27). 

El virus utilizado fue el obtenido en el Laboratorio de 

Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán Campo 1. 

El primer sangrado se realizó el dia O 	del calendario do 

inmunización, se obtuvieron 10 ml. de sangre, la cual se centri-

fugó para la obtención del suero, el suero se envasó y - etiquetó en 

un tubo de ensaye. 	El segundo sangrado se realizó el dia le del 

calendario de inmunización obteniéndose 10 ml, de sangre, éSta se 

procesó de la misma manera que para el primer sangrado. 	El 

tercer sangrado se realizó el dia 27 del calendario 

inmunización 	realizándose 	de la misma. forma quó paraHlos 

sangrados 	anteriores. 	Los sueros fueron remitidos al Centró. 

Nacional de Servicios de Diagnóstico en Salud Animal, para - ser 

titulados, por medio de la prueba de sueroneutralización. 

En el Centro Nacional de Servicios de .DiagnóStice en salud 

Animal nos fueron donados 25 ml de Herpes virus bovino ,tipo 1 con 

un titulo de 10°  TCID50 /ml, con este virus se realiZaron-  nuevas 

inoculacioneb al caprino,' como se muestra en el cuadró No. - 2, 

En la, reinoculación al caprino se realizaron 2 sangrados  al 

término del calendario de inmunización, con un intervalo de 3 dias 



cada unot de cada sangrado se obtuvieron 150 ml. de sangre, la 

cual se centrifugó para la obtención del suero, éste se envasó en 

tubos de ensaye de 10 ml.; de este suero se separaron 3 ml. para su 

titulación de anticuerpos por medio de la prueba de 

sueroneutralización en el Centro Nacional de servicios Diagnóstico 

en Salud Animal. 

b) Anticuerpos anti-IBR en conejo. 

Para la obtención de los anticuerpos anti-IBR en conejo, se 

utilizaron 3 conejos de 	la raza Nueva 	Zelanda, procedentes 

del criadero de conejos de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlán campo 4. 	Se utilizó el calendario de inmunización 

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

Los conejos fueron sangrados el dia O antes de ].a primera -

inoculación, con el fin de tener el control negativo del suero. 

Se realizaron dos sangrados, el primero el dia 13 y el segundo el 

dia 30 del calendario de inmunización. En el primer' sangrado se 

obtuvieron 5 ml, de sangre completa, la cual, se centrifugó , 

suero fue 	envasados y etiquetado en tubos de ensaye, estos so 

mandaron al centro Nacional de Servicios de Diagnóstico en'Sálud 

Animal para su titulación do anticuerpos por medio de la prueba de 

sueroneutralización. Para el segundo sangrado los conejos 'fueron' 

sangrados a blanco, centrifugando la sangre para la-ObtenciónAél. 

suero, la sangre se envasó y etiquetó en tubos de ensaye, - de .15ste,. 

suero se tomaron 3 ml. para su titulación do anticuerpos por la 

pruebá de sueroneutralización. 

Con la finalidad de obtener suero hiperinmune anti-IBR en 

conejo con altos títulos de anticuerpos, se tomó le decisión de 

hacer una nueva inoculación a otros conejos. Para este fin se 



eligieron 2 conejos adultos de la raza Chinchilla, procedentes 

del criadero de la Facultad de Estudios superiores Cuautitlán campo 

4. En el cuadro No. 4 se muestra el calendario de inmunización que 

se siguió en este caso. 

El primor sangrado se realizó el dia 0, antes do la primera 

inoculación. 	El segundo sangrado se llevó acabo al término del 

calendario de inmunización convencional (dia 22), obtenióndoso 5 

ml de sangre por cada conejo via intracardiaca, la sangre se cen-

trifugó, el suero se etiquetó y envasó en tubos de ensaye, y se 

almacenó a 4° C. 	El tercer sangrado se realizó el día 40 de 

inoculación como ya se mencionó anteriormente. El cuarto sangrado 

fue a blanco en los dos conejos el dia 47 , 	centrifugando, el 

suero so etiquetó y envasó en tubos de ensaye de 10 ml. y so 

almacenó a una temperatura de 4° C. De los sueros obtenidos se 

tomaron 1 ml 	de cada uno y se mandaron al Departamento de 

Complejos Neumónicos 	en Rumiantes del Instituto Nacional de, 

Investigaciones Pecuarias, para la titulación de anticuerpos por 

medio de la prueba de sueroneutralización. 

• Titulación de los sueros anti-IBR en conejo por medio de 

indirecta. 

La placa se sensibilizó (ver punto de desarrollo general de la 

prueba de ELISA) con virus (BMV-1) diluido 104  y células SKI 

diluidas 104  en solución carbonato-bicarbonato pH 9.6, aPlioóndose 

100 pl en cada pozo el 2 hileras, la placa se dejó incubar toda la 

noche en refrigeración. El lavado y el bloqueo se realizó do la 

misma farm antas mencionada. 	Los anticuerpos para la,  

identificación del antígeno fueron los sueros de los conejos 

hiporinmunizados, do los cuales so contó con suero do conejo 



negativo, suero de conejo al término del primer calendario de 

inmunización y suero de conejo al término del segundo calendario de 

inmunización; cada uno do los sueros se aplicaron diluidos 1:2 en 

solución PBS, realizándose 2 repeticiones; la placa se dejó incubar 

1 h. a 37° C. Lavado. 	Para la aplicación del conjugado anti- 

conejo se utilizó la dilución 1:1500 en PBS, aplicándose 100 µI en 

cada pozo; la placa se incubó 1 h. a 37° C. El desarrollados de 

color, la solución de paro y la lectura de la placa se realizaron 

de la misma forma mencionada. Los testigos de la placa son los ya 

mencionados. 

c) Anticuerpos anti-IBR en bovino. 

Al laboratorio DIVET (Diagnóstico Integral Veterinario) de - 

Cuautitlán de Romero Rubio, fueron remitidas muestras de suero de 

bovinos para el diagnóstico de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, 

Diarrea Viral Bovina y Brucelosis. En este laboratorio la :Timba 

que se corre para el diagnóstico de IBR es la Comercial- ElIVET 

(Laboratorios PRONABIVE); estos sueros presentaron 

elevados do anticuerpos a IBR (.1-1-1.t+) 	De 	eatOs.  bovincl 	SO 

seleccionaron 5, los cuales se sangraron 200 ml. de sang,10.  a cada': 

uno, ésta se centrifugó para la obtención del SUero,.. se ,envasó, 

etiquetó y almacenó en tubos de .ensaye a una temperatura de 4° C 

hasta su utilización. 

3.- Método para la precipitación de gammagIobulinas. 

Se preCipitaron gammaglobulinas de conejo y de bovino,:;.  

Primeramente se tomaron 10 ml de suero de conejo y 5 ml de 

suero de bovino, se pasan a un vaso de precipitado por separado.`  
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En un tubo de ensaye se separan 5 ml do sulfato de amonio saturado. 

El vaso de precipitado de coloca sobre una charola con hielo y a 

su vez se coloca sobre el agitador adicionándole un agitador 

magnético, se empieza a aplicar el sulfato de amonio gota por gota, 

terminando se deja agitar 15 min más, pasado este tiempo se 

centrifuga el contenido del vaso de precipitado por 15 min., se 

decanta y el sedimento se reintegra al volumen inicial. So realiza 

el mismo procedimiento 2 veces más, el sobrenadante de cada 

centrifugación se envasó por separado. El sedimento de la última 

centrifugación so reconstituye a la mitad del volumen inicial ( 5 

ml para el conejo y 2.5 ml para el bovino). Estos precipitados se 

colocan en membranas y se dializan en POS 1:10 durante 3 dias con 

el agitador magnético y en refrigeración cambiando regularmente la 

solución. Por último se sacan los precipitados de las membranas a 

tubos do ensaye, se etiquetan y guardan a -20°C hasta su 

utilización. 

La cuantificación de proteínas se llevó 

técnica de Bradford. 

III.- METODOLOGÍA PARA EL DESARROLLO DE LA PRIMA DZ ELISA. 

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

a) Sensibilización. 	Para el desarrollo de la pruebe de ELISA 

se utilizaron microplacas de titulación de poliestireno (96 

pozos). 

La sensibilización se inició distribUyendo 100 pl 

lución reguladora de carbonato-bicarbonato 0.1 M con pM 



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 

dirección horizontal. 	La placa se dejó 	incubar 24 h. en 

refrigeración. 

b) Lavado. Se eliminó la solución sensibilizante y la placa 

se lavó con solución de lavado PBS-TWEEN 20 - 0.1%, aplicándose 200 

pl en cada pozo, repitiéndose el lavado por 4 veces con 	ésta 

solución y 2 veces con agua destilada; la placa se secó con papel. 

c) Bloqueo. El bloqueo se llevó acabo saturando los sitios 

de la microplaca con 100 µI de solución de gelatina al 0.25%, en 

cada pozo, al mismo tiempo se aplicó 100 pl de solución carbonato-

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

placa se dejó incubar 3 h. a 37° C. 

d) Lavado. Se eliminó la solución bloqueadora y  la placa sa. 

lavó con solución de lavado PBS-TWEEN 20 - 0.1% 4 veces y 2 con-, 

agua destilada, se secó con papel. 

e) Aplicación del antígeno Herpes virus bovino tipo 1 (BBV-1). 

Primeramente se hicieron por separado diluciones 	del virus en 

solución PBS. Del virus ya diluido se realizaron aplicaciones ''a 

cada pozo de la microplaca. La placa se dejó incubar :1 h. a 37° C. 

f) Lavado. Se realizó con solución de lavado PBS-TWEEN 20 - 

0.1%. repitiéndose 4 veces y 2 con agua destilada, la placa se 

secó con papel. 



g) Anticuerpos de identificación. 	En esto caso so utilizó 

suero hiperinmune anti-IBR que contenían los anticuerpos do 

identificación; este se diluyó en solución PBS pH de 7.0, 

aplicándose 100 µI a toda la microplaca. La microplaca so dejó 

incubar 1 h. a 37° C. 

h) Lavado. Se realizó con solución de lavado PBS-TWEEN 20 -

al 0.1%, repitiéndose 4 veces y 2 con agua destilada, la placa se 

secó con papel absorbente. 

i) Conjugado anti-IgG-enzima. 	El conjugado utilizado fue 

un conjugado anti-bovino (SIGMA) y un conjugado anti-conejo (The 

Binding Sito), estos se diluyeron en solución PBS pH 7.0 y se 

aplicaron 100 pl a cada pozo de la microplaca. Se dejó incubar 1 

h. a 37° C. 

j) Lavado. Se realizó con solución de lavado PBS-TWEEN 20 

- 0.1%, repitiéndose 4 veces y 2 con agua destilada, se secó con 

papel. 

k) Sustrato para la actividad de la peroxidasa. El sustrato 

de elección fue la 0-fenilendiamina (OPD, Laboratorios SIGMA). So 

aplicaron 5 mg de OPD en 10 ml. de solución Citratos-fosfatos pH 

5.0 y por último aplicar 9 pl de peróxido de hidrógeno al 30%, 

de ésta solución se aplicaron 100 pl a toda la microplaca. Se 

dejó incubar 10 min. a temperatura ambiente, de acuerdo a lo 

descrito en el Manual de Inmunología del Instituto Politécnico 

Nacional (20 ). 



1) Solución de paro. Pasados 10 min. la reacción se detuvo 

con una solución do Ácido Sulfúrico aplicándose 50 pl a cada pozo 

de la microplaca. 

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

con filtro do 492 nm. 

2.- Optimización de la concentración del anticuerpo de 

captura. 

a) Anticuerpos de captura anti-1BR en bovino. 

Para la sensibilización de la placa, primeramente se aplicaron 

100 pl de solución carbonato-bicarbonato pH 9.6 a toda la placa, 

posteriormente de la columna A-2 a H-2 se aplicaron a cada pozo 100 

pl de suero hiperinmune de bovino realizándose diluciones dobles 

hacia la derecha; la placa so dejó incubar toda la noche en 

refrigeración. El lavado y bloqueo se realizaron de la forma ya 

mencionada. Para la aplicación del antígeno el virus se diluyó 

previamente en diluciones decimales en, solución PBS, aplicándose 

100 pl de cada dilución en dirección vertical do la placa; la placa 

se dejó incubar 1 h, 37° C. Posteriormente la placa se laV6, El 

anticuerpo de identificación utilizado para ésta prueba fue suero 

hiperinmune anti-IBR en bovino diluido 1:2 en solución PBS, 

aplicándose 100 pl en cada pozo de la microplaca; la placa 5e dejó 

incubar 1 h. a 37° C. La dilución del conjugado anti IgG de bovino 

(2), se utilizó a una concentración de 1:32 000 en solución PBS 

como se demostró en un trabajo paralelo; la placa se dejó incubar 1  

h. 37° C. Posteriormente la placa se lavó con solución de lavado. 

La aplicación del desarrollador de color, la solución  de paró y la 

lectura.se realizaron de la forma ya mencionada anteriormente. 



b) Anticuerpos do captura anti-IBR en caprino. 

La microplaca se sensibilizó con 100 pl de solución carbonato-

bicarbonato pH 9.6; del suero hiperinmune anti-IBR en caprino se 

aplicaron 100 pl de este suero al pozo A-2 realizándose diluciones 

dobles hasta el pozo A-12, se repite la misma operación hasta los 

pozos H-2 al H-12. La placa so corrió de la forma antes descrita. 

3.- Optimización de la concentración del antígeno. 

La placa se sensibilizó con anticuerpos anti-IBR en bovino 

diluido 1:2 en solución carbonato-bicarbonato pH 9.6, aplicándose 

100 µI a cada pozo; la placa se dejó incubar toda la noche en 

refrigeración. Tanto el lavado como el bloqueo se realizaron de la 

forma ya mencionada. Para la aplicación del antígeno previamente 

so le realizaron tanto diluciones decimales (0 a -6) como 

diluciones dobles (1:2 a 1:128) en solución PBS, 'aplicándose 100 )1l'.  

de cada dilución, en una hilera las diluciones dobles y en otraI4s.  

diluciones decimales, al mismo tiempo se realizaron las mismas"  

diluciones de células aplicándose. de la misma. forma; la placa se 

dejó incubar 1 h. a 37° C. Posteriormente se lavó la placa.  Para 

la identificación del antígeno se utilizaron anticuerposántiLIBR 

de conejo, diluidos 1:8 en solución•PBS; la placa,  se dejoincebar. 

lh. a 37° C. La placa .se lava de la forma antes mencionada. El 

conjugado utilizado fue el anti-conejó (37), ,> dilUido 1:1500,:en 

solUción PBS; la placa se dejó incubar 1W. 37° 	 con 

solución de lavado. La aplicación del deOarrollador de color, la 

solución de paro y la lectura se realizaron ', de • la forma ya 

mencionada anteriormente. 



4.- Optimización de la concentración del anticuerpo 

identificación. 

a) Anticuerpos de identificación anti-IBR en conejo. 

La sensibilización de la placa se llevó a cabo con anticuerpos 

anti-IBR en bovino, diluido 1:2 en solución carbonato-bicaronato pH 

9.6, aplicándose 100 pl a cada pozo; la placa se dejó incubar toda 

la noche en refrigeración. Lavado y bloqueo se realizaron de la 

forma ya mencionada. 	Para la aplicación del antigenoi este se 

diluyó previamente en diluciones decimales de O a -6 en solución 

PBS, aplicándose 100 µI de cada dilución en cada pozo de la 

microplaca en forma vertical; la placa Se dejó incubar 1 h. a 370,  

C. 	La placa se lavó. 	Para la identificación del antígeno se. 

utilizaron anticuerpos anti-IBR en conejo aplicandoSeprimeramente 

100 pl de solución PBS a toda la placa y posteriormente 313 

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

de aqui diluciones dobles; la pla0a se dejó incubar 1 h. a .09 

El conjugado utilizado fue el anti-conejo diluido -1:1600 en'- 

solución PBS; la placa se dejó incubar 1 - h, a 	C 

Posteriormente la-placa se lavó. La aplicación del desarrollndor• 

de color, la solución de paró y lá lectura se llevaron acabo de la 

forma ya mencionada. 

b) Anticuerpos de identificación anti-IBR en 

La sensibilización de la placa, el lavado, el bloqueo, la 

aplicación del antígeno se realizaron de la misma forms antes 

descrita. Para la aplicación del anticuerpo de identificación se 

utilizó suero hiperinmune de bovino aplicando primeramente 100 pl 

de solución de PBS a toda la placa y posteriormente se aplicaron 



100 pl de suero hiperinmuno de bovino de pozo A-2 al Pozo H-2, 

realizándose de aquí diluciones dobles hacia la derecha. 	Los 

procedimientos siguientes se llevaron acabo do la forma ya 

mencionada. 

5.- Optimización de la concentración del conjugado anti-conejo. 

La placa se sensibilizó con anticuerpos anti-IBR en bovino 

positivo y negativo, diluido 1:2 en solución carbonato-bicarbonato 

pH 9.6, aplicándose 100 pl en cada pozo de la placa; la placa se 

dejó incubar toda la noche en refrigeración. 	El lavado y el 

bloqueo se realizaron de la forma ya mencionada. 	Para la 

aplicación del antígeno el virus se diluyó previamente 1:128 en 

solución PDS, se aplicaron 100 pl en cada pozo; la placa se dejó 

incubar 1 h. a 37° C. Posteriormente la placa se lavó. El 

anticuerpo de identificación utilizado fueron anticuerpos anta-IBR 

en conejo diluido 1:8 en solución PBS, aplicándose.100 pl en, cada 

pozo; la placa se dejóincubar 1 h. a 37°C . Posteriormente la 

placa se lavó. Las diluciones del conjUgado (37) a probar fueron 

1:1500, 1:3000, 1:6000 1:12000 y 1:24000,. aplicándose 10011i de 

cada dilución en cada pozo por duplicado; la placa se dejó incubar.. 

1 h. a 37° C. El lavado, la aplicación del desarrollador de 

la solución de paro y lectura se - realizaron de la. fOrla. ya 

mencionada. 
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1.- Desarrollo de la prueba de  ELISA 
en ns, lavado nasal y semen  

de bovino, usando suero completo tanto para la captura como para la 

identificación del virus. 



a) Desarrollo do la prueba de ELISA en PBS. 

La sensibilización do la placa so realizó con suero hiperinmuno 

de bovino diluidos 1:2 el solución carbonato-bicarbonato pli 9.6, a 

cada pozo se aplicaron 100 pl de ésta solución; la placa se dejó 

incubar toda la noche en refrigeración. El lavado y el bloqueo de 

la placa se llevó acabo de la forma descrita anteriormente, Para 

la aplicación del antígeno previamente se realizaron diluciones 

dobles en PBS, de éstas diluciones so aplicaron 100 pl en cada pozo 

de la microplaca; la placa se dejó incubar 1 h. a 37° C. So elimina 

la solución sensibilizante y se realiza en lavado. El anticuerpo de 

identificación para ésta placa fue el de conejo (suero hiperinmune 

anti-IBR en conejo) diluido 1:8 en solución PBS, aplicándose 100.11 

el cada pozo; la placa se dejó incubar 1 h. a 37° C. Posteriormente 

la placa se lavó. 	La aplicación del conjugado anti-conelo se 

utilizó la dilución 1:1500 en PBS, aplicándose 100 pi en cada pozo 

de la microplaca desarrolladoride color, solución de'paro y lectura 

se realizaron de la forma mencionada anteriormente 

Testigos de la prueba: 

• PBS sin virus 

• PBS con células 

b) Desarrollo de la prueba de ELISA en lavado nasal. 

Para data prueba la sensibilización, el lavado, el bloquee se 

realizaron de la forma descrita anteriormente, En el caso dl la 

aplicación del antígeno la diferencia fue que éste se diluyó en 



lavado nasal, realizándose diluciones dobles. Los procedimientos 

posteriores se llevaron acabo de la misma forma antes mencionada. 

Testigos de la prueba: 

• Lavado nasal sin virus 

• Lavado nasal con células 

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

En este caso como los anteriores la sensibilización, el lavado y 

el bloqueo se realizaron do la forma ya mencionada, 	Para la 

dilución del antigeno, esto se diluyó en semen (este previamente 

diluido 1:10 en solución salina fisiológica) realizándose 

diluciones dobles. 	Los procedimientos posteriores se realizaron 

como ya se mencionó anteriormente. 

Testigos de la prueba 

• Semen sin virus 

• semen con células 

2.- Desarrollo de la prueba de ELISA en PBS, lavado nasal y semen 

de bovino, usando gammaglobulinas tanto pauto para la captura como 

para la identificación, 

a) Desarrollo dela prueba de ELISA en pu. 

La placa se sensibilizó con gammaglobulinas de bovino diluidas 

1:2 en solución carbonato-bicarbnato p0 9.6, se, aplicaron 100 pl en 



lavado nasal, realizándose diluciones dobles. Los procedimientos 

posteriores se llevaron acabo de la misma forma antes mencionada. 

Testigos de la prueba: 

• 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 sensibilización, el lavado y 

el bloqueo se realizaron de la forma ya mencionada. 	Para la 

dilución del antígeno, este se diluyó en semen (este previamente 

diluido 1:10 en Solución salina fisiológica) realizándose,  

diluciones dobles. 	Los procedimientos posteriores se realizaron 

como ya se mencionó anteriormente. 

Testigos de la prueba 

• Semen sin virus 

• Semen con células 

2.- Desarrollo de la prueba de ELISA en PBS, lavado nasal y semen 

de bovino, usando gammaglobulinas tanto panto para la captura como 

para la identificación. 

a) Desarrollo dela prueba de ELISA en PBS. 

La placa se sensibilizó con gamaglobulinas de bovino diluidas 

1:2 en solución carbonato-bicarbnato pN 9.6, se aplicaron 100.µl en 



• PBS sin virus 

• PBS con células 

b) Desarrollo de la prueba de ELISA en Lavado nasal. 

Para ésta prueba se realizaron loS mismos procedibieutos que, 

para la prueba anterior, con la excepción de gua álantigenó se 

diluyó previamente en lavado nasal realizéndose diluciones dobles y 

.aplicándose 100 11 a cada pozo de la microplaca. 

Testigos de la prueba: 

• Lavado nasal sin virus 

• Lavado nasal sin células 

cada pozo de la microplaca; la placa se dejó incubar toda la noche 

en refrigeración. El lavado y bloqueo se realizaron de la forma 

mencionada anteriormente. Para la aplicación del antigeno, 

previamente se realizaron diluciones dobles en PBS de éstas 

diluciones se aplicaron 100 pl a cada pozo de la microplaca; la 

placa se dejó incubar 1 h. a 37° C. 	Posteriormente la placa se 

lavé. 	Para la identificación del antigeno se utilizaron 

gamaglobulinas de conejo diluidas 1:2 en solución PDS, aplicándose 

100 pl en cada pozo; la placa se dejó incubar 1 h. a 37° C. 	La 

placa se lavé de la forma ya mencionada. En la aplicación del 

conjugado anti-conejo se utilizó la dilución 1:1500 en PBS 

aplicándose 100 pl en cada pozo, el desarrollador de color, 

solución de paro y lectura se realizó de la forma ya mencionada. 

Testigos de la prueba: 



El análisis estadístico de este trabajo se realizó con el 

paquete estadístico NWA (21). 

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

Al igual que en las dos pruebas anteriores. Ésta se realizó de 

la misma manera excepto que el antígeno se diluyó previamente el 

semen de bovino (diluido 1:10 en solución salina fisiológica), 

realizándose diluciones dobles y aplicando 100 pl a cada pozo de la 

microplaca. 

Testigos do la prueba: 

• Semen sin virus 

• Semen con células 

V.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 



CUADRO No. 1 

CALENDARIO DE INMUNIZACIÓN No. 1 EN CAPRINO 

INOCULACIÓN 	VÍA DE 	 DOSIS 
(dia) 	ADMINISTRACIÓN 

	

O 	 SC 

	

7 	 SC 

	

7 	 IM 

	

14 	 IM 

	

14 	 IV 

	

21 	 IV 

	

30 	 IV 

30 	 ID 

2 ml BlIV-1 inactivo 
0,3 ml ACF 

2 ml BHV-1 inactivo 
0.3 ml ACF 

2 ml BHV-1 inactivo 

2 ml BHV-1 inactivo 

0.5 ml BHV-1 inactivo 
5 ml SSF 

0.5 mi BHV-1 inactivo 
5 ml SSF 

2 ml BHV-1 inactivo 
10 ml SSF 

0.5 ml BHV-1 inactiva 

Virus con un titulo de 101. Virus inactivado con formol al 0.051. 	 Acr.- 
Adyuvanto Completo de Freud.- 	Solución Salina Floiológicaal 0.854 de HaCl. 
Vida de administración: Subcutánea (SC), Intraluscularl/M), IntravenoóaliV) e 
Intradérnica (ID), 



CUADRO No. 2 

CALENDARIO DE INMUNIZACIÓN No, 2 EN CAPRINO 

DOSIS INOCULACIÓN 	VÍA DE 
(día) 	ADMINISTRACIÓN 

o ID 0.5 ml BHV-1 inactivo 
0.1 ml ACF 

14 

21 

IM 

IV 

SC 	 2 ml BHV-1 inactivo 
0.3 ml ACF 

Virus con titulo 10°. Virus inactivo con formol al 0.05% 	 ACF. 
Adyuvante Completo de Freud. SSF.- Solución Salina Fisiológica al.  0:051 	de 
NaCl. Viao de administración: subcutánea (SC), intraciérlica-(ID),. intreMuOCulár 
(IM) e intravenosa (IV) 



CUADRO No. 3 

CALENDARIO 	DE 	INMUNIZACIÓN 	No. 	1 	EN 	CONEJOS 

INOCULACIÓN 
(día) 

VÍA DE 
ADMINISTRACIÓN 

DOSIS 

O 	 SC 	 1 ml BHV-1 inactivo 

0.3 ml ACF 

5 	 SC 	 1 ml BHV-1 inactivo 

0.3 ml ACF 

11 	 IM 

16 	 IM 

21 	 IV 

26 	 IV 

1 m1 BHV -1 inactivo 

1 ml BHV -1 inactivo 

0.3 m1 BHV -1 inactivo 

0.7 ml 3SF 

Virus con titulo 101. Virus lnactivado con formol- al 
Adyuvante Completo de Freud. 	Solución Salina PlaiológieS'al 0,014.dkWaCX, 
Vlas de admánistracl6n: subcutánea (SC), inttamuscUlar 	e'intraverioallIVV. 



14 	 IV 	 0.3 ml BliV-1 inactivo 

0.7 ml SSF 

16 	 IV 	 0.3 ml 1311V-1 inactivo 

0.5 ml. B1W4 activo 

34 

Yirue con titUlo 10'. Virun inactivado con formol al 0.051. 
Adyuvante CoMpleto de Freud. 55F.- Solución Salina Fisiológica al 0.051 de »pi.. 
Vian de adminietraciónt sifficutinea (SC), intránuecular IIH), e intravenosa {IV). 

28 

0.7 ml SSF 

CUADRO No. 4 

CALENDARIO 	DE 	INMUNIZACIÓN 	No. 	2 	EN 	CONEJOS 

INOCULACIÓN 	VÍA DE 	 DOSIS 
(dia) 	ADMINISTRACIÓN 

O 	 SC 

2 	 SC 

7 	 IM 

9 	 IM  

1 ml ENV-1 inactivo 

0.3 ml ACF 

1 ml EVIV-1 inactivo 

0.3 ml ACF 

1 ml 1311V-1 inactivo 

1 ml DHV-1 inactivo 



El suero obtenido de este animal se tituló por medio de la 

prueba de sueroneutralización, los resultados se muestran en los 

cuadros No. 5 y 6 respectivamente. 

CUADRO No. 5 TITULO DE ANTICUERPOS 

DE INMUNIZACIÓN No. 1 

DIA 

ANTI-IBR EN CAPRINO CALENDARIO. 

CAPÍTULO V.- RESULTADOS 

I.- RESULTADOS DE LA. OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO. 

1.- Obtención del virus. 

Para el presente trabajo de investigación se utilizó como 

antígeno al Herpes Virus Bovino tipo 1 (BBV-1), el cual se tituló 

por medio de la prueba de efecto citopático en cultivo celular 

obteniéndose un titulo de 105  ICID50/ml, al término del trabajo el 

virus seguía manteniendo el mismo titulo. 

2.- Obtención de anticuerpos. 

a) Anticuerpos anti-IBR en caprino. 



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

INMUNIZACIÓN No. 1. 

DÍA 

O 

13 

30 

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

DE INMUNIZACIÓN No. 2 

DÍA 	 TITULO 

28 	 1 : 4 

31 	 1 : 8 

b) Anticuerpos anta-IBR en conejo. 

Los sueros de estos animales so titularon por medio da la 

prueba de sueroneutralización, mostrándose los resultados en los 

cuadros No. 7 y 8 respectivamente. 



CUADRO NO. 8 TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-IBR EN CONEJO CALENDARIO DE 

INMUNIZACIÓN No. 2. 

DIA 	 TITULO SN 	 TÍTULO ELISA 

(Abs) 

O 	 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 diagnóstica comercial para IBR 

ELIVET, obteniéndose un titulo positivo de (+++++). (3) 

3.- Resultados de la precipitación de gamaglobulinas. 

Se obtuvieron 2.5 ml. de gamaglobulinas de hyvino y 5 ml. 

gamaglobulinas de conejo. 

4.- Resultados de la cuantificación de proteínas. 

En cuanto a la cuantificación de Proteínas tenemos los 

siguientes resultados: 



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 PES, lavado nasal y semen 

de bovino, utilizando suero completo tanto para la captura como 

para la identificación del virus. 

En todas las repeticiones que so realizaron de este 

experimento, no hubo cambio de absorbancia entre el virus y lós 

testigos de dilución. 

2.- Resultados de la prueba de ELISA en PES, layado nasal y semen 

de bovino' utilizando gamaglobulinas tanto para la captera 

para la, identificación del virus. 

ESPECIE 	 SUERO 	 PRECIPITADO 

Conejo 
	

7504 pcg/100 pl 	683 pcg/100 pl 

Bovino 
	

6940 pcg/100 pl 	658 pcg/100 pl 

H.- RESULTADOS DE LAS OPTIMIZACIONES PARA EL DESARROLLO DE LA 

RUMIADA ELISA. 



LECTURA CON ABS. @ As 092,0* 

DILUCIÓN DEL VI PBS LN SEMEN 

1:2 1.013 0.508 0.400 

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 repeticiones. @ As «92 me 

Ase- Ast  

PDS.- Solución de buffer fosfátos. LN,- Lavado nasal. 

Resultados obtenidos con el paquete estadistico NWA. 

Correlación: 

VARIAR. MEDIA 
	

VARIAR. COVARIAN2A CORRELAC, PRUEBA-T 

	

0.509 0.2846 2 	4.6119 	0.9427 	6.3204 

	

3 	2.8592 	0.7973 	2.9543 

0,223 0.1718 
	

3 	2.0360 	0.9420 	6.1728 

Varfab.- Variable 1: Pbs, variable 2: lavado natal y variable 

semen de bovino. 04  a  0.05 



PRUEBA F: 14.75534 

0.05 = 

• ANALISIS DE VARIANZA (EN BLOQUES): 

VARIACIÓN DEBIDA 

SUMA DE 

CUADRADOS 

GRADOS DE 

LIBERTAD 

CUADRADOS 

MEDIOS 

AL TRATAMIENTO 0.3084 2 0,1542 

VARIACIÓN DEBIDA 

AL ERROR 0.1254 12 1.0450 

TOTAL 0.4330 
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'MULOS DE CUEROS DE cosen POR PRUEBA DE EUSA 
INDIRECTA Y SUER01111ETRAMACIÓN 

0.16 
0.16 
0.14 

g 0.12 
2 0.1 
w 0.08 

0.06 

0 
0.04 

16 
14 
12 
10' 
8 
O 
4 
2 
0 

O 	C-1 	C2 A 	C-20 

CALENDARIOS DE INNUIDZAC1ON 

5 
z 

1 

C-1: Calendario de Inmunización No. 1 
C.2 A: Calendario de Inmunización No. 2 
C-313: Calendario de Inmunización No. 2 (conejos sangrados a blanco). 

C-1 C-2 
VIRUS 	0,106 0.147 0,184 0.182 0,274 0305 
CELULAS 0,202 Q124 0.195 0.184 0.242 0.215 

(-) (-) 0.032 0.001 

C-.2 
Q372 0.401 
0.306 0.292 
0067 0.108 RESTA 

TITULACION DE SUEROS DE CONEJO POR ELISA INDIRECTA 

CALENDA, ELISA SN 
O O O 

C•1 0 4 
C-2 A 0.041 8 
C-2 B 0.175 18 

FIGURA No. 1 TITULACION DE SUEROS DE CONEJO POR PRUEBA DE 
PRUEBAS DE ELISA INDIRECTA Y SUERONEUTRALIZACION. 



1.2 

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

ANTICUERPO DE CAPTURA 430V1140 

0.8 

0.8 

0.4 

0.2 

o 

DILUCION DEL SUERO 

Los puntos son la X mas menos una S. 

DILUCION 	2 	4 	8 16 32 64 128 256 512 1024 
1.122 0.801 0.724 0.845 0,748 0.832 0.603 0.631 0,628 0,621 
1.135 0811 0.836 0.846 0832 0,761 0731 Q608 Q613 0.585 
1.115 0,893 0.774 0.752 0,846 0.621 0.594 0.665 0.092 0,578 
1.111 0.894 0.875 073 0772 0.804 0.558 0.689 0,593 0629 
1.175 0872 0837 0.721 0801 0.742 0.624 0,635 0.668 0,864 
1,125 0823 0.742 0.737 0721 0,857 ass 0,621 0,598 0.525 
1,182 0.838 0.894 0.742 0727 0/84 0.533 0,811 0.556 0.535 
1.047 0818 0.735 0.871 0764 Q891 0.564 Q524 0457 0.501 

X 	1.124 0844 0e02 0.781 0.778 0.899 0.591 0.633 Q599 0.578 
S 	0.038 0937 0.037 0.062 0047 0078 ame 0.053 0,071 0.055 

2 	4 	8 18 32 84 128 256 612 1024 
R+S 	1.098 1.109 1.107 1.072 1.058 1.012 0903 0983 0.985 1.000 

1.048 1,039 1.024 1,017 0992 017 092 0929 0.917 0111 
Su 	1 0,969 0941 0.962 0928 0928 0877 0595 0149 0.813 
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FIGURA No. 3 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPO 
DE CAPTURA DE CAPRINO. 

ANTICUERPO DE CAPTURA CAPRINO 

Los puntos son la X de la absoffiancla mas menos una S. 

OIL 2 4 8 16 32 
0.541 0,574 0.506 0.472 0.475 
1492 0.477 0.532 0.542 0.524 
0.568 0.483 0.511 0.525 0.413 
0.483 0.401 0.386 0.453 0.428 
0.508 0,408 0.511 0.486 0358 
0.482 0.512 0.478 0.431 0,378 
0381 0319 0348 0,332 0,403 
0.348 0.281 0.298 0.372 0285 

.64 	128 258 512 1024 
0,488 0.491 0.511 0.495 0,474 
0,383 0.406 0.438 1437 0.441 
0.424 0.428 0.416 0.414 1442- 
0,415 0,358 0.341 0,3124 0.411 
0.318 0.371 1347 0.385 0.4128 
0361. 0301 0214 0.335 0.346 
0288'0348 0291 0273 0300' 
0.268 0.302 0.373 0307 0.227 

2 	4 	8 16 32 84 128 256 612 1024 
0.469 0.429 0.444 0.452 0.408 0308 . 0376 Q378 1378 0.392 
0873 0096 0.001 0.072 0.073 0.073 0884 1076 0.072 0078 

2 	4 	8 16 32 64 128 256 512 1024 
XiS 0.542 0.527 0536 0.524 0,481 0.441 0.439 0.451 0.461 0.47 
X 	0.469 0.429 0444 0.452 0406 0.3e6 0.376 0.376 0.379 0.392 
R-S 	0.396 0.328 0.353 0.38 0.335 0295 0.311 0.301 0.307 0.314 



FIGURA No. 4 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTIGENO. 

CONCENTRACIÓN DEL ANTIGENO EN DILUCIONES 
DOBLES Y DECIMALES 

N 'Cr CO 
10 

no  1 5 	5 
DILUCIÓN DO. ANTIGENO 

Las lecturas son las asorbancias del antígeno menos las absofbancias de IOS tes-
tigos negativos. 

TESTIGOS 	DILUCIONES DECIMALES: 
0,243 DIL. -5 	-8 
0.131 ABS .0.32 0.012 

0 -1 -2 .3 -4 
0,107 0.22 0,196 0.335 0.12 

0,612 
0.485 	DILUCIONES DOBLES 
0.571 DIL. 	2 	4 	8 	16 32 	84 128 
0.494 ABS 0.697 0,401 0.484 0.451 0.32 0,222 0.141 
0.073 
0.117 

DL 	2 	4 	8 	16 32 84 128 100 200 300 400 500,600 700 
ABSORB 0.697 0.401 0.484 0.451 0,321 122 0.141 0.107 0.222 0 0.336 0.11 	0 0,012 

1-•-ABS012.13j  
2 

ro 



Z 0 .6  

0L1.54 
0.3 
0.1 
0.1 

rv 	‘r 

PILUCION ori. SUERO 

Los puntos son la de la absotbancia 

0.9 
0.8 

g 0.7 

DILUCION 	2 
0.681 
0,675 
1.035 
0,720 
0.727 
0.709 
0,613 
0,708 

4 8 16 32 64 128 256 512 1024 
0.611 0.431 0,526 0,313 0,296 0.2E8 0.309 0,187 0,171 
0.573 0.524 0.453 0.356 0.307 0.305 0.235 0.214 0.062 
0.624 0,495 0.323 0.305 0.237 0.179 0.173 0.166 0.076 
0.618 0.701 0.624 0,394 0.401 0,312 0,201 0.069 0.117 
0.597 0.617 0.598 0.461 0.381 0.268 0.209 0,137 0.048 
0.625 0.464 0,453 0,336 0.426 0.255 0.127 0.411 0,135 
0,704 0.483 0.226 0.341 0,152 0,122 0.118 0.011 0.081 
0,541 0.417 0,297 0,332 0,258 0.106 0.017 4.08 0,077 

2 	4 	8 16 32 64 128 256 612 1024 
PROMEDIO 0.735 0.612 0,517 0.438 0,356 0,305 0,238 0.173 0,140 0.093 
DESVIACIÓN 0,127 0.047 0.097 0.145 0.061 0.090 0,068 0,068 0.145 0.043 

X+S 	0,862 0.660 0.614 0,583 
R 	0,735 a612 0517 0.438 
1-,5 	0.609 0505 0.42 0.293 

32 64 	128 256 512 1024 
0,406 0,3e5 0304 0261 0.205 0.13e 
0.355 0305 9,238 0.173 0.14 0.093 
0.304 0.216 0.172 aoes 0 0,08 

2 4 8 16 

FIGURA No. 5 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPO 
DE IDENTIFICACION DE CONEJO. 

ANTICUERPO DE IDENTIFICACION CONEJO 



r4 3 

	

0.35 	 
0.3 

I3 025 .  
0.2 

0.15 

005 

	

O 	 
N 7 03 

1 
DILUCION DEL sumo 

Los puntos son la X de la absorbancla mas menos una S. 

16 32 64 128 256 512 	1024 
0.048 0.073 0.167 0262 0202 0176 Q209 
0075 0.132 0.181 0.314 0.328 Q311 0273 
0.065 0,102 0145.0.218 Q231 0.206 0,257 
Q101 0.093 0.119 0247.0:256 0.237 0.2e4 
0.047 0119 0.334 0.203 0,174 0.149.'0.223 
0,039 0.063 0233 0.262 0.197 0285 0234 
0.029 0064 0.207 0.20e 0,112 ales 0157 
0.061 0,028 0202 alas 0.194 0259 0.272 

DILUCION 	2 	4 	8 
0,544 0.061 0066 
0141 0.158 0,065 
0.172 0,088 0,079 
0,151 0,123.0.808 
0.101 0.117 0.062 
0.132 0.047 0.035 
0.098 0046 0.011 
0.065 0.046 0.048 

2 	4 	8 	16 	32 64 128 256 512 1024 
PROMEDIO 0.17e 0066 0118 0.067 0,087 0.190 0237 0.212 0227 Q251 
DESVIACIÓN aleo 0043 0199 0.023 Q033 0,0e8 0040 aoeo 0068 0.027 

2 
X+2 0.329 
X 0.178 
)1-2 0,023 

4 8 
0.129 0.317 
0.086 0.118 
0.043 0 

16 32 64 	128 256 612 1024 
008 012 0206 0277 0.275 0283 0.278 

0.057 0.087 0,199 Q237 0.212 0.227 0251 
0.034 0.054 0.133 aler 0149 0,171 0.224 

FIGURA No, 6 OPTIMIZACIO N DE LA CONCENTRACION DEL ANTICUERPO 
DE IDENTIFICACION DE BOVINO. 

ANTICUERPO DE IDENTIFICACIÓN .f3OVIM0 



Las lecturas son las absorbancias de los testigos positivos menos las absor-
bancias de los testigos negativos 

DILUCION 1500 3000 6000 
VIRUS 0.282 0.251 0.118 
CELULAS 0,184 0.139 0.112 
VIRUS 0281 0273 0.011 
CELULAS 0.135 0.138 0.172 
VIRUS 0228 Q231 0117 
CELULAS 0,073 0,207 0.149 

Lectura de las absorbancias menos los testigos negativo: 
0.006 
•acial 
-0,032 

12000 
0.114 
0.107 
0.116 
0,112 
0.101 
0.091 

0.007 
0.004 
0,01 

oxee 0.112 
0046 0.135 
0.155 0.024 

DILUCION 1500 »0 
R 0.100 0.090 
S 0.055 0.059 

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



CAPÍTULO VI.- DISCUSIÓN 

En base a los resultados obtenidos podemos observar que el 

cultivo del virus de IBR que se obtuvó durante el presente trabajo 

presentó un titulo de 108  TcID5c/ml, el cual si lo comparamos con 

en obtenido en otro trabajo (22), podemos decir que es igual. (22) 

En cuanto a la obtención de anticuerpos tenemos primeramente a 

los anticuerpos anta-IBR en caprino, en este animal so emplearon 

dos calendarios do inmunización; en el primer calendario (cuadro 

No. 1) se empleo el antígeno con un titulo 10' MINO/tal, 

obteniéndose como máximo un titulo de anticuerpos por 

sueroneutralización (SN) de 1:2 (cuadro No. 5); en el segundo 

calendario (cuadro No. 2) se empleo un antígeno con titulo 10' 

TCID50/ml, obtenióndose títulos de anticuerpos de 1:8 por SN 

(cuadro No. 6). 	Como podemos observar al aumentar al doble la 

concentración del antígeno la respuesta fue significativa 

obteniéndose títulos de 1:8 por SN; esta respuesta se atribuyo a 

que en el segundo calendario de inmunización la concentración del 

antígeno es mayor; indicando 	que a mayor concentración del 

antígeno mayor respuesta humoral, además se realizó un refuerzo..al 

animal. Otros autores (8) mencionan que los caprinos.pueden ser 

utilizados para obtener sueros hiperinmUnes anti-IBR,  pero no se 

indica el calendario de inmunización, el titulo de anticUerpos • 

obtenido ni la concentración de antígeno aplicada. 

Para la obtención de anticuerpos anti-IBR en conejo se 

utilizaron dos calendarios de inmunización: el 	Primero (cuadro 

No, 3) utilizando un antígeno con 10' TCIDsonal• obteniendo un 

titulo de anticuerpos máximo de 1:4 por SN (cuadro No. 7); en el 

segundo calendario (cuadro No. 4) se empleo un virus con título 10' 

ICID50/m1 partículas infectantes, obteniendo un titulo de 



anticuerpos de 1:16 por SN (cuadro No, 0). 	El titulo de 

anticuerpos se ve aumentado cuando cambiamos de antígeno por uno de 

mayor concentración y además en el segundo calendario de 

inmunización algunas aplicaciones se realizaron con antígeno vivo. 

Honda E. Y Col. mencionan que inoculando virus vivo y utilizando 

una vía de administración directamente a mucosas, se pueden obtener 

títulos de anticuerpos con títulos de 1:8 hacia la Sta. semana y de 

hasta 1:1024 7 semanas después de la primera inoculación, En este 

caso, si a los conejos se hubiera inoculado mayor cantidad do virus 

vivo por vía endotraqueal y sangrado 1 o 2 semanas después 

posiblemente los títulos se hubieran incrementado (17). 	Estos 

resultados refuerzan la ruta de administración para la inducción de 

anticuerpos. 

En cuanto a los resultados que se obtuvieron con respecto 'a la 

titulación de los sueros de conejo, se compararon dos pruebas la de 

Sueroneutralizanción y ELISA indirecta (cuadro No. 6), observándoSe 

que las lecturas son proporcionales en los dos casos, podemos decir 

que existe relación entre las dos- pruebas y es posible seguir el 

curso de la inmunización por la prueba de ELISA (17). 

Comparando los resultados de cabra 

observa que el conejo presenta una respuesta mayor a la exposición 

del antígeno la misma concentración de virus; esto se puede 

atribuir a factores propios de la especie, del individuo, a que los 

caprinos por su tamaño requieren una concentración diferente del 

antígeno y principalmente a que en los conejos se realizaron 

inoculaciones con virus vivo (17), 

Los sueros anti—IBR en bovino que se mezclaron, estos fueron 

titulados por medio de la prueba comercial para el diagnóstico de 



IBR ELIVET (Lab. Pronabive), obteniéndose un titulo positivo 

(+++++), este titulo es el más alto obtenido por esta prueba. 

Actualmente esta prueba ya no existe en el mercado fue retirada en 

1995. En la experiencia personal aún que el titulo se aprecia alto 

y el fabricante lo relaciona con infección, los bovinos usados se 

encontraron bajo un esquema de vacunación muy cerrado (2). 

En 	la optimización do la concentración 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 dilución 1:2 ligeramente mayor que el resto de 

las lecturas; en segundo término se utilizó anticuerpos de caprino, 

en la Figura No. 3 se encuentran los resultados de la optimización 

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 distribución y comportamiento. Además hay 

que agregar que el bovino presentó mayor cantidad de anticuerpos. 

Por lo tanto podemos concluir que la concentración óptima para el 

anticuerpo de captura es suero de bovino diluido 1:2. 

Para la optimización de la concentración del antígeno, se 

realizaron diluciones dobles y diluciones decimales, los resultados 

se muestran en la Figura No. 4, integrando los resultados de las 

dos variantes. Respecto a las diluciones dobles, los cambios de 

absorbancia (las lecturas del antígeno menos los testigos 

negativos) van disminuyendo conforme la concentración del antígeno 

baja, así tenemos que la dilución 1:2 es la lectura más alta y la 

dilución 1:128 es la dilución más baja, se mantuvo una correlación 

entre la concentración del antígeno y las lecturas obtenidas; en 



cuanto a las diluciones decimales no existe una relación entre la 

concentración del antígeno y las lecturas obtenidas que son muy 

variadas. En ésta optimización se decidió tomar como concentración 

óptima del antígeno la dilución 1:16, ya que so obtiene una buena 

lectura en la sensibilidad de la prueba en la concentración minima 

del virus detectada; la sensibilidad de la prueba fue de 106  

TCID50/ml. 

Ahora bien para la optimización de la concentración del 

anticuerpo de identificación se utilizaron dos sueros, primeramente 

el de conejo, en la Figura No. 5 se muestran los resultados 

obtenidos en esta prueba, observando que hay una relación en las 

lecturas de absorbancia, asi tenemos que a menor concentración del 

anticuerpo menor lectura de absorbancia. El rango de desviación 

estándar es muy bajo; en segundo suero empleado fue el de bovino 

los resultados obtenidos se muestran en la Figura No. 6, en los 

cuales se observa que no hay relación alguna entre la concentración 

del anticuerpo y las lecturas de absorbancia obtenidas. Esta 

disparidad de resultados pudo deber a que el anticuerpo de 

identificación y el de captura fueron de la misma. especie, por lo 

que el conjugado anti-bovino se puede pegar directamente a la placa 

o al anticuerpo de captura 	y dar resultados falsos. Por las 

características mencionadas de la prueba, se tomó como 

concentración óptima para la dilución del anticuerpo de 

identificación suero de conejo diluido 1:0. 

En cuanto a la optimización de la cencentración del...conjugado 

anti-coneJ9# los resultados se muestran en la—figura No. 71  

observando que la dilución óptima es 1:1500, ya que ésta es la 

lectura de cambio de absorbancia más altar'el-4abricante:  deteste 

producto recomienda su utilizaCión 1:600¡ Pero'dicha'dilUciÓn.  se 



puede ver modificada debido a condiciones de transporte, 

almacenaje, tiempo de elaboración y condiciones particulares de la 

prueba (37). 

En la Figura No. 7 so muestran los resultados obtenidos para 

la optimización de la concentración 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 identificación, en todas las 

pruebas realizadas las lecturas no indicaron relación en cuanto a 

la dilución del mismo, esto se puede explicar ya que en un suero 

completo existe menor concentración de anticuerpos y gran cantidad 

de proteínas y la reacción puede ser inespecífica hacia la 

microplaca. 

Para la prueba de ELISA en PBS, lavado nasal y semen de bovino 

utilizando gamaglobulinas de bovino para captUra Y gemeglebulina5  

de conejo para la identificación del antígeno tenemos 	que el 

indice de correlación entre la prueba usando virus diluido en PBS 

y en lavado nasal fue de: 0.9427; el valor de T de ésta prueba es 

de 6.3204, 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 correlación de 0.9427 es significativo, es decir 

que hay asociación entre estas dos variables (40). El indice de 

correlación entre la prueba usando el virus diluido en PBS y semen 

fue de: 0.80; el valor T de ésta prueba es de 2.9543, Valor que 

resulta mayor quo la T de tablaa (0.05, 7) = 2.3646; por  lo  tanto 

al nivel p < 0.05 se puede interpretar como que el valor de 



correlación de 0,00 es significativo, es decir hay asociación entre 

las dos variables (39). El indice de correlación entre la prueba 

usando el virus diluido en lavado nasal y semen fue de: 0.9402; 

el valor T de ésta prueba es de 6.1720 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 correlación de 0.9402 es 

significativo, es decir hay asociación entre las dos variables 

(40). 	Análisis de varianza: F calculada 	(14.75534) resultó ser 

mayor que F de tablas (3.99); por lo cual se rechaza Ho, 

concluyéndose que no existe diferencia de comportamiento del virus 

entre los tres tratamientos de dilución (40). 

Esta prueba en especial se recomienda para diagnóstico de 

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

reportan que éstos animales eliminan en secreciones nasales títulos 

virales de hasta 10e  TCIDso/m1; la cantidad de virus que eliminan en 

semen no se encontró reportada en la literatura revisada (29). 

Existen otro métodos de diagnóstico más sensibles quo 

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

sensibilidad 	de 	102 	TCID50/m1; 	.el 	otro 	métedo',' es , 

inmunofluorescencia directa, la cual tiene una sensibilidad de 101 

TCIDsonal,. (22). La prueba de ELISA tiene algunas ventajas 

otros métodos para el diagnóstico de IHR como que es una pllieba en 

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 

detecte. 

La sensibilidad de la prueba de ELISA se puede incrementar de 

la siguiente manera: usando anticuerpo de captura con un titulo 



mayor, usando anticuerpo do identificación con un titulo mayor, 

analizando el mejor soporte para los anticuerpos de captura, 

cambiando el sistema da amplificación por otro desarrollador de 

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



e) Por medio de la prueba de ELISA no existió diferencia en la 

identificación del virus, empleando lavado nasal o semen bovino. 

f) Esta prueba en las condiciones ya mencionadas, 

usar como un método alternativo de diagnóstico, para la detecCión 

de virus en semen bovino o lavado nasal. 

Se recomienda llevar a cabo, la continuación 

buscando primeramente aumentar la sensibilidad de la 'Kuoh4 'y 

posteriormente evaluar su eficacia a nivel de campo.; 

CAPÍTULO VII.— CONCLUSIONES 

a) El mejor método de inmunización para la obtención de suero 

hiperinmune anti-IBR fue el realizado en conejos, utilizando virus 

activo (vivo) durante las últimas inmunizaciones. 

b) La prueba más eficiente para la detección de virus fue el 

método de ELISA de captura usando gamaglobulinas de bovino como 

anticuerpo de captura y gamaglobulinas de conejo como anticuerpos 

de identificación. 

c) La sensibilidad que mostró la prueba de ELISA utilizada en 

este trabajo fue de 106  TCIDso/m1., por lo tanto se recomienda 

usarla en animales enfermos en fase aguda. 
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