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RESUDMEN

Diversos tipos de virus pueden causar enteritis viral en caninos. En los

caninos existen dos distintos parvovirus auténomos. el mas importante de ellos es el
parvovirus canino 2 (2,7).

La parvovirosis canina es una enfermedad provocada por un virus desnudo
Es extremadamente pequeiio y mide solamente 22 nm; cuyo acido nucléico es de

tipo ADN de banda sencilla.

El parvovirus canino tipo 2 depende para su replicacién de la divisiéon celular,
no se replica en tejidos con bajo indice mitético. En las células infectadas forma
cuerpos de inclusidn intranuclear (7). El parvovirus posee una caracteristica muy
importante para su estudio la capacidad de aglutinar eritrocitos de cerdo y mono

Rhesus a una temperatura de 4° C (11).

Para el diagnostico de esta enfermedad existen varias técnicas como lo son
las pruebas de hemaglutinacion e inhibicion de la hemaglutinacion, aislamiento en
cultivo celular, microscopio electrénico, necropsia , aglutinacion en latex y ELISA.

En los primeros afios de la década de los 80's, las técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) comenzaron a ser utilizadas en numerosos laboratorios
como meétodo de diagndstico rutinario (6). Las técnicas inmunoenzimaticas (Enzime-
Linked Inmuno Sorbent Assay) ELISA poseen caracteristicas de alta sensibilidad,
especificidad, rapidez y economia. En este método se utilizan anticuerpos
conjugados a una enzima (6,34).

La finalidad del presente trabajo fue desarrollar una prueba de ELISA directa
para diagnosticar parvovirus canino y correlacionar los resultados de ésta con Jos
resultados de ia prueba de hemagiutinacion e inhibicidn de la hemaglutinacion en

heces de canino.

Se recolectaréon 29 muestras de heces y suero de caninos de diferentes
edades en diferentes zonas del area Metropolitana de la ciudad de México. Para la
obtencidon de un suero hiperinmune se inocularon conejos bajo dos diferentes
esquemas de inmunizacion. El suero de canino positivo a parvovirus se obtuvo de la

misma manera.
Se realizaron diferentes experimentos buscando las diluciones y concentraciones

optimas para cada uno de los reactivos.
Durante la realizacién de la prueba de ELISA se encontro que el suere de
identificacién presentaba una union inespecifica y aunque se realizaron diversos
experimentos buscando eliminar este fendmeno finalmente no se pudo lograr



INTRODUCCION

Durante la primera mitad del verano de 1978, repentinamente, aparecio en al
menos tres continentes, una enfermedad poco conocida en caninos (4). Se
presentaron epizootias de gastroenteritis en poblaciones de caninos en Australia,
Canada, Sudafrica, Nueva Zelanda, etc.; dicha enfermedad con aito grado de
infectividad, se caracterizé por producir un severo dafic a la gared del intestino
(diarrea sanguinolenta) y muerte subita por afectar céiulas del musculo cardiaco
{(8) . Para 1886 !la infeccidon era comun en todo el mundo. Las investigaciones
serologicas anteriores a 1978 fallaron en reconocer algun anticuerpo contra
parvovirus (4).

En México se reportaron los primeros casos en los meses de rmarzo, abril y
junio de 1980. En este ano los caninos presentaron un cuadro gasiroentérico con
vémito blanco espumoso, diarrea profusa y fétida, con frecuencia hemorrdagica y
fiebre de 39.5 a 41° C . La deshidratacién era muy notable y estcs animales morian

recuperaban muy

enire 24 y 72 horas después de presentar signos o bien se
lentamente siendo mas afectados los pacientes menores de 1 aros de edad, con

una alta mortalidad y morbilidad (1,4,15).

Durante los meses de agasto y septiembre, los problemas causados por esta
enferrmedad aumentaron a tal grado que la Direccion General de Sanidad Animal se
vio en la necesidad de intervenir para controlar la enfermedad y ewvitar su

diseminacion (23).

Esta enfermedad también se conoce como:

canina, Enteritis hemorragica canina.-

- Enteritis viral canina, Parvovirosis

Gastroenteritis viral canina (24).

E! parvovirus canino no a sido bien caracterizado; exisie cierta similitud
antigenica entre el virus de {a parvovirosis felina (panleucopenia felina )} y el virus de
la parvovirosis canina. Se postulo que el virus de Ja parvovirosis canina habia
surgido como una mutacion de aquel ( 4,25, 32).

El parvovirus canino es un virus extremadamente pequefo midiendo
solamente 22 nm , de ADN simple plegado, es un virus epiteliotrcpo; para mantener
su crecimiento requiere células hospedadoras en division activa. De aqui que las
tasa de renovacion son afectadas mas

poblaciones celulares con una alta
gravemente y la vulnerabilidad de los tejidos puede variar en las diferentes etapas

del desarrolio del pasvovirus. (1,8,25).




Este virus posee una caracteristica importante, que es la de aglutinar
hematies de cerdo a una temperatura de 4° C . Los cachorros infectados tienen
anticuerpos que inhiben la hemaglutinacién por dicho agente (8,21,24).

Basicamente existen dos formas clinicas de la infeccién por parvovirus:

1) Enteritis.
2) Miocarditis.

Enteritis.

Se presenta en caninos de todas las edades; pero es mas severa en
cachorros. los animales afectados presenta fiebre, depresidon, anorexia, vomito y
diarrea de severidad variable y sangrado en el tracto gastrointestinal. La necrosis
del epitelio de las criptas acarrea Ia pérdida de la superficie epitelial ¥y un colapso
general de la estructura vellosa (4, 13, 24).

Miocarditis.

Se presenta exclusivamente en cachorros, mas frecuentemente en cachorros
de 3 a 8 semanas de edad. Los signos clinicos aparecen subitamente y progresan
en forma rapida, con subsecuente infarto cardiaco (24).

Se ha visto una forma subaguda en perros de seis a doce semanas de edad, estos
animales pueden sucumbir por una falla cardiaca después de varios meses (23).

El diagndstico presuntivo se establece por antecedentes y la presentacion
clinica. ( 13, 23,31).

Para el diagndstico de laboratorio existen varios metodos:

- Biometria hematica
Al rededor del 33 % de los casos confirmados tienen leucopenia en el momento

de ia presentacion y en el B5 °% de los casos se observa leucopenia si se realizan

los examenes seriados (32).
£l total de gidbulos blancos suele variar entre 500 y 2,000/ mm3 (24).

- Microscopia electronica.
Pueden identificarse las particulas virales durante la fase aguda (15). La muestra

se centrifuga y se filtra para ser observadas al microscopio electronico (15.24).

- Aislamiento del virus
Es posible el cultivo en células, a partir de heces, para aislar el virus (32).



- Hemaglutinacidon de las heces.

Esta prueba se ha utilizado para detectar la presencia del virus aunque no se ha
determinado su valor diagnostico (8, 26).

- Inhibicidn de la Hemaglutinacion

Esta prueba seroldgica se considera especifica para parvovirus canino, ya sea
para el diagnostico de la presencia del virus o para declarar un suero positivo a
anticuerpos contra la enfermedad (24).

- Histologia

Revela necrosis epitelial, denudacién y necrosis de las celulas e infiltrado
inflamatorio en la tamina propia (15.32).

- Inmunofivorescencia

Usando anticuerpos conjugados con un colorante fluorescente se puede detectar

antigeno viral en secciones histologicas en una muestra de corazdn o intestino
delgado.

El aislamento del virus y Ia prueba de hemaglutinacidn combinada con ia
prueba de Inhibicidn de la hemaglutinacidn con un suero hiperinmune han siuo
tradicionalmente usados para la deteccidon del parvovirus en heces y en contenido
intestinal . Esta prueba es barata y facil de desarrollar. La mayor desventaja es que
se requiere de una continua fuente de globulos rojos de cerdo (7.4).

El inmunoensayo enzimatico recientemente descrito en el campo biomeédico,
parece tener un gran potencial para ser utilizado a gran escaia en patelogia clinica
veterinaria. Esta técnica combina las ventajas de Ia Inmunofluorescencia y el

radioinmunoanadlisis v presenta pocos problemas semejante a los que se
encuentran en ias técnicas antes mencionadas (28).

El inmunoensayo enzimatico, conocido como ELISA por sus siglas en inglés
{(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay ) fue descrnto en 1871 por Engvall y
Periman. Al mismo tiempo que Van Weemen y Schuurs en Suecia (1971)
describieron la técnica para detectar antigenos o anticuerpos en liquidos corporales
como una alternativa del radicinmuncanalisis (27).

£n los primeros anos de la déecada de los 0, las técnicas inmunoenzimaticas
ELISA. comenzaron a ser utilizadas en numerosos laboratorios como meétodo de
diagnodstico rutinario asi como en programas de investigacion.

Las técnicas inmunoenzimadaticas forman parte de aqguellas reacciones

serologicas que utilizan conjugados. E! ensayo inmunoenzimatico ELISA , se basa
en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los
conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunologica como enzimatica.



Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una
enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunocadsorvante), el complejo antigeno
- anticuerpo quedara inmovilizado y, por tanto, podra facilmente ser revelado
mediante {a adicion de un sustrato especifico que al actuar la enzima, producira un
color observable a simple vista o cuantficable mediante el uso de wun
espectrofotdmetro o colorimetro (35).

Existen diversas variantes del metodo de ELISA . se tiemen meétodos
directos, indirectos, en sandwich, y el meélodo de ELISA competitive. éslos
permiten la determinacion de antigenos en tiuidos biologicos (8)

Para fines practicos en el presente trabajo se entendera gor una prueba de
ELIEA directa aguella en Ia que se buscan los anticuerpos., y una prueba de ELISA
indirecta aquella en la cual se busca al antigeno.

muy variadas: diagnestco de las

Ei método de ELISA tiene aplicaciones
enfermedades infecciosas, virales o parasitaras, cuantificac:on de hcrmonas,
cuantificacion de haptenos, titulacion de anticuerpos en bajas concentraciones.

determinacion de isotipos especificos de anticuerpos.

La técnica de ELISA es un método simple, especifico . reproducibie y muy
crden de Ios

sensible (detecta antigeno y anticuerpo en concentraciones del
Sus ventajas pueden ser evaluadas en términos de sensibilidad .

nanogramos) (5).

especificidad, fiabilidad , facilidad de realizacion o posibilidad de automatizacidn

(35).
ELISA presenta grandes ventajas ya que los reactivos marcados scn de alta

estabilidad, permiten una completa automatizacion del sistema, los resultados son

objetivos y los antigenos marcados con enzima pueden ser manejados en

condiciones normales de laboratorio .
Actualmente los casos de enteritis aguda por parvovirus se limitan en gran
siendo

medida a cachorros y perros jovenes, pero la parvovirosis canina sigue
probablemente la enfermedad infecciosa mas importante en la actualidad y

seguramente la mas comun (3,10).




OBJETIVOS

1.~ Desarrollar una prueba de ELISA directa para diagndstico de Parvovirus

Canino.

2.- Correlacionar los resultados de ia prueba de ELISA con los resuitados de la
Hemaglutinacién en heces de canino, en una poblacién abierta.



MATERIAL Y METODOS

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE ELISA (METODO GENERAL)

Para la sensibilizacion y el dasarrollo de la prueba de ELISA se utilizaron
microplacas de poliestireno de 96 pozos marca Costar EJA/R.ILA. de mediana
adherencia agregandose 100 ul de un suero de captura y 100 ul de solucidon

reguladora de carbonato e incubando 12 horas a 4° C.

En cada placa se desarrollaron dos testigos de la placa (sin suero de

captura.
Se elimind la solucién sensibilizante y la placa se lavd con solucion de
lavado PBS-TWEEN 20 aplicandose 200 ul en cada pozo, repitiéndose ef lavado
cinco veces con esta sclucidn y dos veces al final con agua destilada.

El! bioqueo se realizd saturando los sitios de la microplaca con 200 ul de
solucidn de gelatina al 0.25%, la placa se dejo incubar 4 horas a 37° C.

Se manejo como antigeno viral virus vacunal vivo modificado, marca Solvay
con un titulo entre 64 y 1024 UHA, agregandose 100 u! por pozo e incubandose
ifhora a 37° C. En algunas placas se utilizo virus vivo cepa Cornell 780916
cultivado en ceélulas A 72 y en estos casos se agrego un pozo sensibilizado con
células A 72 sin infectar.

Para el anticuerpo de identificacion se agregaron 100 ul de éste a cada
pozo y se incubd durante 30 min.

El conjugado ulilizado fue un suero anti inmunoglobulina de canino (IgG)
obtenido en conejo y peroxidado (Sigma), agregandose 100 ul por pozo a toda la
placa a la dilucidn optima obtenida en el presente trabajo y se incubd 1 hora a
37°C.
El cromogeno utilizado fue el O-fenilendiamina (OPD) a una concentracion
de 4 ug en 10 mi de regulador de citratos. agregandose 100 ul por pozo e
incubando 15 min. en oscuridad.

La reaccidon se pard agregando 50 ul del acido sulfarico 1N a cada pozo.

fas placas se leyeron en un lector de placas y policubetas marca Metrolab
970 a 450 nm. anotando las absorvancias obtenidas.



1} Obtencidn y caracterizacion de Inmunoglobulinas de Conejo utitizadas

como anticuerpo de captura.
inmunogiobulinas contra Parvovirus canino se

Para la obtencién de
utilizaron 4 conejos blancos raza Nueva Zelanda del Centro de Produccion Animal
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Los conejos se inocularon con virus vacunal Nobi-Vac PARVO-C marca

Intervet, siguiendo los esquemas de inmunizacion de las tablas nol y Ii.

TABLA No 1
Esguema de Inmunizacion de los Conejos No.i

DIA DOSIS DE VIRUS VIA
(256 UHA/MI)
1 1 m! + 0.3 ml adyuvante™ 1%}
3 1 ml + 0.3 ml adyuvante® m
12 1 ml en dos lugares [1%}
16 Primera sangria 1c
17 1 mi en dos lugares LY
22 1 v
26 1T ml v

33 Segunda Sangria

40 Sangria a Blanco

* Adyuvante Completo de Freud, marca Sigma.

iM Intramuscular
1C Intracardiaca

iV Intravenoso



Tabla No. 2

Esquema de Inmunizacién de Jos Conejos No. Il

DIA Dosis de Virus Via
(256 UHA/mMI)

o 0.5 ml + 0.3 ml adyuvente*~ sScC.
13 Primera Sangria Ic.
14 0.5 mi im,
27 Segunda Sangria 1c.
30 Sangria Blanco

*Adyuvente Completo de Freud, marca Sigma.
IM Intramuscular

IC Intracardiaca

SC Subcutaneo

Las sangrias se realizaron con tubos tipo Vacutainer de 10 ml y agujas

calibre 21, sin anticoagulante marca Becton Dickinson.
Se punciond por via intracardiaca obteniéndose de S a 10 ml de sangre en cada

sangria y la mayor canlidad de sangre posible en Ia final.

tos tubos con sangre se incubaron de 30 a 60 minutos a temperatura
ambiente, se separd el codgulo antes de iincubar con el objeto de facilitar su
retraccion. El suero se separdo mediante centrifugacion a 3,500 r.p.m. durante 15
minutos en una centrifuga marca National Health Laboratories.
Posteriormente el suero se almacend en tubos con tapén de rosca a 4°C hasta su

posterior utilizacion.
Para la obtencién de inmunoglobulinas se utilizd Ia técnica de precipitacién
con sulfato de amonio saturado (14). ..

Para la determinacion de proteinas se realizaron dos técnicas: la Técnica
de Biuret (Bioxon), siguiendo las recomendaciones del fabricante, y la técnica de
Braddfort (16) como se describe a continuacion:



El estandar de proteinas se diluyé 1:10 con PBS pH 7.0 ; en seis tubos se
colocaron 0.5 ! de PBS pH 7.0. Se adicionaron 0.5 mi de solucidon de proteina
diluida al primer tubo, y se agitd levemente, después se transfirieron 0.5 ml al

segundo tubo haciendo lo mismo con los demas tubos.

De cada tubo se otmaron 100 ul y se agregaron 3.0 ml de soluciéon de
trabajo. Adicionalmente se agregaron 100 ul de PBS pH 7.0 en un tubo (blanco).
Se agité y se reposo por 15 min. y se leyd contra blanco de reactivos.

La prueba se desarrcolld diluyendo la muestra a manera de que entrara en
la curva. Se marcaron tres tubos: blanco, estandar y problema y se agregaron 100
ul de PBS pH 7.0, solucién estandar y muestra problema respectivamente a cada
tubo. A cada tubo se le agregaron finalmente 3.0 mi de la solucion de Braddfort de

trabajo.
Se reposaron los tubos y se leyeron contra el tubo blanco. Las lecturas del

problema y el estandar se interpolaron en {a curva.

Titulacion de anticuerpos contra Parvovirus.
Para la evaluacion de anticuerpos contra Parvovirus canino en el suero y

en la fracciédn de inmunogiobulina de los conejos se realizé la prueba de

Inhibicién de la Hemaglutinacion segun la técnica de Carmichael (4) bajo las

siguientes condiciones:

- Virus a 4 UHA en 50 ul.

- Temperatura de 4°C.

-Globulos rojos de cerdo al 1%,
Il Optimizacién de la Concentracién de Inmunogliobulinas y la Concentracion

de Virus.
La sensibilizaciéon se realizé como se menciond, haciendo diluciones del

suero de captura y del virus vacunal.
En este experimento el anticuerpo de identificacion usado, obtenido de un

canino hiperinmunizado (ver posteriormente), se usé sin diluir.




i} Seleccién del Bloqueador.
En este experimento Gnicamente se sensibilizaron los pozos testigo en ja
forma antes mencionada, el resto de la placa no se sensibilizé, después se lavé
toda la placa como se menciond y posteriormente se bloqued.
En este ensayo los cinco bloqueadores se manejaron disueltos en P8BS o
en solucién reguladora de carbonato como se indica en la suguiente tabla:

PREPARACION DE BLOQUEADORES
*SOL. REGL. CARBONATO

PBS

Leche 5 % 05g+10m} 0.25ml +5m!
(sveltys)
Suero fetal
bovino 5 %% 0S5ml+10mi 0.25mo +5ml
(In vitro)
Caldo soya
tripticaseina 200 ul J00ul + 100Ul
{Bioxon)
Albumina 2 %
(Organon téc- o2ml+ 1.8mi 0.2ml+ 1.8 mi
nica)

200 ul 100 ul + 100 ui

Suero Conejo
* SOL REG. CARBONATO: Solucidon reguladora de carbonatos

Después de incubar y lavar se agregaron a la placa virus diluido 1:4 o
colocandolas por pares. E! anticuerpo de

células A 72 sin infectar diluidas 1:10;
identificacion se usd diluido 1:32, el resto de la placa se desarrolid como ya se

mencionod.



IV Determinacién de la concentracion éptima de Antigeno Viral.

A) Heces de Canino
Se recolectaron muestras de excrementio provenientes de animales de

diferentes edades, recolectadas en clinicas particulares de diversas zonas del
area Metropolitana dela ciudad de México. Las muestras fuercn enviadas al

laboratorio de Diagnoéstico Integral Veterinario (DIVET)
A las muestras recolectadas se les realizo la prueba de hemaglutinacion en
heces para determinar la presencia de virus como se indica en seguida:

Prueba de Hemaglutinacién en Heces
La muestra de heces se diluyo 1:10 con PBS-S pH 6.8 y se centrifugo a
2,000 r.p.m. durante 10 min. y posteriormente se separc el sobrenadante, el cual

se inactivo 15 minutos a 56 °C.
1.- En una microplaca de fondo en U se agregaron 50 ul de PBS-S pH 6.8 a 12

pozos.

2.- Se agregaron 50 ul de heces ijinactivadas y diluidas al primer pozo y se
realizaron diluiones hacia la derecha desechando los Gitirmos 50 ul.

3.- Se agregaron SO ulde PBS-S p H 6.8 a los doce pozos.

4.- Se agregaron 100 ul de glocbulos rojos de cerdo al 1 %.

5.- Se incubd a 4°C.
6.- Se leyd la placa a Jas cuatro horas de incubacion. ;

Testigos

Testigo negativo 100 ul PBS-8 pH 6.9 + 100 ul de gldbulos rojos al 1 %

Testigo de heces 100 ul heces sospechosas + 100 ul de gidbulos rojos
100 ul de virus + 100 ul de gidbulos rojos

Testigo positivo
Testigo de placa 100 ul de glébulos rojos.

A las heces que fueron positivas por hemagliutinacion se les realizd la

prueba de Inhibicién de la hemaglutinacién.
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Inhibicidn de la Hemaglutinacion en Heces.

1.- Se tomaron 0.5 ml de las heces positivas y agregaron 0.5 ml de suero
hiperinmune.

2,- Se incubaron durante 30 min. a 37°C.

3.- Con esta muestra se volvié a montar [a prueba de hemaglutinacion.

La muestra se considerd positiva a Parvovirus Canino si se inhibia Ila
hemaglutinacion.

Testigos

Testigo negativo de glébulos rojos: Salo 100 ul de glébulos rojos al 1 %.
Testigo positivo 100 ul de virus diluide a 8 UHA + 100 ul de gldbulos rojos.
Testigo negativo de suero hiperinmune: suero hiperinmune diluido 1:10 + 100 ul

de globulos rojos.

B) Dilucién de la vacuna en heces negativas.

) Un gramo de alguna de las heces qQue resultaron negativas a Parvovirus en
el experimento anterior se disolvio en 4 ml de PBS pH 7.0 se homogenizo y se
centrifugé a 3,500 r.p.m. Con el sobrenadante se prepararon las heces positivas y

negativas.

Heces positivas: 1ml del sobrenadante de las heces negativas mas 1 ml del

virus vacunal,
Heces negativas: 1 m! del sobrenadante de las heces negativas mas 1 ml

de PBS p H 7.0
Se incubaron 1 hora a 37°C.

C) Desarrollo de la prueba

Para la determinacion optima del antigeno viral se desarrollaron pruebas
sensibilizando con suero de captura como se menciona anteriormente y se
probaron las neces preparadas como positivas y las negativas realizando
diluciones dobles de estas y utilizandolas como antigeno en Ia prueba de ELISA.

En otro experimento se sensibilizo la mitad de la placa de la misma
forma general pero ahora e! virus vacunal se diluyo en PBS pH 7.0 y en
sobrenadante de otras heces negativas. En esta ocasién se agregaron otros

testigos:
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- Un pozo con PBS Negativo

- Un pozo con sobrenadante de heces Negativo

- Un pozo con sobrenadante de heces negativas + células A 72 diluidas 1:10
- Un pozo con PBS pH 7.0 + Células A72 diluidas 1:10

V Obtencién del Suero de Identificacion

1) inmunizacion.
Para la obtencidon de suero de canino positivo a Parvovirus se inoculd un
canino, hembra, criollo de cuatro meses de edad resguardado por el Centro

Antirrabico de Cuautitlan México.

Se utilizd virus vacunal marca Solvay con un titulo de 320 UHA . Se realizé un
sangrado previo al inicio de la inoculacién como referencia y posteriormente una
sangria cada que se inoculaba como se muestra en el siguiente esquema:

Esquema de Inmunizacion

Dia Dosis Virus Via
(256 UHA/mI)

mt imM
1ml M
14 1Tmi 1%
21 No se inoculd
28 -
35 2 ML iM.lv
42 No se inoculd
49 SANGRIA
54 SANGRIA

M Intramuscular
iV Intravenoso



Las sangrias finales se realizaron con punzocat calibre 18, sangrando por
vena yugular, La sangre se recolecto en frascos de vidrio de 250 m! llenando
hasta la mitad del recipiente, se taparon y se inclinaron. Se incubaron a
temperatura ambiente durante dos horas y después se recolectd el sobrenadante
y se centrifugd durante 15 min en refrigeracién. Los coagulos se refrigeraron a
1°C doce horas y posteriormente se separd el suero por decantacion y se
centrifugo.

El suero recolectado se almacend en recipientes de plastico con 10 ml
cada uno y se congelo hasta su utilizacion.

Para 1a obtencién de inmunogiobulinas inicialmente se utilizé la téenica de
precipitacién con sutfato de amonio saturado (14). pero se modrfico la
concentracion original de 33% de saturacién a un 60 % de saturacion.

La determinacién de proteinas se realizé con la técnica de Braddfort (16) y
la técnica de Bioxon.

Para la evaluacidén de anticuerpos se utilizd la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacion segun la técnica de Carmichael (4).
2) Seleccion de otros sueros de ldentificacion,

Para la seleccion de otres sueros de identificacién se obtuvieron cuatro
caninos de propiedad particular de diferentes edades, que ya tenian su calendario
de vacunacion, identificados como Dana, Misha, Max y Parila. A éstos se les
muestreo y se tituld el suero por la técnica de Inhibicién de la hemaglutinacion.

Dos de estos sueros ademas del suero del canino del antirrdbico y sus
inmunoglobulinas se evaluaron por la técnica de ELISA indirecta que a
continuacién se describe.

La ELISA indirecta se desarrollo de la siguiente forma: la sensibilizacion se
realizé agregando virus vacunal a diferentes diluciones y células A 72 diluidas
1:10 sin infectar. El resto de la placa se realizd de la misma forma que ya se
menciono.

3) Determinacion del tipe de Inmunoglobulina presente en el suero de
Identificacion.

Para conocer el tipo de inmunoglobulina presente en los sueros de los
caninos convencionales se les realizd un tratamiento con Rivanol de la siguiente
manera (9.19):




Se inactivé el suero calentandolo 15 mjn. a 56°C, después se agregaron
glébulos rojos de cerdo previamente llavados, volumen a volumen. y se incubo 1

hora a 4°C con agitacion constante.
Se colocaron 0.5 mi del suero de identificacion mas 0.5 m! de reactivo de Rivanol

al 1 % (10,20).

Se incubaron 30 minutos a 37°C, después se centrifugaron a 3,500 r.p.m.
Del sobrenadante se tomaron 100 ul para montar la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacién. Al mismo tiempo se metié el suero del mismo animal sin ser
tratado con Rivanol diluido 1:2 cvon PBS-S pH 6.8 como testigo.

4) Optimizacion del Suero de Canino para la prueba de ELISA.
La fraccidon inmunocoglobulina del suero de canino de! antirrabico y el suero
de Dana se utilizaron como sueros de identficacion para realizar una prueba de

ELISA directa buscando la dilucién éptima de éste. La placa se sensibilizé con
suero de captura y agregando virus vacunal a diluciones dobiles iniciando con

virus directo y células A 72 diluidas 1:10.
El resto de la placa se desarrolléd como ya se menciond.
Se realizaron las siguientes variaciones:

- Diluciones dobles de las inmunoglobulinas del suerc de identificacion y del virus

vacunal.
- Diluciones dobles del suero de identificacion iniciando con el suero directo,

El!lresto de la placa se desarrollé como ya se menciono.

Vi Optimizacién del Conjugado

Para conocer la dilucion optima de trabajo del conjugado anti-IgG canino
se sensibilizaron dos columnas manejando ocho diferentes diluciones iniciando
con la dilucién 1:5000,1:10000, 1:20 000, 1:40 000, 1:80 C0O0. 1: 160 000, 1:320
000 y 1:640 000.

Otras placas se sensibilizaron con virus y células A 72 de la forma antes
mencionada. Se manejaron cuatro diferentes diluciones de! conjugado:

1:2,500
1:5,000
1:10,000
1:20,000

El resto de la placa se desarrolié como se menciona anteriormente.




Vil Eliminacién de la reaccion inespecifica (ruido de fondo).
Para la eliminaciéon de el ruido de fondo se realizaron varios experimentos

con las siguientes variaciones:
1.- Se realizd un tratumiento del suero de identficacién con un suero de conejo
normal, el tratamiento se hizo de la siguiente manera

Al suero de idlentificacion se le agrego un volumen igual de suero de conejo
normal, se incubd S min a 37 C, posteriormente se realizaron diluciones dobles
de este suero tratado. La placa se desarrollo de fa mismao forma agregando virus

vacunal diluido 1 4 y células A 72 diluidas 1:10
E! suero tratado y el suero sin tratameento se probo bajo drferentes tiempos de

mncubacion.
2.- Modificando el pH de ia reaccion e inactivando la peroxidasa endogena.

En es'e caso sc probaron cuatro sueros de identificacion. Esta placa se
ser: ..:lizd con virus wvacunal y células A 7Z diuidas 1:10 ., el suero de
ideni.ticacicn se mane;0 2 diluciones dobles. Para la inactlivacion de Ja peroxidasa
endégena se agregaron 100 ul de metano! + HZ02 al 2% y se incubo 30 min. a

temperatura ambiente.

3.- Diluyendo el suero de identificacion 1.100 en PBS pH 7.0

A parur de ésta se realizaron diluciones dobles. La placa se sensibilizo
con virus diluido 1:2, 1:8, 1:32, 1:128. Un suero negativo a Parvovirus por
inhibicién de la hemaglutinacion se cornd junto cen uno de los sueros de
identificacion, la mitad de la placa se utdizo para un suero y la ctra nutad para el
otro suero.

4 .- Modificando la temperatura.

La sensibilizacidon se hizo como se menciond en la prueba anterior pero en
este caso el lavado y el bloqueo se realizaron en frio a 4°C. El suero de
identificacion positivo y el suero negativo se diluyeron en PBS5 pH 7.0 a 4°C
iniciando con la dilucion 1:100 y a partir de &sta se hicieron diluciones dobles y se
a la placa la que se mantuvo a esta misma temperatura incubandose

agregaron
con el suero toda la noche a 4°C.

5.- Carmbiando el diluyente del suero.
La placa se sensibilizd con virus diluido 1:2, 1:8 y con células A72 diluidas
1:10. En este experimento el suero de identificacidn y el sueio negativo se
con esta

diluyeron en PBS-TWEEN 20 mas dos gotas de albumina bovina,
solucion se hicieron diluciones dobles miciando con la dducion 1:100 y se
37°C durante 90 min El resto de la placa se desarrolio

incubarcon ambos suwros a
de fa forma ya descrita agraeagando 100 ul de las muestras de heces inactivadas y
diluidas 1:10 en PBS pHl 7.0. Ei su=2ro de captura se utlizo diluido 1 8
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RESULTADOS

Los titulos de anticuerpos contra Parvovirus obtenidos en conejos
mediante los esquemas de inmunizacion |l y Il se observan en la siguiente grafica.
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i TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA PARVOVIRUS CANINO
OBTENIDO EN CONEJOS ( ESQUEMA DE INMUNIZACION 1,i1 )

ghgsas

~ COtiEJO HEZ
CONEJO I E2 {DeoHEJO UER)

CONESO R
CONELO !

UIKASOW

483

1
H
e

TIEMPO EN Dias

Conejo 1 E1: Conejo 1 Esquema de Inmunizacion |
Conejo 2 E1: Conejo 2 Esquema de Inmunizacion |
Conejo | E2: Conejo | Esquema de inmunizacion Il

Conejo Il E2: Conejo Il Esquema de Inmunizacion I

UIHAJS0uI: Unidades inhibidoras de la hemaglutinaciéon en 50 ul,
Se utilizaron 8 UHA del virus para la prueba.
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TABLA No. 3

Determinacién de la actlividad especifica de los anticuerpos contra el parvovirus

canino en suero de conejo.

NTIiCUERPOS

PROTEINA A
SUERO Thmunogio SOERO J Tnmunoglo L SUERG | Inmunogio
(m@a/100 mi) | (Mme/100mi) | “UIHA/ 50 ul | "UIHAZ SO ut “UIHA mg PROT
ESQ. conejoT 6.976 6,652 7.024 256 SEB.5 2151.2
ESQ.I conejo2 5.81 0.243 4,096 1024 1539.8 £8462.8
ESQ.Il conejot 8,456 3.175 128 [ 30,1 1,58
ESQ Il conejo 2 9,324 1.189 64 64 13.73 107.7

ESQ 1 Conejo 1:
ESQ | Conejo 2 :
ESQ Il Conejo 1:
ESQ It Conejo 2

Esquema de Inmunizacién 1 conejo 1.
Esquema de Inmunizacion 1 conejo 2.
Esquema de Inmunizacion Il conejo 1.
Esquema de Inmunizacion 11 conejo 2.

Proteina: Técnica de Bradfort.
*UIHA: Unidades inhibidoras de la hemaglutinacion . Se utilizaron 8 unidades

aglutinantes.

Al realizar el experimento buscando la diluciéon éptima de las inmunoglobulinas
de captura y la concentracién de virus todas las absorbancias fueron iguales.

El resuitado del efecto de las diversas proteinas usadas como bloqueador

TABLA No. 4

en la prueba de ELISA se observan en la tabla numero 3.

GRS “CBC

Bioqueador A As A AS
Leche G.063 G.001
SFB 5% 0.001 0,001
csT 0.066 0.118
AlbGmina 0,031 0.208
Suero conejo 0.056 0.001

*PBS: Proteinas diluidas en solucién reguladora de fosfatos.
*“CBC: Proteinas diluidas en solucion de carbonato bicarbonato.

As: Cambio de Absorbancias.



TABLA No. S

Determinacion de 1a presencia del Parvovirus en heces de canino.

no.denti! * HA IHA
1 NEGATi{VO NR
2 NEGATIVO NR
3 NEGATIVO NR
4 NEGATIVO NR
5 NEGATIVO NR
6 NEGATIVO NR
7 NEGATIVO NR
11 NEGATIVO NR
16 NEGATIVO NR
17 NEGATIVO NR
23 NEGATIVO NR
24 NEGATIVO NR
25 NEGATIVO NR
29 NEGATIVO NR
20 40660 NEGATIVO
12 40960 <098
13 40960 40668
14 40960 20480
15 40960 40960
8 40960 20480
-] 40660 20480
10 40960 40960
21 40960 40680
22 40960 40960
28 40960 40960
27 40960 40560
28 40960 40860
18 40960 40960
19 40060 40960

“HA: Prueba de Hemaglutinacidén con eritrocitos de cerdo.
“*IHA: Prueba de Inhibicién de la hemaglutinacion que se refiere al inverso
de la dilucién maxima que se inhibio con el suero de conejo conteniendo
128 UIHA/SO ul.contra el Parvovirus.
NR: No realizada.
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GRAFICA 2

CURVA DE TITULACION DEL PARVOVIRUS CANINO (VACUNAL)
033 DILUIDO EN HECES NTEDTANTE ELTSA DTRETCTA
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ASH+(-)ASH-: Absorbancia de heces positivas menos la absorbancia de las heces
negativas.

En el experimento en el que el virus se diluyé en PBS y en sobrenadante de otras
heces las lecturas obtenidas estuvieron por debajo de 0.00 en toda la placa.

GRAFICA 3

TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA PARVOVIRUS OBTENIDO EN
CANINO HIPERINMUNIZADO

B
{
!

ciaa o 7 DA 14 DIA DT OIA 2B DIADS Dla42 DA DIASe
TIEMPO J

Suero: Se refiere al suero de canino hiperinmunizado con virus vacunal .




DETERMINACION DE A ACTIVIDAD ESPECIFICA CONTRA EL PARVOVIRUS EN
SUERO DE CANINO.

TABLA No. G

arvovings

Concentracion de_proleinas ANLCErOS Comit
SUEHO | GAltA SUSRO TG~ 1 SUERO | Gatta
m@/100 mt 1~ mc/i0) mi UIHATLO oA T L HAYS0 i UimANmG proleina
ANTIRRABICO Y 10,0567 “NO 2C43 =) ’ £00.9 “NO
ANTIRRASICO 2 10675 1.128 4006 O T67. 47 k2]

*NO:NO SE OBTUVIERON

**Gama: Precipitacdo del suecro al 60 ¢% de saturacion

ANTIRRABICO 1: Suero del canino del antirrabico obtenido el 19 de diciembre
ANTIRRABICO 2: Suero del canino del antirrabico obtenido el 27 de diciembre.

GRAFICA 4

DETERMINACION DE ANTICUERPOS TIFQ I2GC CONTRA PARVOVIRLS F
SULRO DE CANINOS MEDIANTE FLISA INDIRECTA
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“& caninc: Gamaglobulinas del suero de canino del antirrabico oblenidas por precipita

cién con sulfato de amcnin
Suero de canino. Suero ¢ anino del antirrabico hiperinmunizado.
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GRAFICA S

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON RIVANOL SOBRE LOS
ANTICUERPOS CONTRA EL PARVOVIRUS EN EL SUERO DE CANINO
DEL ANTIRRABICO
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GRAFICA 6

TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA PARVOVIRUS EN SUERO DE
CANINOS TRATADOS CON RIVANOL
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R

IDENTIFICACION DE L.OS SUEROS DE CANING

Suero 2 MISHA  Suero 3 MAX

Suero 1 DANA
Suero 5 PARILA

Suero 4 ANTIRRABICO
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TABLA No. 7

Titulo de anticuerpos contra parvovirus en suero de caninos tratados con rivanol.

IDENTIFICACIC

ERQO SIN TRATAMIE

UERO CON RIVANOL,

DANA 1024
MISHA 8112
MAX 2048
ANTIRRABICO 2048
PARILA 1024

512
2048
NEGATIVO
512

NEGATIVO

La placa desarrollada con inmunoglubulinas del suero de canino del antirrabico no
desarrolld color. En la prueba desarrollada con suero las lecturas fueron similares pa
pozos con celulas que para los pozos con virus.

TABLA No. 8

ELIMINACION DE LA ABSORVANCIA INESPECIFICA (RUIDO DE FONDO)

TRATAMIENTO

ELHMAINACION DEL RUIDO DE FONDO

SUERQ DE IDENTIFICACION CON SUERO DE CONEJO NORMAL]

MODIFICACION DEL pH

INACTIVACION DE LA PEROXIDASA ENDOGENA

DILUCIONES DOBLES DEL SUERO DE IDENTIFICACION 1:100

MODIFICACION DE LA TEMPERATURA

MODIFICACION DEL DILUYENTE DE TRABAJO

NO

NO

NO

LEVEMENTE

NO

NO




DISCUSION

Para el desarrollo de la prueba de ELISA directa se llevaron a cabo varios
experimentos buscando establecer las diferentes diluciones y concentraciones
optimas de trabajo de cada uno de los elementos empleados en esta prueba.

Los resultados que se muestran en la grifica 1 indican que después de
realizar dos diferentes esquemas de inmunizacién en los conejos, ambos son
capaces de provocar una respuesta inmune humoral y el desarrcllo de titulos de
anticuerpos. En el caso del conejo I, del esquema 2, el cual no logrdé desarrollar
titulos de anticuerpos fue debido a problemas de enfermedad y tuvo que ser
sacrificado en los primeros dias de iniciado el esquema. Los restantes conejos
fograron responder satisfactoriamente, lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura donde se menciona la utilizacion de conejos y Ia aplicacion de adyuvante

completo de Freud (37).

Se describe como adyuvante a una sustancia que se mezcla con el
inmunégeno para aumentar la respuesta inmune hacia éste. Muchos de ios
adyuvantes son bacterias o sus productos. tales como Bordetella_ pertussis ©
endotoxinas de organismos gram negativos, mientras que otros no lo son (tartrato
aluminico de potasio o alumbre, fosfato de calcio, aceite mineral, lanolina, diversos
agentes tenso depresores, polinuciedtidos y otros (8,25,26.38).

Las micobacterias muertas constituyen adyuvantes especialmente potentes,
por ejemplo inoculados junto con antigenos proteicos conocidos, aumentan la
respuesta inmune de manera multiple. Actualmente, el adyuvante de mayor uso es
el de Freud. E! llamacdo adyuvante “incompleto” de Freud es una mezcla de un
aceite mineral con un detergente en diferentes proporciones.

El adyuvente® completo® de Freud contiene una micobacteria (M.
tubercuiosis, M. bovis. M. phlei u otros) cuya cantidad es variable La accion de los
adyuvantes, no es debida Unicamente a la adsorcion del antigeno, lo que hace que
el mismo se libere de a poco produciendo un efecto similar al de las
reestimulaciones, sino que interviene también el granuloma formado en el punto de
inoculacion. El modo en que aciuan ios adyuvantes es c¢cmplejo: la mayoria
aumentanla funcidn fagocitaria de los macréfagos permitiendo la digestion del
antigeno y su adecuada presentacion a linfocitos T cooperadores (8,25,26, 37).

Posterior a la inmunizacion de los conejos, la obtencion de inmunoglobulinas
fue realizada por medio de la técnica de precipitacion con sulfato de amonio (14} la
que demuestra ser Gtil para estos fines ya que permitid la concentracién de las

inmunoglobulinas de conejo.

"
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Cémo se puede cbservar en la tabla 3 al inicio el suero de conejo contenia
una mayor cantidad de proteina y un mayor titulo por la técnica de inhibicién de la
hemaglutinacién, posterior a la precipitacion el titulo de unidades inhibidoras de la
hemaglutinacion por miligramo de proteina es mayor en las gamaglobulinas que en
el suero, esto concerdd con [o realizado por Veijalainen (38) y comprueba la
utilidad de la técnica de precipitacién con sulfato de amonio a un 33% de saturacién

para concentrar gamaglobulinas en suero de conejos.

Tras la evaluacidon de cinco diferentes proteinas, los resultados de [a tabila 4
muestran que ninguna proteina logra bloquear la placa ni disminuir la unién de las
inmunoglobulinas de canino al soporte. aunque las proteinas se mezclen con PBS o
con solucién reguladora de carbonatos, éstas continuaron adhiriéndose en forma

inespecifica al fondo de la placa.

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos de {a prueba de hemaglutinacion
en fas 29 muestras de heces problema. En catorce de estas muestras se obtuvieron
resultados negativo. Las 15 muestras restantes tuvieron titulos positivos por arriba
de 40,960 UHA, realizada la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién con un
suero hiperinmune obtenido en conejo con un titulo de 128 UHA solo una muestra
fue negativa. Es decir que tras realizar la inhibiciéon de [a hemaglutinacion esta
muestra continuo agiutinandoe eritrocitos de cerdo

Con este resultado que se incluye en la misma tabla 5§ podemos demostrar
que el realizar una prueba de hemaglutinacién en heces como Unica prueba para
diagnosticar parvovirus en un animal sospechoso no es suficiente para confirmar la
enfermedad como lo menciond Martinez M ya que en las heces pueden encontrarse
diversos factores que provogquen la hemaglutinacién de las eritrocilos sin ser
especificamente parvovirus el que lo esté provocando (12).

Por esta razén es necesario realizar conjuntamente con !a prueba de
hemaglutinacion la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién en heces con un
suero hiperinmune especifico (4) para comprobar que si se logra inhibir la
hemaglutinacion, esta inhibicion esta dada por la inactivacién del virus por el suero
Yy a su vez esa primera hemaglutinacion es provocada por el virus, de lo contrario no
se puede asegurar que la hemaglutinacidn esté directamente provocada por dicho
virus ya que como lo menciona Teramoto (36) la prueba de hemaglutinacion puede
ser afectada por diversos factores presentes en ila materia fecal resuitando en
aglutinaciones inespecificas, para lo cual la especificidad de la aglutinacién debera

ser confirmada por inhibicion de la hemaglutinacion.
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También se debe considerar que en los resultados existen falsos negativos,
en donde el virus infeccioso puede ser eliminado por largos periodos en cantidades
que no son detectables por la prueba de hemaglutinacién o la eliminacién conjunta
de anticuerpos secretores especificos. (Carmichael Congreso AMMVEPE 19897,
28).

Para poder titular una muestra de heces por esta técnica se lleva a cabo un
tratamiento de las heces, como se menciona en la seccidon de material y meétodos.
Simultaneamente con la titulacién de las muestras problemas se realizaron dos
variantes en este tratamiento, tratando de saber si el omitir dos pasos de dicho
tratamiento podria influir en el resultado. Las variables que se manejaron fueron la
inactivacion de las heces a 56°C y la dilucion de las heces en PBS salino. Tres de
las veintinueve muestras recolectadas se titularon inactivandose y sin inactivarse,
diluidas y sin diluir en el PBS salino. Los resultados vistos en esta prueba
demostraron que la inactivacién no interfiere con la prueba. Inactivar o no una
muestra de heces no modifica el resultado, de la misma manera diluir o no diluir la
muestra ya inactiva con PBS salino tampoco modifica el resultado. En un estudio
realizado en 1984 se compararon diferentes meétodos de extraccion de la materia
fecal, estas pruebas incluyeron extraccion con cloroformo y tratamientos con
detergentes ionicos y no ionicos, altos y bajos pH bufers y bufers con pH neutro.
Ninguno de los métodos fue mas eficiente que la extracciéon en bufer a pH neutro
por su simplicidad y facil manejo en grandes volimenes de muestras. De la misma
manera el restarle dos pasos al método de preparacion de las heces para su
posterior titulacidén ahorran tiempo y no alteran los resultados obtenidos. (37 )

Una vez comprobado que esas ires muestras de heces eran negativas, se
agrego un volumen igual de virus vivo vacunal con un titulo de 320 UHA y se
volvieron a titular. Solo en dos de estas muestras al agregarse el virus fueron
positivas y la otra continud siendo negativa. Este resultado se atribuyd a Ila
presencia de sustancias en estas heces que fueron capaces de inactivar o inhibir el
virus. Este hallazgos se considera muy importante ya que en la practica cotidiana
se puede tener un animal sospechoso de parvovirus y al titularse por esta prueba
resultar negativo aunque en realidad tenga el virus en heces pero no pueda titularse
por la presencia de factores que lo estén inactivando como por ejemplo los
coproanticuerpos (30), al mismo tiempo, esto refuerza lo que se menciono respecto
a realizar una prueba de hemaglutinacion como Gnica prueba diagnodstica en un
animal sospechoso.




Los coproanticuerpos IgG, Igh! e IgA son secretados activamente dentro del
intestino en animales con gastroenteritis por parvovirus (30). En un experimento
realizado se detectaron los niveles de anticuerpos 19G, !gA. e IgM en heces
(copreanticuerpos) de animales con gastroenteritis por parvovirus, los anticuerpos
IgA e igM fueron los mas abundantes en las heces y estos mismos animales
tuviercn un bajo titulo de hemaglutinacién en heces. A mayor cantidad de
coproanticuerpos los titulos de hemaglutinacion en heces fucron menores (30).

Cormo antigeno para la prueba de ELISA se seleccionaron tres heces

problemas que fueron negativas por la prueba de hemaglutinacion.

Una vez seleccionada una muestra de heces que fuera negativa por la
prueba de hemagliutinacién y que al agregar virus fuera pcositiva, [a muestra se
protd pero ahora por la prueba de ELISA . como se muestra en la grafica 3 la
prueba cde ELISA es capaz de detectar entre 64 y 8 UHA de virus en 100 ul.

La prueba de ELISA es altamente sensible y con una alta especificidad.
Entendemos por sensibilidad la capacidad de un sistema de medida para detectar
pequenas cantidades de sustancias, y especificidad la capacidad del sistema para
medir solo la sustancia de interés (33). Refiriendonos al diagnostico Ia sensibitidad

- se refiere a la frecuencia de pruebas positivas en anmmales enfermos, y la
especificidad a la frecuencia de pruebas negativas en animales sanos.

Se han desarroilado diferentes experimentos comparando |la sensibilidad de
la prueba de ELISA con otras pruebas como la prueba de Aglutinacion en Latex y la
prueba de hemaglutinacidon en heces En estos experimentos (38 ) se obtuvo que la
prueba de ELISA fue la mas sensible. detectando 67 1100 %¢) muestras positivas.

La prueba de hemaglutinacion detectd 64 (96 %) muestras positivas, y ia
prueba de aglutinacion en Latex detecto 61 (91 %) muestras positivas (39). En otro
estudio se compard la prueba de ELISA, con las pruebas de Hibridacidon del DNA,
Microscopia Electrénica y hemaglutinacion para la deteccion del parvovirus. Se
obtuvo una excelente correlacion entre los valores de ELISA y titulos de
hemaglutinacion en muestras de heces. Aproximadamente el 95 % de las muestras
positivas a ELISA fueron positivas por hemaglutinacion, la correlacion de la prueba
de ELISA con hibridacion del ADN vy el Microscopio Electronico fue menor. En
conclusidon se encontré que 1a prueba de ELISA es mas confiable que las otras

pruebas (36).



Es importante mencionar que es dificil pensar que pruebas tan sensibles y
especificas como [a Microscopia Electrénica y la hibridaciéon del ADN hayan sido
menos sensibles que la prueba de ELISA en dicho experimento, ya que la prueba
de hibridacién se basa en el ADN de Ila particula viral y la Microscopia
Electrénica identifica a la particula viral como tal Debido a la tecnologia tan
avanzada que estas técnicas manejan, dichas pruebas son altamente sensibles y
Sin embargo es posible atribuir esos resultados a gque tales meétodos,
puUesto Que promueven una respuesta en
que contienen

exactas.
aunque indiscutiblemente deseables
alrededor de una hora, solo pueden aplicarse a muestras
relativamente grandes cantidades de viriones, o de células infectadas por virus.
Ademds, las técnicas de Microscopia Electréonica e Hibridacion del DNA requieren
de equipo muy costoso, cuidadosos estandares de control y personal altamente
especializado (33,34,35) y cuando alguno de estos requerimientos no es cubierto
satisfactoriamente se pueden dar casos como el anteriormente mencionado,
Aunque estas técnicas tengan estas desventajas su utilizacion arroja resultados

cientificamente gratificantes (36).

Los resultados que se muestran en la grafica 5 demuestran que el calendario
empleado en ese canino para la obtencion de anticuerpos contra parvovirus canino
fue Util ya que se lograron obtener titulos por arriba de 1024 UIHA.

Después se realizo la precipitacion de este suero para obtener Ia fraccion de
{a técnica de precipitacion con sulfato de amcnio y

inmunoglobulinas por
tecnica de inhibicion de la

posteriormente se titulo esta fraccién por ia
hemaglutinacién.

Los resultados obtenidos al titular el precipitado obtenido con el sulfato de
amonio fueron negativos a la presencia de anticuerpos. Al titular los tres
sobrenadantes obtenidos durante este proceso fueron positives a la presencia de
anticuerpos ., lo cual demuestra que la técnica de sulfato de amonio para precipitar
inmunoglobulinas fue util en sueros de conejo a un 33% de saturacién, no asi en
sueros de canino ya que las inmunoglobulinas se perdieron y o se concentraron
como en el caso del suerc de conejo en el que si se logrd concentrar las
inmunoglobulinas; para tratar de recuperar las inmunoglubulinas se aumento la
concentracion de suifato de amonio llevandose a un 60 % de saturacion lograndose
obtener un precipitado, pero atl titutlarlo por medio de la prueba de inhibicion de ia
hemaglutinacién los resultados fueron negativos.

Esto significo que no hay inmunoglobulinas presentes. Con este porcentaje
de saturacién se logra obtener un precipitado pero de otras proteinas,

* Es}l E ’ ) -'. -‘j—
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En las muestras de sangre obtenidas con un intervalo de ocho dias entre
cada toma en el canino del antirrdbico, al determinaries la actividad especifica,
cuyos resultados se observan en ia tabla 4, se corrobordé nuevamente cue no fue
posible realizar la concentracion de las inmunoglobulinas con la

téenica de
precipitacién con sulfato de amonio a 60 % de saturacion,

La tabla 5 muestra tos resultados que fucron obtenidos después de realizar el
tratamiento con rivanol. Esta prueba se basa en la precipitacion de la albumina y las
macroglobulinas por la accién del t!actalo de 2 etoxi-6-9-diamino acridina
{rivanol)(9.19). Se muestran los titulos de los sueros sin ser tratados con rivanol y
después los titulos obtenidos tras el tratamiento con este. Considerando la utilidad
del rivanol como una inhibicion de la reaccion de las inmunoglobulinas tipo M, en
general todos los sueros presentaron muy poca cantidad de inmunoglobulinas del
tipo G. El suero numero 3 pertenecio a un canino positivo a parvovirus pero esté no
tuvo tituio tras ser tratado con rivanol, lo que significa que su suero no contenia
inmmuoglobulinas tipo G. En el caso del canino del antirrabico la grafica 6 muestra

claramente que las inmunoglobulinas del tipo M siempre se mantuvieron muy por
encima de las inmunoglobulinas del tipo G.

Las inmunoglobulinas tipo M son inducidas solo durante una infeccién
primaria (13) E! suero numere 4, que fue el suero del canino hiperinmunizado. solo
un 25 % de las inmunoglobulinas presentes en el suero fueron del tipo G el 75 %
restante pertenecieron a inmunogiobulinas del tipo M.

Al realizar un experimento buscando la dilucion éptima de inmunogiubulinas
de captura y la concentracidn optima de virus los resultados (no mostrados)
demostraron que las absorvancias para un suero con un titulo de 256 UIHA es la
misma que para un suero con un titulo menor a 1UIHA, esto se atribuyd a una
feaccion dada por una unién inespecifica de las inmunoglobulinas de identificacidén
al soporte de la placa de poliestireno ya que al observar los pozos controles de la
prueba, los pozos donde no se agrega anticuerpos de identificacion, las lecturas
estuvieron en cero pero en los pozos donde se agrega él anticuerpo de
identificaciéon las lecturas estuvieron por arriba de 1.8. En base a estos resultados
se probaron diferentes tipos de placas de mediana, baja y alta afinidad para tratar
de evitar este fenomeno y solo al realizar el experimento en placas de alta afinidad
se logrd reducir levermente la reaccidn inespecifica, pero no en su totalidad. Esto

significa que sigue persistiendo una unién inespecifica a los soportes por las
gamaglobulinas del canino.
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Los resultados obtenidos en la prueba de ELISA indirecta en los sueros 1 y
2, de canino y su fraccién de inmunoglobulinas, se muestran en la grafica 5. Como
se observa, en general todas las lecturas estuvieron por abajo de 0.3 a excepcion
de un punto en el caso del suero 1 que estuvo por arfiba de 0.5 cuando se agrego
directo. En otro estudio realizado al respecto (12) se reportan densicdades épticas de
0.2 a 0.3 para un suero positivo y una fectura de 002 a 0.03 para el caso de un

suero negativo.

En la prueba de ELISA directa que se desarrellé con las inmunoglobulinas
obtenidas de la precipitacion con sulfato de amonio a partir del suero de canino no
se aprecio el desarrollo de color . Se evaluaron cada uno de los elementos
utilizados para poder saber la causa de la falla. Para evaluar nuestro
anticuerpo de identificacion primeramente se inactivo y adsorvic con eritrocitos de
cerdo el suero, posteriormente se realizd un tratamiento con rivanel. El suero
tratado con rivanol y sin tratamiento se titulo por la técnica ce inhibicidn de la
hemaglutinacién obteniéndose que el 25 % de las inmunoglobulinas presentes en
el suero de canino pertenecen a inmunoglobulinas del tps G, el resto
correspondieron a otro tipo de inmuncglobulinas, el conjugadc utilizado en este
experimento solo reconoce inmunoglobulinas del tipo G.

El virus se tituld por la técnica de hemaglutinacidn y pcsteriormente se
agregd suero hiperinmune de conejo, veolviendo a titular. en esta ocasion el
resultado fue negativo lo que indico la especificidad y utilidad cdel antigenc y el
anticuerpo; el conjugado Anti canino peroxidado se combind con ¢l cromégeno y se
incuboé en oscuridad, el conjugado desarrollé color lo cual indico cue el conjugado y
el cromoégeno trabajaron bien.

La causa principal de que esta placa no desarroflara coler se atribuyé a la
poca cantidad de inmunogiubulinas del tipo G presentes en ef suero. Esto también
demostiré que el esquema de inmunizacion empleado en el caninc legra desarrollar
pocos anticuerpos del tipo G aun utilizando vacunas a virus active

Uno de los principales problemas que se presentd durane el desarrollo de
este experimento fue el ruido de fondo “background”, el suero de canino se unio
inespecificamente a la placa de ELISA sin importar lo que se encontrara en el pozo.
Las fuerzas que unen el antigeno con un anticuerpa son interacciones no
covalentes. En las reacciones quimicas clasicas, las moléculas se estructuran al
establecer uniones firmes, covalentes y no reversibles.
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Por el contrario, la formacién de uniones no covalentes proporcionan una
manera rapida y reversible de formar complejos y permite la reutilizacién de las
moléculas de una manera que no seria posible con las uniones covalentes. Estas
uniones no covalentes suelen formarse con distancias intermoleculares

relativamente pequerias, y como consecuencia s8lo se establecen cuando dos
moléculas se aproximan mucho.

Una de las fuerzas mas evidentes que unen al antigeno con el anticuerpo es
la interaccidn electrostatica (ionica). Sin embargo. la importancia de las uniones
electrostaticas no esta completamente aclarada, ya que la mayor parte de las
interacciones biolégicas se produce en soluciones con concentraciones salinas
relativamente altas que pueden neutraiizar dichas cargas (12,36.37).

Las fuerzas mas importantes no covalentes que contribuyen a la interaccidén
antigeno anticuerpo son ias uniones hidréfobas. El tercer grupo de fuerzas no
covalentes que contribuye a la unidén antigeno anticuerpo son los puentes de
hidrégeno. Estos se forman cuando un jon hidrégeno unido a un atomo

electronegativo interactua con un segundo atomo que también tenga esta uUltima
caracteristica, y de esta manera l1os une a los dos.

Todas las interacciones explicadas anteriormente requieren que el antigeno y

el anticuerpo se acerquen mucho el uno al otro antes que pueda producirse una
unidn muy estrecha (34,37).

Para tratar de eliminar el procblema de adherencia inespecifica por parte del
anticuerpo de identificacién se llevaron a cabo diferentes experimentos uno de los
cuales fue enfocado hacia el suero del canino, pero los resultados que se muestran
en la tabla 6 demuestran que el problema de inespecificidad por parte del suero
de canino no fue dado por la existencia de una reaccion del suero de canino hacia
las gamaglobulinas de conejo. La modificacion de) pH tampoco interviene en este
problema ya que aun desarrollando el experimento a tres diferentes pH no se logro
evitar la adherencia del suero de canino a la placa en forma inespecifica. Los
mismos resultados fueron obtenidos af trabajar el suero a altas diluciones (1:100) , o
el inactivar la peroxidasa endogena.

Ni la modificacion de !a temperatura ni el cambio del diluyente de trabajo
fueron capaces de evitar este problema. Lo anterior nos leva a pensar que la unién
entre el antigeno y el anticuerpo es realizada por otras fuerzas que no lograron ser
modificadas por ninguno de los experimentos anteriormente mencionados
probablemente uniones mas fuertes que atracciones electrostaticas o ionicas.

Existe la posibilidad de que se estén formando complejos insclubles y
altamente adherentes a la placa bajo 1as condiciones de |a prueba.
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CONCLUSIONES

Los dos esquemas de inmunizacion desarrollados en los conejos son utiles
para obtener inmunoglobulinas ya que se pueden obtener titulos altos.

El uso de los adyuvantes también favorecen el desarrollo de la respuesta
inmune . De la misma forma la técnica de precipitaciéon con sulfato de amonioc es
muy Gtil en el caso de sueros de conejo en los que si se logra concentrar las
inmunoglobulinas.

Ninguna de las proteinas empleadas como bloqueadcores es capas de evitar
ia unidn inespecifica del suero de identfficacidn al soporte.

£l valor diagndstico de la prueba de hemaglutinacion en heces para detectar
parvovirus esta sujeto a que se lleve a cabo la prueba confirmatoria de ésta que es
la inh.bicion de la hemaglutinacion con un suero hiperinmune con titulo conocido ya
que de o contrario la realizacién Unicamente de ia prueba de hemaglutinacidon no se
considera definitiva para emitir un diagnostico positivo o negativo.

La inactivacién de las heces para titularse por la prueba de hemaglutinacion
no se ve afectada si las muestras no se inactivan.

E) esquema de inmunizaciéon empleado en el canino de! antirrabico solo
induce el desarrollo de anticuerpos del tipo M.

La técnica de precipitacion con sulfato de amonio no se puede emplear para
precipitar suero de canino al 33 % de saturacidén por que no logra precipitar las

inmunoglobulinas.

No se logré inhibir la unién inespecifica del anticuerpo de identificacion del
canino al soporte de la placa por ninguno de los procedimientos mencionadoes.



APENDICE DESOLUCIONES

Solucién de Alsever’'s (22)

»

Joa®

Dextrosa 20.
Citrato de sodio B.
Cloruro de sodio 4
Agua destilada 1000.

ohoO

Solucién Bloqueadora (16)

Grenetina 0.25 mg
Sol. reguladora de carbonatos .1 M ml
Agua destilada 100.0 ml

La solucién bloqueadora se prepara por separado. Primero se preparan 100 mi de

grenetina al 0.25 % y se agregan 100 ul a cada pozo, posteriormente se agregan
100 ul de solucion reguladora de carbonatos al 0.1 M pH 9.6

Cromogeno (18)

OPD 4.0 mg
Agua oxigenada 4.0 ul
Sol reguladora de carbonatos . 1M 10.0 mi
Solucion de_tLavado PBS-Tween 20 (8)

PBS 10x concentrado 100.0 mi
Tween 20 0.5 mi
Agua destilada 800.0 ml
Ajustar pH 7.3

Aforar con agua destilada hasta 1000.0 ml.
Solucién Requladora de Citratos pH 5.0 (27)

Acido citrico 0.1M 243 mt
Fosfato dibasico de sodio 0.2 M 25.7 ml
Agua destilada 50.0 ml



Solucién de Paro (Acido Ortho fosférico) 1 M (34)

Acido Ortho fosforico 0.337 mi
Agua Destilada 5.0 ml
Solucion de Parg (Acido_Sulfarico) 1 N (20)

Acido Sulfurico 0.26 ml
Agua Destilada 0.50 mi
Solucion Saturada de Sulfato de Amonio (14)

Sulfato de Amonio 5200 g
Agua Destilada 1000.0 ml

Al sulfato de amonio se le agregan 600 ml de agua destilada, se calienta hasta
disolucion del sulfato y se filtra en papel del No. 6 Frio se afora a 900 ml,. se
ajusta el pH a 7 con NaOH concentrado y se afora hasta 1000 ml. Se guarda en
refrigeracion.

Solucidn PBS-Salino pH 7.0 (5)

Cloruro de Sodio B80.O g
Cloruro de Potasio 20g
Fosfato aAcido de Sodio 144 g
Fosfato acido de Potasio 2.4g
Agua Destilada 1000.0 mi
Esterilizar a 15 Lb 15 minutos a 121°

Solucién de PBS-Gelatina (40)

PBS diluido 1:10 pH 6.8 100.0 mi
Cloruro de Sodio 0.85 g
Grenetina 025 g
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