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RES U J\I EN 

Diversos tipos de virus pueden causar enteritis viral en caninos. En los 
caninos existen dos distintos parvovirus autónomos. el mas importante de ellos es el 
parvovirus canino 2 (2,7). 

La parvovirosis canina es una enfermedad provocada por un virus desnudo 
Es ex1remadamente pequeño y mide solamente 22 nm; cuyo acido nucleico es de 
tipo ADN de banda sencilla. 

El parvovirus canino tipo 2 depende para su replicélción de la división celular, 
no se replica en tejidos con bajo indice mitótico. En las células infectadas forma 
cuerpos de inclusión intranuclear (7). El parvovirus posee una caracteristica muy 
importante para su estudio la capacidad do aglutinar eritrocitos de cerdo y mono 
Rhesus a una temperatura de 4° C (11 ). 

Para el diagnóstico de esta enfermedad existen varias tecnicas como lo son 
las pruebas de hemagJutinación o inhibición de la hemaglutinac1ón, aislamiento en 
cultivo celular, microscopio electrónico, necropsia , aglutinación en liitex y ELISA. 

En los primeros años de la dócadn de los eo·s. las técnicas 
inmunoenzimáticas (ELISA) comenzaron a ser utilizadas en numerosos laboratorios 
como método de diagnóstico rutinario (6). Las tCcnicas inmunoenzimaticas (Enzime
Linked Inmune Sorbent Assay) ELISA poseen características de alta sensibilidad. 
especificidad, rapidez y economia. En este metodo 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 los 
resultados de la prueba de hemaglutinación e inhibición do la hemaglutinacrón en 
heces de canino. 

Se recolectarón 29 muestras de heces y suero de caninos de diferentes 
edades en diferentes zonas del área Metropolitana de la ciudad de México. Para la 
obtención de un suero hiperinmunc se inocularon conejos baJO dos drferentes 
esquemas de inmunización. El suero de canino positivo a parvov1rus se obtuvo de la 
misma manera. 
Se realizaron diferentes experimentos buscando las diluciones y concentraciones 
óptimas para cada uno de Jos reactivos. 
Durante la realización de la prueba de ELISA se encontró que el suero de 
identificación presentaba una unión inespecifica y aunque se realizaron diversos 
experimentos buscando eliminilr este fenómeno finalmente no se pudo lograr 



INTRODUCCIÓN 

Durante la primera mitad del verano de 1978. repentinamente. apareció en al 
menos tres continente!». una enfermedad poco conocida en caninos (4). Se 
presentaron epizóotias de gastroenfentis en poblaciones de caninos en Australia. 
Canadá. Sudáfrica. Nueva Zelanda, etc.; dicha enfermedad con aHo grado de 
infectividad, se caracterizó por producir un severo daño a Ja pared del intestino 
(diarrea sanguinolenta) y muerte sUbita por afectar células del músculo cardiaco 
(8) . Para 1986 la infección era comUn en todo el mundo. Las investigaciones 
serológicas anteriores a 1978 fallaron en reconocer algún anticuerpo contra 
parvovirus (4). 

En México se reportaron los primeros casos en los meses de marzo. abril y 
junio de 1980. En este año los caninos presenraron un cuadro gaslroenti!rico con 
\l'Ónlifo blanco espumoso, diarrea profusa y fétida. con frecue:-ic1a hemorrágica y 
fiebre de 39.5 a 41º C. La deshidratación era muy notable y estos animales morian 
enlre 24 y 72 horas después de presentar signos o bien se recuperaban muy 
lentamente siendo más afectados los pacientes menores de 1 años de edad, con 
una alta mortaHdad y morbilidad (1,4, 15). 

Durante los meses de agosto y septiembre. los problemas causados por esta 
enfermedad aumentaron a tal grado que la Dirección General de Sanidad Animal se 
vio en la necesidad de intervenir para conrrofar fa enfermedad y evitar su 
diseminación (23). 

Esta enfermedad también se conoce como: 

- Enlerilis viral canina, Parvovirosis canina, 
Gastroenteritis viral canina (24). 

Enteritis hemorrágica canina.-

El parvovirus canino no a sido bien caracterizado; e.xrs:e cierta similitud 
anligenica entre el virus de fa p<Jrvovirosis felina (panteucopenia fel1nL1) y eJ virus de 
la parvovirosis canina. Se posH.110 que el virus de la parvovirosrs canina había 
surgido como una mutación de aquel ( 4,25, 32). 

El parvovirus canino es un virus ex1remadamente pequeño midiendo 
solamente 22 nm. de AON simple plegado, es un virus ep1teliotrcpo; para mantener 
su crecimiento requiere células hospedadoras en división activa De ~qui que las 
poblaciones celulares con una alta rasa de renovación so;i afectadas más 
gravemente y la vulnerabilidad de los leJidos puede variar en las diferentes etapas 
del desarrollo del parvovirus. (1,8,25). 



Este virus posee una característica importante, que es la de aglutinar 
hematíes de cerdo a una temperatura de 4° e . Los cachorros infectados tienen 
anticuerpos que inhiben fa hemaglutinación por dicho agente (8,21.24). 

Básicamente existen dos formas clínicas de la infección por parvovirus: 

1) Enteritis. 

2) Miocarditis. 

Enteritis. 

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

Miocarditis. 

Se presenta exclusivamente en cachorros, n1ás frecuentemente en cachorros 
de 3 a B semanas de edad. Los signos clínicos aparecen súbitamente y progresan 
en forma rápida, 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 despues de varios meses (23). 

El diagnóstico presuntivo se establece por antecedentes y la presentación 
clínica. ( 13. 23.31 ). 

Para el diagnóstico de laboratorio existen varios mótodos: 

- Biometria hemática 
Al rededor del 33 C/o de los casos confirmados tienen leucopenia en el momento 

de fa presentación y en el 85 C'/o de los casos se observa leucopenia si se realizan 
los exámenes seriados (32). 
El total de glóbulos blancos suele variar entre 500 y 2.000/ mm3 (24). 

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

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

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



- Hemaglutinación de las heces. 
Esta prueba se ha utilizado para detectar la presencia del virus aunque no so ha 

determinado su valor diagnóstico (B. 26). 

- Inhibición de la Hemaglutinación 
Esta prueba serológica se considera especifica para parvovirus canino, ya sea 

para el diagnóstico de la presenc1;i del virus o para declarar un suero positivo a 
anticuerpos contra la enfermedad (24) 

- Histología 
Revela necrosis epitelial. denudación y necrosis de las células e infiltrado 

inflamatorio en la lámina propia (15.32). 

- lnmunofluorescencia 
Usando anticuerpos conjugados con un colorante fluorescente se puede detectar 

antígeno viral en secciones histológicas en una muestra de corazón o intestino 
delgado. 

El aislamento del virus y la prueba de hemaglutinación combinada con I;¡ 
prueba de Inhibición de la hemaglutinaci6n con un suero hiperinrnune han s:U:.J 

tradicionalmente usados para la detección 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 enzim::itico recientemente descrito en el campo biomódico. 
parece tener un gran potencial para ser utilizado a gran escala en patología clínica 
veterinaria. Esta tCcnica combina las ventajas de la lnmunofluorescencia y el 
radioinmunoanálisis y presenta pocos problemas sen'"le1ante a los que se 
encuentran en las tCcn1cas antes mencionadas (26). 

El inmunoensayo enzimoitico, conocido como ELISA por sus siglas en inglés 
{Enzyme Linked lmmuno Sorbent Assay ) fue descrito en 1971 por Engvall y 
Perlman. Al mismo tiempo que Van Weemen y Schuurs en Suecia (1971) 
describieron la tócnica para detectar antígenos o anticuerpos en liquides corporales 
como una alternativa del radioinmunoanálisis (27). 

En los primeros años de la dócada de los 80, las tecnicas inrnunoenzim3ticas 
ELISA. comenzaron a ser utilizadas en numerosos laboratorios como mótodo de 
diagnóstico rutinario así como en programas de investigación. 

Las técnicas inmunoenzim;:i.ticas forman parte de aqu¿llas reacciones 
serológicas que utilizan conjugados. El ensayo inmunoenzimático ELISA , se basa 
en el uso de antigcnos o anticuerpos marcados con una enzin-\a, de forma que los 
conjugados resultantes tengan actividad tanto inrnunológica como enzin'"lática. 



AJ estar uno de los componentes (nntigeno o ¡inticuerpo) marcado con una 
enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorvante). el complejo antígeno 
- anticuerpo quedará inmovilizado y, por t~,nto, podrci fácHmente ser revelado 
mediante la adición de un sustrato especifico quo al actuar la en;;:inia. producir.a un 
color observable a simple vista o cu<1nt1ficable medi.'3nte el uso de un 
espectrofotómetro o colorímetro (35). 

Existen diversas variantes del mt•todo de EUSA se !1enen rnótodos 
directos. indirectos. en sandwich. y el rnótodo de ELISA competrt1vo. estos 
permiten la determinación do antigenos en fluidos biológ1cos (8) 

Para fines pr.:icticos en el presente trabajo se entender.:i ~or un.:1 prueba de 
ELISA directa Jquelfa en Ja que se buscan los 01nt1cuerpos. y una prueba de ELISA 
indirecta aquella en la cual se busca a/ antígeno 

El metodo de ELISA tiene apllcac1oncs rnuy vanadas d1agncst.co de las 
enfermedades infecciosas, virales o paras1tar1as. cuantificación de hcrmono:1s. 
cuantificación de haptenos, titulación de anticuerpos en ba;as concentraciones. 
determinación de isotipos especificas de anticuerpos 

La técnica de ELISA es un metodo simple. especifico . reproducible y muy 
sensible (detecta antigeno y anticuerpo en concentraciones del orden de Jos 
nanogramos) (5). Sus ventajas pueden ser evaluadas en términos de sensibilidad . 
especificidad, fiabilidad • facilidad de rcali.::ación o pos1bllidad de autoniatrz.ación 
(35). 

ELISA presenta grandes ventajas ya que los re<lctivos marcados son de atta 
estabilidad, permiten una completa automatización del sistema. los resultados son 
objetivos y los antígenos marcados con enzima pueden ser manejados en 
condiciones normales de laboratorio . 

Actualmente los casos de enteritis aguda por parvovirus se limitan en gran 
medida a cachorros y perros jóvenes, pero Ja parvoviro5is canina sigue siendo 
probablemente Ja enfermedad infecciosa más importante en la actualidad y 
seguramente la más común (3, 10). 



OBJETIVOS 

1.- Desarrollar una prueba de ELISA directa para diagnóstico de Parvovirus 
Canino. 

2.- Correlacionar fos resultados de fa prueba de ELJSA con los resultados de la 
Hemaglutinación en heces de canino, en una población abierta. 

6 



l\'f ATE R l AL Y ,,f É TO O OS 

DF..SARltOLLO o•: 1-\. l"IHJEIJA IH: El.ISA (:\tf'.;TOOO GEXEJ<AL) 

Para la sensibilización y el dasarrollo de la prueba de ELISA se utilizaron 
microplacas de po/iestireno de 96 pozos marca Costar E.l.A/R.J.A. de mediana 
adherencia agregandose 100 ul de un suero de captura y 100 ul de solución 
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 eliminó la solución sensibifizanle y la placa se lavó con solución de 
lavado PBS-TVVEEN 20 aplicándose 200 uJ en cada pozo. repitiéndose eJ lavado 
cinco veces con esta solución y dos veces al final con agua destilada. 

El bloqueo se realizó saturando Jos sitios de la microplaca con 200 ul de 
solución de gelatina al o.2seh, la placa se dejó incubar 4 horas a 37° C. 

Se manejó como antigeno viral virus vacunal vivo modific.ado, marca Solvay 
con un titulo entre 64 y 1024 UHA. agregándose 100 ul por pozo e incubándose 
1 hora a 37º C. En algunas placas se utilizó virus vivo cepa CornelJ 780916 
cultivado en células A 72 y en estos casos se agregó un pozo sensibilizado con 
células A 72 sin infectar. 

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

El conjugado ulilizado fue un suero anti inmunoglobulina de canino (fgG) 
obtenido en conejo y pcroxidado (Sigma), agregándose 100 ul por pozo a IOda la 
placa a la dilución optima obtenida en el presente trabajo y se incubó 1 hora a 
37°C. 

El cromógeno utilizado fue el 0-fenifendramina (OPD) a una concentración 
de 4 ug en 10 mi de regulador de citratos. agregándose 100 uf por pozo e 
incubando 15 min. en oscuridad. 

La reacción se paró agregando 50 uf del ácido sulfúrico 1 N a cada pozo. 

las placas se leyeron en un lector de placas y poficubetas marca Metrolab 
970 a 450 nm. anotando fas absorvanc1a:; obtenidas. 



1) Obtención y caracterización de lnmunoglobulinas de Conejo utilizadas 
como anticuerpo de captura. 

Para la obtención de inmunoglobulinas conrra Parvovirus canino se 
utilizaron 4 conejos blancos raza Nueva Zelanda del Centro de Producción Animal 
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautirlan. 

Los conejos se inocularon con virus vacunal Nobi-Vac PARVO-C marca 
lntervet, siguiendo los esquemas de inmunización de las tablas no I y 11. 

TABLA No 1 
Esquema de Inmunización de los Conejos No.I 

OIA DOSIS OE V/RUS VIA 
(256 UHA/m/) 

1 mi + 0.3 mi adyuvante• /M 

3 1 mi+ 0.3 mi adyuvante• /M 

12 1m/ en dos Jugares /M 

16 Primera sangría IC 

17 1 mi en dos fugares /M 

22 1 m/ IV 

26 1 m/ IV 

33 Segunda Sangría 

40 Sangría a Blanco 

•Adyuvante Completo de Freud. marcil Sigma. 

IM Intramuscular 

tC Jntracardiaca 

IV Intravenoso 



Tabla No. 2 

Esquema de Inmunización de los Conejos No U 

DIA Dosis de Virus 
(256 UHA/ml) 

o 0.5 mi+ o.3 mi adyuvente-

13 Primera Sangría 

14 0.5 mi 

27 Segunda Sangría 

30 Sangría Blanco 

•Adyuvente Completo de Freud, marca Sigma. 
JM Intramuscular 
JC lntracardiaca 
se Subcutaneo 

Vía 

se. 

IC. 

IM. 

IC. 

Las sangrías se realizaron con tubos tipo Vacutainer de 10 mi y agujas 
calibre 21, sin anticoagutante marca Becton Dickinson. 
Se puncionó por vía intracardiaca obteniéndose de 5 a 10 mi de sangre en cada 
sangría y la mayor cantidad de sangre posible en fa final. 

Los tubos con sangre se incubaron deo 30 a 60 minutos a temperatura 
ambiente, se separó el coágulo antes de iincubar con el objeto de facilitar su 
retracción. El suero se separó mediante centrifugación a 3,500 r.p.m. durante 15 
minutos en una centrifuga marca National Health Laboratories. 
Posteriormente el suero so almacenó en tubos con tapón de rosca a 4ºC hasta su 
posterior utilización. 

Para la obtención de inmunoglobulinas se utilizó la tCcnica de precipitación 
con sulfato de amonio saturado (14). · 

Para la determinación de proteínas se realizaron dos tCcnicas: la Técnica 
de Biuret (Bioxon), siguiendo las recomendaciones del fabricante. y la técnica de 
Braddfort (16) como se describe a continuacion: 



El estándar de proteínas se diluyó 1:10 con PBS pH 7.0; en seis tubos se 
colocaron 0.5 mi de POS pH 7.0. Se adicionaron 0.5 mi de solución de proteína 
diluida al primer tubo, y se agitó levemente, después so transfirieron 0.5 mi al 
segundo tubo haciendo lo mismo con los demas tubos. 

De cada tubo se otmaron 100 ul y se agregaron 3.0 mi de solución de 
trabajo. Adicionalmente se .ilgregaron 100 uf de PBS pH 7.0 en un tubo (blanco). 
St! agitó y se reposó por 15 min. y se leyó contra blanco de reactivos. 

la prueba se des;:,rrolfó diluyendo la muestra a manera de que entrara en 
la curva. Se marcaron tres tubos: blanco, estándar y problema y se agregaron 100 
ul de PBS pH 7.0, solución estándar y muestra problema respectivamente a cada 
tubo. A cada tubo se le agregaron finalmente 3.0 mi de la solución de Braddfort de 
trabajo. 

Se reposaron los tubos y se leyeron contra el tubo blanco. Las lecturas del 
problema y el estándar se interpolaron en la curva. 

Titulación de anticuerpos contra Parvovirus. 

Para la evaluación de anticuerpos contra Parvovirus canino en el suero y 
en la fracción do inmunoglobulina de los conejos se realizó la prueba de 
Inhibición de la Hemaglutinación segün la tecnica de Carmichael (4) bajo las 
siguientes condiciones: 

- Virus a 4 UHA en 50 ul. 

- Temperatura de 4°C. 

-Globulos roíos de cerdo al 1°.16. 

11 Optimización de la Concentración de lnmunoglobulinas y la Concentración 
de Virus. 

La sensibilización se realizó como se mencionó, haciendo diluciones del 
suero de captura y del virus vacunal. 

En este experimento el anticuerpo de identificación US.:Jdo, obtenido de un 
canino hiperinmunizado (ver posteriormente), se usó sin diluir. 
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111 Seteccfón del Bloqueador. 

En este experimento l'inicamente se sensibilizaron los pozos testigo en Ja 
forma antes mencionada, ol resto de la placa no se sensibilizó, después se lavó 
toda ta placa como se mencionó y posteriormente se bloqueó. 

En este ensayo los cinco bloqueadores se manejaron disueltos en PBS o 
en solución reguladora de carbonato como se indica en la suguiente tabla: 

PREPARACIÓN DE BLOQUEADORES 

PBS ºSOL REGL. CARBONATO 

Leche 5 o/o 0.5 g + 10mf 0.25 mi+ S mi 
(svellys) 

Suero fetal 
bovino 5% O.Sml + 10ml 0.25 mo + S mi 
(In vitro) 

Caldo soya 
tripticaseína 200 ul 100ul+ 100ul 
(Bioxon) 

Albúmina 2 °.1& 
(Organon téc- 0.2 mi+ 1.8 mi 0.2 mi+ 1.8 mi 
nica) 

Suero Conejo 200 ul 100 uf+ 100 UJ 

•SOL REG. CARBONATO: Solución reguladora de carbonatos. 

Después de incubar y lavar se agregaron a la placa virus diluido 1 :4 o 
células A 72 sin infectar diluidas 1:10; colocándolas por pares. El anticuerpo de 
identificación se usó diluido 1 :32, el resto de la placa se desarrolló como ya se 
mencionó. 
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IV Determinación de la concentración óptima de Antígeno Viral. 

A} Heces de Canino 

Se recolectaron muestras de excremento prevenientes de animales de 
diferentes edades, recolectadas en clínicas particulares de diversas zonas del 
área Metropolitana dela ciudad de México. Las muestras fueron enviadas al 
laboratorio de Oiagnóst;co Integral Veterinario (Dfven 

A las muestras recolectadas se les realizó la prueba de hemaglutinación en 
heces para determinar la presencia de virus como se indica en seguida: 

Prueba de Hemagfutinación en Heces 

La muestra de heces se diluyó 1:10 con PBS-S pH 6.8 y se centrifugo a 
2,000 r.p.m. durante 10 min. y posteriormente so separó el sobrenadante, el cual 
se inactivo 15 minutos a 56 ºC. 

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 uf de heces iinactivadas y diluidas al primer pozo y se 
realizaron dilulones hacia la derecha desechando los últimos SO ul. 

3.- Se agregaron 50 ul de PBS-S p H 6.8 a los doce pozos. 

4.- Se agregaron 100 ul de glóbulos rojos de cerdo al 1 o/;). 

5.- Se incubó a 4ºC. 

6.- Se leyó la placa a fas cuatro horas de incubación. 

Testigos 

Testigo negarivo 
Testigo de heces 
Testigo posHivo 
Testigo de placa 

100 ul PBS-S pH 6.9 + 100 ul de glóbulos rojos al 1 % 
100 ur heces sospechosas+ 100 uf de glóbulos rojos 
100 uf de virus + 100 uf de glóbulos rojos 
100 ul do glóbulos rojos. 

A las heces que fueron positivas por hemaglutinación se les realizó la 
prueba de Inhibición de la hemagJutinación. 



Inhibición de Ja Hemaglutinación en Heces. 

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

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

3.- Con esta muestra se volvió a montar la prueba de hemaglutinación. 
La muestra se consideró positiva a Parvovirus Canino si se inhíbia la 
hemaglutinación. 

Testigos 

Testigo negativo de glóbulos rojos: Solo 100 ul de glóbulos rojos al 1 ºh. 
Testigo positivo 100 ul de virus diluido a 8 UHA + 100 ul de glóbulos rojos. 
Testigo negativo de suero hiperinmune: suero hipermmune diluido 1:10 + 100 ul 
de globulos rojos. 

B) Dilución de la vacuna en heces negativas. 

Un gramo de alguna de las heces que resultaron negativas a Parvovirus en 
el experimento anterior se disolvió en 4 mi de PBS pH 7.0 se homogenízó y se 
centrifugó a 3,500 r.p.m. Con el sobrcnadante se prepararon las heces positivas y 
negativas. 

Heces positivas: 1ml del sobrenadante de las heces negativas más 1 mi del 
virus vacunal. 

Heces negativas: 1 mi del sobrenadante de las heces negativas má:s 1 mi 
de PBS p H 7.0. 
Se incubaron 1 hora a 37°C. 

C) Desarrollo de la prueba 

Para la determinación optima del antígeno 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 utilizándolas como antígeno en la prueba de ELISA. 

En otro experimento se sensibilizó la mitad de la placa de la misma 
forma general pero ahora el virus vacunal se diluyo en PBS pH 7.0 y en 
sobrenadante de otras heces negativas. En esta ocasión se agregaron otros 
testigos: 
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- Un pozo con PBS Negativo 

- Un pozo con sobrenadante do heces Negativo 

- Un pozo con sobrenadante de heces negativas+ células A 72 diluidas 1:10 

- Un pozo con PBS pH 7.0 + Céfulas A72 diluidas 1:10 

V Obtención del Suero de Identificación 

1) Inmunización. 

Para Ja obtención de suero de canino positivo a Parvovirus se inoculó un 
canino, hembra. criollo de cuatro meses de edad resguardado por el Centro 
Antirrábico de Cuautitlan México. 
Se utilizó virus vacunal marca Solvay con un titulo de 320 UHA . Se realizó un 
sangrado previo al inicio de la inoculación como referencia y posteriormente una 
sangría cada que se inoculaba como se muestra en el siguiente esquema; 

Esquema de Inmunización 

Oia Dosis Virus Via 
(256 UHA/ml) 

o 1ml IM 

7 1 mi IM 

14 1 mi IM 

21 No se inoculó 

28 

35 2ML IM.IV 

42 No se inoculó 

49 SANGRIA 

54 SANGRIA 
JM Intramuscular 
IV Intravenoso 
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Las sangrías finales se realizaron con punzocat calibre 1 a. sangrando por 
vena yugular. La sangre se recolecto en frascos de vidrio de 250 mi llenando 
hasta la mitad del recipiente. se taparon y se inclinaron. Se incubaron a 
temperatura ambiente durante dos horas y despues se recolectó el sobronadante 
y se centrifugó durante 15 min en refrigeración. Los coágulos se refrigeraron a 
1ºC doce horas y posteriormente se separó el suero por decantación y se 
centrifugó. 

El suero recolectado se almacenó en recipientes de plástico con 10 mi 
cada uno y se congeló hasta su utilización. 

Para 1.3 obtención de inmunoglobulinas inic13Jmente se utilizó l<J tócnica de 
precipitación con sulfato de amonio saturado (14); pero se modificó la 
concentración original de 33% de saturación a un 60 % de saturación. 

La determinación de proteínas se realizó con la técnica de Braddfort (16) y 
la técnica de Bioxon. 

Para la evaluación de anticuerpos se utilizó la prueba de inhibición de la 
hemaglutinación segün la técnica de Carmichael (4). 
2) Selección de otros sueros de ldentrficación. 

Para la selección de otros sueros de identificación se obtuvieron cuatro 
caninos de propiedad particular de diferentes edades, que ya tenían su calendario 
de vacunación. identificados como Oana. Misha, Max y Parila. A estos se les 
muestreo y se tituló el suero por la técnica de Inhibición de la hemaglutinacion. 

Dos de estos sueros además del suero del canino del antirrábico y sus 
inmunoglobulinas se evaluaron por la técnica de ELISA indirecta que a 
continuación se describe. 

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

3) Determinación del tipo de lnmunoglobulina presente en el suero de 
ldentrficación. 

Para conocer el tipo de inmunoglobulina presente en los sueros de los 
caninos convencionales se les realizó un tratamiento con Rivar.ol de la siguiente 
manera (9, 19): 
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Se inactivó el suero calentilndolo 15 n1jn. a 56ªC, después se agregaron 
glóbulos rojos de cerdo previamento !lavados, volumen a volumen. y se incubo 1 
hora a 4ºC con agitación constante. 
Se colocaron 0.5 mi del suero de identificación más 0.5 mi de reactivo de Rivanol 
al 1 % (10,20). 

Se incubaron 30 minutos a 37ºC, después se centrrfugaron a 3,500 r.p.m. 
Del sobrenadante 5C tomaron 100 ul para montar la prueba de inhibición de la 
hemaglutinación. Al mismo tiempo se metió el suero del mismo animal sin ser 
tratado con Rivanol diluido 1:2 cvon PBS-S pH G.8 como testigo. 

4) Optimización del Suero de Canino para la prueba de ELISA. 

La fracción inmunoglobulina del suero de canino del antirrábico y el suero 
de Dana se utilizaron como sueros de identificación para realizar una prueba de 
ELISA directa buscando la difución óptima de éste. La placa se sensibilizó con 
suero de captura y agregando virus vacunar a diluciones dobles iniciando con 
virus directo y células A 72 diluidas 1: 1 o. 
El resto de Ja placa se desarrolló como ya se mencionó. 

Se realizaron las siguientes variaciones: 

- Diluciones dobles de las inmunoglobu/inas del suero de identr1icación y del virus 
vacunar. 

- Diluciones dobles del suero de identificación iniciando con el suero directo. 

El resto de la placa se desarrolló como ya se menciono. 

VI Optimización del Conjugado 

Para conocer la dilución óptima de trabajo del conjugado anti-lgG canino 
se sensibilizaron dos columnas manejando ocho diferentes diluciones iniciando 
con la dilución 1:5000,1:10000, 1:20 000, 1:40 000, 1:80 000. 1: 160 000, 1:320 
ºººy 1:640 000. 

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

1:2.500 
1:5.000 

1 :10.000 
1:20,000 

El resto de la placa se desarrolló como se menciona anteriormente. 
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VII Elirnlnacfón de la reacción inespecífica (ruido de fondo). 

Para 1.-:t eliminació,, de el ruido de fondo se reali~aron vanos experimentos 
con las siguientes variaciones: 

1.· Se realizó un tra!.tnlienro del suero de ident1f1cac16n con un suero de cone;o 
normal. el tratarr.1ento se hizo Ce fa siguiente manera 

Al suero de :.·Jcntrf1cac1ón se Je agrep6 un volumen igual de suero de conejo 
normal. se incubó ~ 5 min a 37 C. posteriormente se realizaron diluciones dobles 
de este suero tratado. La placa se desarrolló de l~'l misrno forma agregando virus 
vacunar diluido 1 ·• y células A 72 dilwdas 1. l O 
El suero tratad~) y el suero sin tratamiento ~e probó ba;o diferentes tiempos de 
incubación. 

2.- r"1od1f1candu el pi; de la reacción e inact1v:indo la ::iero;i.;1dasa endógena. 
En cs!e C.'.lso se probaron cuatro sut:!'ros de ~dentrficacion. Esla placa se 

ser.: .• :/izó con virus vacuna/ y células A 7~ dtluid<Js 1 10 . el suero de 
iden!.11=ación se n1:ine,6 ::i diluciones dobles. P<Jr .. "J la 1r.ac!ivac16n de la peroxidasa 
endógen.LJ se agregaron 100 u/ de metano! ..,. H202 al 3~,s y se ir.cubo 30 m1n a 
temperatura ambiente. 

3.- Diluyendo el suero de 1a'entif1cación 1. 100 en PBS pH 7.0 
A p~1;:1r de ésta se realizaron dduc1ones dobles. La placa se sens1b1!i:;::ó 

con virus diluido 1:2. 1:8, 1·32. 1 128. Un suero negalivo a Parvovirus por 
inhibición de Ja hcmaglut1nac1on se carné jlmto ccn uno de los sueros de 
identificación. la mitad de la placa se utilizo para un suero y lü ctra rrntad par:t el 
otro suero. 

4.- Modificando la temperatura. 
La sensibilizaci6n se hizo como se mencionó en la prueba anterior pero en 

este caso el lavado y el bloqueo se realizaron en frío a 4=C. El suero de 
identificación positivo y e/ suero negativo se diluyeron en PBS pH 7 O a 4ºC 
iniciando con la dilución 1_100 y a partir de esta se hicieron drluc1ones dobles y se 
agregaron a la placa la que se mantuvo a esta misma tcmpcra~ura incubándose 
con el suero toda la noche a .-+ºC. 

5.· Cambiando el diluyente del suero. 
La placa se sensibilizó con virus díluido 1:2. 1·a y con celulas A72 diluidas 

1:10. En este experimento el suero de idenhfrcac1ón y el suero negativo se 
diluyeron en PBS·TWEEN 20 más dos gotas de ¡-¡/búmina bovina. con esta 
solución se h;cieron diluciones dobles rn1ciando con ra dducion 1. 100 y se 
incubaron ambos sut:ro~ a 37''C durante 90 rnin El resro de la pl.:icd :;e desarrolló 
de la forma ya descrita agr.r~n.:Jndo 100 uf de las rnuestras de heces mactivadas y 
diluidas 1: 1 O en PBS pH 7 O El ~1::ro dr? captura se u!1/r.;:ó diluido 1 B 



RESULTADOS 

Los titufos de anticuerpos contra Parvovirus obtenidos en conejos 

mediante los esquemas de inmunización 1 y fl se observan en fa siguiente gráfica. 

GRÁFICA 
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TÍTULO DE ANTICUERPOS CONTRA PARVOVIRUS CANltJO / ! 
OBTENIDO EN CONEJOS (ESQUEMA DE INMUWZACIÓtJ f,fl) 
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TIEMPO EN DfAs ==JJ 
Conejo 1 E1: Conejo 1 Esquema de Inmunización f 
Conejo 2 E1; Conejo 2 Esquema de Inmunización 1 
Conejo 1 E2: Conejo 1 Esquema de Inmunización fl 
Conejo 11 E2: Conejo 11 Esquema de lnmunizacíón 11 

UIHAJSOul: Unidades inhibidoras de la hemaglutinación en 50 ul. 
Se utilizaron B UHA del virus para la prueba. 
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TABLA No. 3 

Determinación de la actividad especifica de los anticuerpos contra ol par"Vovirus 
canino en suero de conejo. 

'

:eso.1 conejo1 
eso.1 conejo2 
ESQ.11 conejo1 
eso 11 conejo 2 

PROTEINA 
SUERO Jnmunogfo 

(mo/100 mi) (mg/100ml) 

6.976 0.952 
5,81 0.243 

8.400 3.175 
9,324 1.1f!9 

ANTICU 
SUERO lnmunog/o 

"'UIHA/ 50 ur ·urHA.J so ul 
1,024 256 
4,000 1024 

128 o 
64 6-1 

ESO 1 Conejo 1 : Esquema de Inmunización 1 conejo 1. 
ESO 1 Conejo 2: Esquema de Inmunización 1 conejo 2. 
ESO 11 Conejo 1 : Esquema do Inmunización 11 conejo 1. 
ESO 11 Conejo 2 : Esquema de Inmunización 11 conejo 2. 

Proteína: Técnica de Bradfort. 

EH PO~ 

588.5:¡ 
1539.8 

30.1 
13.73 

*UIHA: Unidades inhibidoras de la hemaglutinaci6n . Se utilizaron 8 unidades 
aglutinantes. 

2151,2 
8462.8 

1.58 
107.7 

Al realizar el experimento buscando Ja dilución óptima de las inmunoglobulinas 
de captura y la concentración de virus todas las absorbancias fueron iguales. 

TABLA No. 4 

El resultado del efecto de las diversas proteínas usadas como bloqueador 
en la prueba de ELISA se observan en la tabla numero 3. 

"'PBS ·cae 
Bloqueador A As A As 

Lectle 0.063 0,001 
SFB5% 0,001 0,001 
CST 0.066 0.118 
AlbUmina 0,031 0.208 
Suero conejo 0.056 0,001 

•pes: Proteínas difuidas en solución reguladora de fosfatos. 
•ese: Proteinas diluidas en solución de carbonato bicarbonato. 

As: Cambio de Absorbancias. 
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TABLA No. S 

Determinación de la presencia del Parvovirus en heces de canino. 

no.tdent1I "HA IHA 

1 NEGATIVO 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 40960 NEGATIVO 
12 40960 4096 
13 40960 4096 
14 40960 20460 
15 40960 40960 
6 40960 20480 
o 40960 20460 
10 40960 40960 
21 40960 40960 
22 40960 40960 
26 40960 40960 
27 40960 40960 
26 40960 40960 
16 40960 40960 
10 40960 40960 

•HA: Prueba de Hemaglutinación con eritrocitos de cerdo. 
-rHA: Prueba do Inhibición de la hemaglutinación que se refiere al inverso 
de la dilución máxima que se inhibió con el suero de conejo conteniendo 
128 UIHA/50 ul.contra el Parvovirus. 
NR: No realizada. 
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GRÁFICA 2 
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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 diluyó en PBS y en sobrenadante de otras 
heces las lecturas obtenidas estuvieron por debajo de 0.00 en toda la placa. 

GRÁFICA 3 

'

: ,i TiTULO DE: AflroTICUERPOS CO!'TRA PARVOVIRUS OBTENIDO EN -...., ,: 
CANINO lflPERJSMUNl7-ADO 
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Suero: Se refiere al suero de canino hiperinmunizado con virus vacunal . 
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DETERMINACIÓN DE tA ACTIVIDAD ESPECIFICA CONTRA EL PARVOVJRUS EN 
SUERO DE CANINO. 

TABLA Uo. G 

SlJ!:.RO 1 c.:.·.~~~·· 1 SUc:.~'<10 

I
ANTIRR..:..B;Co 1 

ANTIRRÁE!CO ~ 

•NO.NO SE OBTUVIERON 

A09G 

••Gama: Precipitado d~I suero al 60 e;:; de .S<J!uración 

·~:o 

o ;a7 . .c7 

ANTIRRÁBJC O 1: Suero del canino del antirrab1co ob!cnido el 19 de dicien-:brc. 
ANTIRR..A.BICO 2: Suero del canino del .'.lntirrab1co obtenido el 27 de dicíc:m!>:e. 

GRAFICA o4 

OETCR:'\11:-IACIO:""oi DE A!'"TIClJE:Rros Ttro 1.:;G CO!'\TRA rARVOVIRL.:S 1::-1 
Sl.!CRO OC CA:'lol:".OS ,'\lt:Ol":"Tf: t:l.ISA l!"DIH.f:Cí.\. 

o.•-,------------------~ ---

"NO 

1 o 

-0-A.l..:A.-.:;:.,;•J• 

--..·~·-·· 

º·' 

"'& C<Jrnnc: Gam."lglobul!ó1as del s~cro de canino Ccl <Jnt;rrilbico ob:cnid'as por precipilf!: 
ciOn con sulfiUO de arr.cni'"'.: 
Suero de canino: ~lleta cu .:o'lnino del o'lnt1rr.lb1co hipcrinmuniz:<Jdo. 
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GRÁFICA 5 

EF'EC'rO J>EL TRATAMIENTO CON RIVANOL SOBRE LOS 
ANTICUERPOS CONTRA EL PARVOVIRLJS EN EL SUERO DE CANINO 

DEL ANTIRRÁDICO 
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GRÁFICA 6 

TiTULO DE ASTJCUF:Rros CO!"iTRA PARVOVIRUS E:"rt SUERO oc 
CA.SINOS TRATADOS CON RJVANOL 

Suero 1 DANA 
Suero 4 ANTIRRÁBICO 

Suero 2 MISHA Suero 3 MAX 
Suero 5 PARILA 
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TABLANo.7 

Título do anticuerpos contra parvovirus en suero de caninos tratados con rivanol. 

I P~:T I F I CAC: C ERO SIN TRATAMIE UERO CON RIVANOL. 

DANA 1024 512 

MISHA 8112 2048 

MAX 2048 NEGATIVO 

ANTIRRASICO 2048 512 

PARILA 1024 NEGATIVO 

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

TABLA No. 8 

SUERO DE IDENTIFICACIÓN CON SUERO DE CONEJO NORMAL 

MODIFICACIÓN DEL pH 

INACTIVACIÓN DE LA PEROXJDASA ENDOGENA 

DILUCIONES DOBLES DEL SUERO DE IDENTIFICACIÓN 1 100 

MODIFICACIÓN DE LA TEMPERATURA 

MODIFICACIÓN DEL DILUYENTE DE TRABAJO 
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ELIMINACIÓN DEL RUIOO oe FONDO 

NO 

NO 

NO 

LEVEMENTE 

NO 

NO 



DISCUSIÓN 

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

Los resultados que se muestran en la gr;ifica 1 indican que despues de 
realizar dos dH'erentes esquemas de inmunización en los conejos. ambos son 
capaces de provocar una respuesta inmune humoral y el desarrollo de titulas de 
anticuerpos. En el caso del conejo f. del esquema 2. el cual no logró desarrollar 
titulas de anticuerpos flle debido a prob/cn1as de enfermedad y tuvo que ser 
sacrificado en los primeros días de inicrado el esquema. Los restantes conejos 
lograron responder satisfactoriamente. lo cual concue~da con ro reportado en fa 
literatura donde se menciona la utilización de conejos y la aplicación de adyuvante 
completo de Freud (37). 

So describe como ildyuvante a una sustancia que se mezcla con el 
inmunógeno para .aumentar la respuesta inmune hacia Cste ri11uchos de los 
adyuvantes son bacterias o sus productos. tales como ª..Q.!Q__~___Qertussis o 
endotoxinas de organismos gram negativos. mientras que otros no lo son (tartrato 
aluminico de potasio o arumbre. fosfato de calcio. aceite mineral, lanolina. diversos 
agentes tenso depresores. polinucleótidos y otros (8.25,26.38) 

Las micobacterias muertas constituyen adyuvantes especialmente potentes, 
por ejemplo inoculados junto con antígenos proteicos conocidos, aumentan la 
respuesta inmune de manera múltiple. Actualmente. el adyuvante de mayor uso es 
el de Freud. EJ llamado adyuvante ~incompleto· de Freud es una mezcla de un 
aceite mineral con un detergente en diferentes proporciones 

El adyuventc• completo• de Frcud contiene una micobacteria (M 
tuberculosis, M.:. bovis. M. Qhlei u otros) cuya cantidad es variabre La acción de los 
adyuvantes, no es debida Unicamente a la adsorci6n del antigeno. lo que hace que 
ef mismo se libere de a poco produciendo un efecto similar al de las 
reestimufaciones. sino que interviene tan1b1én el granufoma formado en el pun1o de 
inoculación. El modo en qua ac1Uan los adyuvantes es ccmplejo: la mayoría 
aumentanla función fagocitaria de los macrófagos permitiendo la digestión del 
antígeno y su adecuada presentación a linfocitos T cooperadores (8.25.26, 37). 

Posterior a la inmunizacion de los conejos. la obtención de inmunoglobulinas 
fue realizada por medio de la tecnica de precipitación con sulfato de an1onio (14) la 
que demuestra ser útil para estos fines ya que permitió la concentración de las 
inmunogfobulinas de conejo. 



Cómo se puedo observar en la tabla 3 al inicio el suero de conejo contenía 
una mayor cantidad de proteína· y un mayor litulo por la técnica do inhibición de la 
hemagfutinación. posterior a Ja precipitación el titulo de unidades inhibidoras de Ja 
hemaglutinación por miligramo de proteína es mayor en las gamaglobulinas que en 
el suero. esto concordó con lo realizado por Veijalninen (38) y comprueba la 
utilidad de Ja técnica de precipitación con sulfato de amonio a un 33°/o de saturación 
para concentrar gamaglobulinas en suero de conejos. 

Tras l.a ev.aluación de cinco diferentes proteínas. Jos resultados de Ja tabla 4 
muestran que ninguna proteína logra bloquear la placa ni disminuir la unión de las 
inmunoglobulinas de canino al soporte. aunque las proteinas se mezclen con PBS o 
con solución reguladora de carbonatos. éstas continuaron adhirióndosc en forma 
inespecifica al fondo de la placa. 

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos de la prueba de hemaglutinación 
en fas 29 muestras de heces problema. En catorce de estas muestras se obtuvieron 
resultados negativo. Las 15 muestras restantes tuvieron titules positivos por arriba 
de 40,960 UHA. realizada la prueba de inhibicrón de la hemaglutinación con un 
suero hiperinmune obtenido en conejo con un titulo de 128 UHA solo una muestra 
fue negativa. Es decir que Iras realizar la inhibición de fa hemaglutinacion esta 
muestra continuo aglutinando eritrocitos de cerdo 

Con este resultado que se incluye en la misma tabla 5 podemos demostrar 
que el realizar una prueba de hemaglutinación en heces como Unica prueba para 
diagnosticar parvovirus en un animal sospechoso no es suficiente para confirmar la 
enfermedad como lo mencionó Martinez M ya que en las heces pueden encontr01rse 
diversos factores que provoquen la hemaglutinac1ón de las eritrocilos sin ser 
específicamente parvovirus el que lo esté provocando (12). 

Por esta razón es necesario realizar conjunlamenle con la prueba de 
hemagfulinación la prueba de inhibición de 1'1 hemaglutinación en heces con un 
suero hiperinmune específico (4) para comprobar que si se logra inhibfr la 
hemaglutinación, esta inhibición esta dada por la inactivación del virus por el suero 
y a su vez esa primera hemaglutinación es provocada por el virus, de lo contrario no 
se puede asegurar que la hemaglutinación esté directamente provocada por dicho 
virus ya que como /o menciona Teramoto (36) la prueba de hemaglutinación puede 
ser afectada por diversos factores presentes en la n1atcria fecal resultando en 
aglutinaciones inespecificas, para lo cual Ja cspecrficidad de la aglutinación deberc:i 
ser confirmada por inhibición de la hemaglutinación. 



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 hemaglutinación o la eliminación conjunta 
de anticuerpos secretores especificas. (Carmichael Congreso Arv1IVIVEPE 1997. 
26). 

Para poder titular una muestra de heces por esta técnica se lleva a cabo un 
tratamiento de las heces, como se menciona en la sección de material y metodos. 
Simultáneamente con la titulación de las muestras problemas se realizaron dos 
variantes en este tratamiento, tratando de saber si el omitir dos pasos de dicho 
tratamiento podría influir en el resultado. Las variables que se manejaron fueron Ja 
inactivación de las heces a 56°C y Ja dilución de las heces en PBS salino. Tres de 
las veintinueve muestras recolectadas se titularon inactivándose y sin inactivarse, 
diluidas y sin diluir en el PBS salino. Los resultados vistos en esta prueba 
demostraron que la inactivación no interfier-e con la prueba. lnactivar o no una 
muestr-a de heces no modjfica el resultado, de la misma maner-a diluir- o no diluir la 
mu<..lstra ya inactiva con PBS salino tampoco modifica el resultado. En un estudio 
realizado en 1984 se compararon diferentes métodos de extr-acción de la materia 
fecal. estas pruebas incluyeron extracción con cloroformo y tratamientos con 
deter-gentes ionices y no ionices, altos y bajos pH bufers y bufer-s con pH neutro. 
Ninguno de los metodos fue más eficiente que la extracción en bufe.- a pH neutro 
por su simplicidad y fácil n1anejo en grandes volúmenes de muestr-as. De la misma 
manera el restar-le dos pasos al método de preparación de las heces para su 
posterior- titulación ahorran tiempo y no alteran los resultados obtenidos. (37 ) 

Una vez compr-obado que esas tres muestras de heces eran negativas, se 
agregó un volumen igual de virus vivo vacuna! 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 continuó siendo negativa. Este resultado se atribuyó a la 
pr-esencla de sustancias en estas heces que fueron capaces de inactivar o inhibir el 
virus. Este hallazgos se consider-a muy importante ya que en la pr-áctica cotidiana 
se puede tener un animal sospechoso de parvovi.-us y al titularse por esta prueba 
resultar negativo aunque en realidad tenga el vir-us en heces per-o no pueda titularse 
por la pr-esencia de factores que lo estén inactivando como por ejemplo los 
coproanticuerpos (30), al mismo tiempo, esto refue.-za lo que se menciono respecto 
a r-ealizar una prueba de hemaglutinación como única prueba diagnóstica en un 
animal sospechoso. 



Los coproanticucrpos lgG, lgr .. 1 e lgA son secretados activ.LJmente dentro del 
intestino en animales con gastroententis por parvovirus (30). En un experimento 
realizado se detectaron los niveles de anticuerpos lgG, lgA, e lgM en heces 
(coproanticuerpos) de animales con gastrocn!er1tis por p:-ir.·ov1rus. ?os anticuerpos 
lgA e lgM fueron los mas abundantes en las heces y estos mismos animales 
tuvieron un bajo titulo de hemaglut1nac1ón en heces. A mayor cantidad de 
coproanticuerpos Jos titulas de hemaglutinación en heces fueron menores (30) 

Como antigeno para la prueba de ELISA se $elecc1onaron tres heces 
problemas que fueron negativas por la prueba de hemaglut1nación 

Una vez: seleccionada una n1uestra de heces que fuera negativa por la 
prueba de hemaglutinación y que al agregar vrrus fuer:i positiva. la muestra se 
probó pero ahora por la prueba de ELISA como se muestra en !a gráfica 3 la 
prueba de ELISA es capaz. de detectar entre 64 y 8 UHA de v!rus en 100 ul 

La prueba de ELISA es a/tarnente sensible y con una alta especificidad. 
Entendemos por sensibilidad la capacidad de un sistema de medida para detectar 
pequeñas cantidades de sustancias. y especificidad Ja capacidad del sistema para 
medrr sólo la sustancia de interés (33). Ref1riendonos al diagnostico la sensibilidad 
se refiere a la frecuencia de pruebas positivas en anrmales enfermos. y la 
especificidad a la frecuencia de pruebas negativas en animales sanos 

Se han desarrollado diferentes expenmentos comparando la sens1b11idad de 
la prueb.:l de ELISA con otras pruebas como la prueba de Aglutinación en Liitex y la 
prueba de hemaglutinación en heces En estos experimentos (38 ) se obtuvo que fa 
prueba de ELISA fue la más sensible. detectando 67 ~100 c,'é:) muestras positivas. 

La prueba de hemaglutinación detectó 64 (96 '%) muestras positivas. y la 
prueba de aglutinación en Látex detecto G 1 (91 %) muestras positivas (39). En otro 
estudio se comparó la prueba de ELISA, con las pruebas de Hibridación del DNA, 
Microscopía Electrónica y hemaglu1inac1ón para la detección del parvovirus. Se 
obtuvo una excelente correlación entre los valores de ELISA y títulos de 
hemaglutinación en muestras de heces. Aproximadamente el 95 e/., de las muestras 
positivas a ELISA fueron positivas por hemaglutinación. Ja correlación de la prueba 
de ELISA con hibridación del ADN y el Microscopio Elcctrornco fue rncnor. En 
conclusión se enconlró que !a prueba de ELISA es mas cor.fiable que las otrns 
pruebas (36). 



Es importante mencionar que es dificil pensnr que pruebas tnn sensibles y 
específicas como la Microscopía Electrónica y la hibridación del ADN hayan sido 
menos sensibles que la prueba de EUSA en dicho experimento. ya que la prueba 
de hibridación se basa en el ADN de la particu/a viral y la Microscopia 
Electrónica identifica a Ja pnrticula viral como tal Debido a la tecnologia tan 
avanzada que estas tócnicas mane1an. dichas pruebas son altamente sensibles y 
exactas. Sin embargo es posible atribuir esos resultados a que tares metodos. 
aunque indiscutiblemente dese.'.'.lb/es puesto que promueven una respuesta en 
alrededor de una hora. sólo pueden aplicilrse a muestras que contienen 
relativamente grandes cnntidadcs de viriones. o de células infectadas por virus. 
Además, las técnicas de Microscopia C::lectrónica e H1br1dación del DNA requieren 
de equipo muy costoso. cuidadosos est.:lndares de control y personal altamente 
especializado (33.34,35) y cuando alguno de estos requerimrentos no es cubierto 
satisfactoriamente se pueden dar casos como el anteriormente mencionado. 
Aunque est.'.'.ls técnicas tengan estas desventajas su utilización arroja resultados 
c1c~tificamente grat1f1cantes (36). 

Los resultados que se muestran en la gráfica S demuestran que el calendario 
empleado en ese canino para la obtención de anticuerpos contra parvovirus canino 
fue Ütil ya que se lograron obtener titules por arriba de 1024 UIHA. 

Despues se realizó la precipitación de es:e suero para obtener la tracción de 
inmunoglobuhnas por la ti!cnica de prec1p1taci6n con sulfato de amcnio y 
posteriormente se tituló esta fracción por la técnica de inhibición de la 
hemaglutinación. 

Los resultados obtenidos al titular el prec1p1tado obtenido con el sulfato de 
amonio fueron negativos a Ja presencia de antJcuerpos Al titular los tres 
sobrenadantes obtenidos duran!1.1- este proceso fueron positivos a la presencia de 
anticuerpos • lo cual demuestra que la tt?cnica de sulfato de amonio para precipitar 
inmunoglobulinas fue útil en sueros de conejo a un 33c/::i de satur.::1c16n. no así en 
sueros de canino ya que las inmunoglobulinas se perdieron y no se concentraron 
como en el caso del suero de conejo en el que sí se logró concentrar las 
inmunoglobulinas; para tratar de recuperar las inrnunoglubul1nas se aumentó la 
concentración de sulfato de amonio llev.3ndose a un 60 º/o de saturación lograndose 
obtener un precipitado. pero al titularlo por medio de la prueba de inhibición de la 
hemag/utinación los resultados fueron negativos 

Esto sigrnficó que no hay 1nn1unoglobulinas presentes. Con este porcentaje 
de saturaci6n se logra obtener un precipitado pero de otras proteínas. 

ESH. 
S~ll\l OE. 



En las muestras de sangre obtenidas con un intervalo de ocho días entre 
cada toma en el canino del antirriibico, al determinarles ta actividad especifica, 
cuyos resultados se observan en la tabla 4. so corroboró nuevamente que no fue 
posible realizar la concentración de las inmunog\obulinas con ta técnica de 
precipitación con sulfato de amonio a 60 °/o de saturación. 

La tabla 5 muestra los resultados que fueron obtenidos después de realizar el 
tratamiento con rivanol. Esta prueba se basa en la precipitación de la albUmina y las 
macroglobulinas por la acción del lactato de 2 etoxi-6-9-diamino acridina 
(rivanol)(9, 19). Se muestran los titules de los sueros sin ser tratados con rivanol y 
después los titules obtenidos tras el tratamiento con este. Considerando la utilidad 
del rivanol como una inhibición de la reacción de las inmunoglobulinas tipo M, en 
general todos los sueros presentaron muy poca cantidad de inmunoglobulinas del 
tipo G. El suero numero 3 perteneció a un canino positivo a parvovirus pero esté no 
tuvo titulo tras ser tratado con rivanol. lo que significa que su suero no contenía 
inmmuoglobulinas tipo G. En et caso del canino del antirrábico la gráfica 6 muestra 
claramente que las inmunoglobulinas del tipo M siempre se mantuvieron muy por 
encima de tas inmunoglobulinas del tipo G. 

Las inmunoglobulinas tipo M son inducidas solo durante una infección 
primaria (13) El suero numero 4, que fue el suero del canino hiperinmunizado. solo 
un 25 º/o de las inmunoglobulinas presentes en el suero fueron del tipo G el 75 °/o 
restante pertenecieron a inmunoglobulinas del tipo M. 

Al realizar un experimento buscando la dilución óptima de inmunoglubulinas 
de captura y ta concentración óptima 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 atribuyó a una 
reacción dada por una unión inespecifica de las inmunoglobulinas de identificación 
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 identificación. las lecturas 
estuvieron en cero pero en los pozos donde se agrega él anticuerpo de 
identificación 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 fenómeno y solo al realizar el experimento en placas de alta afinidad 
se logró reducir levemente la reacción inespecifica, pero no en su totalidad. Esto 
significa que sigue persistiendo una unión inespccifica a los soportes por las 
gamaglobulinas del canino. 

JO 



Los resultados obtenidos en la prueba de ELISA indirecta en los sueros 1 y 
2. de canino y su fracción de inmunoglobulinas, se muestran en la gráfica S. Como 
se observa, en general todas las lecturas estuvieron por OJbajo de 0.3 a excepción 
de un punto en el caso del suero 1 que estuvo por arriba de 0.5 cuando se agregó 
directo. En otro estudio realizado al respecto (12) se reportan densidades ópticas de 
0.2 a 0.3 parOJ un suero positivo y una lectura de O 02 a O 03 para el caso de un 
suero negativo. 

En la prueba de ELISA directa que se des<'.lrrolló con las 1nmunoglobulinas 
obtenidas de la precipitación con sulfato de amonio a partir del suero de canino no 
so aprecio el desarrollo de color Se evaluaron cada uno Ce los elementos 
utilizados para poder saber la causa de la falla. Para evaluar nuestro 
an!lcuerpo de identificación primeramente se 1nactivó y adsorvic con eritrocitos de 
Ct:rdo el suero, posteriormente se realizó un tratamiento con rivanol. El suero 
tra!ndo con rivanol y sin trntamiento se titulo por la tecnica de 1nh1bición de la 
hemaglutinación obteniéndose que el 25 º/o de lns inmunoglobu!ir.as presentes en 
el suero de canino pertenecen a inmunoglobulinas del tipo G. el resto 
correspondieron a otro tipo de inmunoglobulinas. el conjugado ut1!lzado en este 
experimento solo reconoce inmunoglobulinas del tipo G. 

El virus se tituló por la técnica de hcmaglutinación y pcsteriormente se 
agregó suero hiperinmune de conejo. volviendo a titular. en esta ocasión el 
resultado fuo negativo lo que indicó la especificidad y utilidad del antígeno y el 
anticuerpo; el conjugado Anti canino peroxidado se combinó con el cromógeno y se 
incubó en oscuridad, el conjugado desarrolló color lo cual indico .:=:...e el conjugado y 
el cromógeno trabajaron bien. 

La causa principal de que esta placa no desarrollara col:::r se atribuyó a la 
poca cantidad de inmunoglubulinas del tipo G presentes en el suero. Esto también 
demostró que el esquema de inmunización empleado en el canino logra desarrollar 
pocos anticuerpos del tipo G aún utilizando vacunas a virus activo 

Uno de los principales problemas que se presentó duran•.e el desarrollo de 
este experimento fue el ruido de fondo ·background·, el suero de canino se unió 
inespecificamente a la placa de ELISA sin importar lo que se encontrara en el pozo. 
Las fuerzas que unen el antígeno con un anticuerpo son interacciones no 
covalentes. En las reacciones químicas clásicas, las moléculas se estructuran al 
establecer uniones firmes, covalentes y no reversibles. 
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Por el contrario. ta formación de uniones no covalentes proporcionan una 
manera rápida y reversible de formar complejos y permite la reutilización de las 
moléculas de una manera que no seria posible con las uniones covalentes. Estas 
uniones no covalentes suelen formarse con distancias intermoleculares 
relativamente pequeñas, y como consecuencia sólo se establecen cuando dos 
moléculas se aproximan mucho. 

Una de tas fuerzas más evidentes que unen al antígeno con el anticuerpo es 
la interacción electrostática (ionica). Sin embargo, la importancia de las uniones 
electrost.;:iticas no esta completamente aclarada, ya que la mayor parte de las 
interacciones biológicas se produce en soluciones con concentraciones salinas 
relativamente altas que pueden neutraliz.ar dichas cargas (12.36.37). 

Las fuerzas m3s importantes no covalcntes que contribuyen a la interacción 
antígeno anticuerpo son las uniones hidrófobas. El tercer grupo de fuerzas no 
covalentes que contribuye a la unión antígeno anticuerpo son tos puentes de 
hidrógeno. Estos se forman cuando un ion hidrógeno unido a un átomo 
electronegativo interactúa con un segundo atomo que también tenga esta Ultima 
característica, y de esta manera los une a los dos. 

Todas las interacciones explicadas anteriormente requieren que el antígeno y 
el anticuerpo se acerquen mucho el uno al otro antes que pueda producirse una 
unión muy estrecha (34,37). 

Para tratar de eliminar el problema de adherencia inespecífica por parte del 
anticuerpo de identificación 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 inespeclficidad por parte del suero 
de canino no fue dado por la existencia de una reacción del suero de canino hacia 
las gamaglobulinas de conejo. La modificación del 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 al trabajar el suero a altas diluciones (1:100), o 
el inactivar la peroxidasa endogena. 

Ni la modificaci6n de la temperatura ni el cambio del diluyente de trabajo 
fueron copaces de evitar este problema. Lo anterior nos lleva a pensar que la unión 
entre el antígeno y el anticuerpo es realiz.ada por otras fuerzas que no lograron ser 
modificadas por ninguno de tos experimento& anteriormente mencionados 
probablemente uniones mas fuertes que atracciones electrostáticas o ionicas. 

Existe la posibilidad de que se estCn formando complejos insolubles y 
altamente adherentes a la placa bajo las condiciones de la prueba. 



CONCLUSIONES 

Los dos esquemas do inmunización desarrollados en Jos conejos son útiles 
para obtener inmunoglobulinas ya que se pueden obtener títulos altos. 

El uso de los adyuvantes tambii!n favorecen el desarrollo de la respuesta 
inmune . Do la misma forma Ja técnica de precipitación con sutfato de amonio es 
muy útil en el c¡iso do sueros de conejo en los que si se logra concentrar las 
inmunoglobulinas. 

Ninguna de las proteínas empleadas como bloqueadores es capas de evitar 
la unión inespecífica del suero de ident1ficac1ón al soporte. 

El valor diagnóstico de la prueba de hemaglutinación en heces para detectar 
parvovirus está sujeto a que se lleve a cabo la prueba confirmatoria de ésta que es 
Ja inh.~ición de la hemaglutinación con un suero hiper1nmune con titulo conocido ya 
que de J:.:- contrario la realización ünicarnente de la prueba de hemaglutinación no se 
considera definitiva para emitir un diagnóstico positivo o negativo. 

La in.activación do las heces para titularse por fa prueba de hemaglutinación 
no se ve afectada si las muestras no se inactivan. 

El esquema de inmunización empleado en el canino del antirrábico solo 
induce el desarrollo de anricuerpos del tipo M. 

La tecnica de precipitación con sulfato de amonio no se puede emplear para 
precipitar suero de canino al 33 S1i de saturación por que no logra precipitar las 
inmunoglobulinas. 

No se logró inhibir la unión inespecifica del anticuerpo de identificación del 
canino al soporte de la placa por ninguno de los procedimientos mencionados_ 
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APt=:Nl>ICE DE SOLUCIONl-:S 

Solución de Alsever"s 

Dextrosa 
Citrato de sodio 
Cloruro de sodio 
Agua destilada 

(22) 

Solución Bloqueadora (16) 

Grenetina 
Sol. reguladora de carbonatos . 1 M 
Agua destilada 

20.5 g 
B.O g 
4.2 g 

1000.0 mi 

0.25 mg 
mi 

100.0 mi 

La solución bloqueadora se prepara por separado. Primero se preparan 100 mi de 
grenetina al 0.25 °/o y se agregan 100 ul a cada pozo, posteriormente se agregan 
100 ul de solución reguladora de carbonatos al 0.1 M pH 9.6 

Cromogeno (18) 

OPO 
A9ua oxigenada 
Sol reguladora de carbonatos .1 M 

Solución de Lavado PBS-Tween 20 (8) 

PBS 10xconcentrado 
T\/Yeen 20 
Agua destilada 
Ajustar pH 7.3 
Aforar con agua destilada hasta 

Solución Reguladora de Citratos pH 5.0 (27) 

Ácido cítrico 0.1M 
Fosfato dibasico de sodio 0.2 M 
Agua destilada 

4.0 mg 
4.0 uf 

10.0 mi 

100.0 mi 
0.5 mi 

800.0 mi 

1000.0 mi. 

24.3 mi 
25.7 mi 
so.o mi 



Solución de Paro CÁcido Ortho fosfórico> 1 M (34) 

Ácido Ortho fosforico 
Agua Destilada 

Solución de Paro <Ácido Sulfúrico) 1 N (20) 

Ácido Sulfúrico 
Agua Destilada 

Solución Saturada de Sulfato de Amonio (14) 

Sulfato de Amonio 
Agua Destilada 

0.337 mi 
s.o mi 

0.26 mi 
O.SO mi 

520.0 g 
1000.0 mi 

Al sulfato de amonio se le agregan 600 mi de agua destilada, se calienta hasta 
disolución del sulfato y se filtra en papel del No. 6 Frío se afora a 900 mi .• se 
ajusta el pH a 7 con NaOH concentrado y se afora hasta 1000 mi. Se guarda en 
refrigeración. 

Solución PBS-Salino pH 7.0 (5) 

Cloruro de Sodio 
Cloruro de Potasio 
Fosfato ácido de Sodio 
Fosfato ácido de Potasio 
Agua Destilada 

Esterilizar a 15 Lb 15 minutos a 121° 

Solución de PBS-Gelatina (40) 

PBS diluido 1: 1 O pH 6.8 
Cloruro de Sodio 
Grenetina 
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80.0 g 
2.0g 
14.4 g 
2.4 g 

1000.0 mi 

100.0 mi 
0.85 g 
0.25 g 
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