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HIPOTESIS

S POSIBLE DESARROLLAR UNA PRUEBA DE ELISA INDIRECTA PARA LA
DETECION DE ANTICUERPOS DE LA CLASE IgG EN SUERO DF BOVINOS.

OBJETIVOS

1. Estandarizacion de Ia prucha de ELISA indirecta para cl diagnéstico de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (1BR.)

2.- Evaluacion de los anticuerpos contra IBR en 50 sucros de bovinos procedentes de
varios hatos mediante b téenica de ELISA indirecta,

3. Correlacionar los titulos obtenidos mediante la prucha de ELISA con Ia prucha de

virusncutralizacion



RESUMEN

L.a Rinotraqueitis Intecciosa Bovina es una enfermedad viral causada por un herpes
virus tipo 1 que puede causar serias pérdidas ccondmicas y que esti asociada a lesiones
genitales, abortos v cuadros respiratorios entre otros. Debido a sus largos periodos de
Litencia es dificil su deteecion antes de que se transmita entre varios miembros del hato. El
control de esta enlermedad. solo puede consistir en atacar directamente las complicaciones
presentadas en el curso y para prevenirla solo existe la vacunacion. Iin el presente trabajo se
ctabord una wenica ripida y de Licil realizacion para un diagndstico oportuno.,

A partir de cultivos de células de rindn de cerdo (SKL) se replico ¢l herpes virus
bovino tipo 1 (BHV-1) hasta obtener un abasto viral y celular adecuado para Ia
estandarizacion de una prueba de ELISA indirecta empleada para la evaluacion de
anticuerpos ¢n sueros de bovino, Al mismo ticmpo se optimizo la dilucion de todas las
partes integrantes de la prucba como son: antigeno sensibilizante. dilucion dptima de suero,
de conjugado antibovine. asi como el desarrollador de color y Ta solucién de paro. También
se estandarizaron los tiempos de incubacion para cada fase de la prucba v el método de
lavado de las placas de poliestireno, donde se desarrollo la prueba.

Por otro lado se recolectaron 200 sucros  de animales incluyendo los que
presentaron signos de TBR v de hatos sin signos. Fueron ensayuados mediante  Ia prueba
de virusneutralizacion en ¢l Centro Nacional de Diagnostico en Salud Animul (CENASA)
para su camparacion con la prucba de ELISA.

Se implementaron tres tratamientos que se aplicaron al antigeno scensibilizante para
aumentar la especiticidad y sensibilidad de la prucba .

Se observo que el titulo viral obtenido fue mayor al reportado en trabajos anteriores.
también se obtuvo una buena sensibilidad y especificidad  mostrando una prueba rapida .
conliable ¥ con minima inversion para el diagndstico de anticuerpos contra ¢l virus de IBR.
Con todo ¥y esto no se descearto la posibilidad de mejorar la especilicidad  de la prueba
dando cl tratamicento adecuado al antigeno sensibilizante.,




INTRODUCCION,

La Rinotgueitis Infecciosn Boving comanmente conocida por sus'siglas en inglés
“infectious bovine rhinotracheitis = (IBR) o nariz roja ( 15, 22 ) es una enfermedad
respiratoria caracterizada por inllamacion, edema, hemorragia 'y necrosis de las membranas
mucosas del tracto respiratorio . asi como lesiones pustulosas en los drganos genitales del
macho y hembra provocadas por el herpes virus bovino tipo 1(3.10) sicndo reconocido por
primera vez cn Colorado a tinales de 1940 y aislado en (.slndns Unidos en'1956 por vez
primera (6 )

1.Etiologia.

131 virus de 13R es un virus de la familia Herpesviridae que pertencee a la sublamilia
Alphaherpesvirinae. Hamado herpes virus bovino tipe 1 (BHV-1) (11.19). Los virus
maduros ohservados al microscopio clectrénico miden de 130 a 180 nandmetros (nm):
alpunos presentan una membrana doble (12).

Se wata de un virus con dcido desoxirribunucleico (DNA) lineal en doble tira ( 19).
¢l eudl poseé simetrin icosabhédrica: una envoltura reviste ¢l material gendmico v una
segundi envohtura sobre Ssta, 1 el curso del cicto de réplica salen viriones con capacidad
infectante de las células hospederas (19). Tiene una densidad de 1.22 g/ml en L_mdunlc de
tartrato de potasio. Bl DNA tiene un contenido de guanina + citosina de 72 %, El virion
contiene 18 proteinas estructurales con pesos moleculares que varian de 250.000 a 290.000
y 8 de cllas son glucosilidas ( 6 ) . Permanece activo durante 10 dias a 37° C pero se
inactiva a 21 minutos a 36" C ( 4, 10 ) s¢ desnaturaliza por cbullicion con 2 mercaptoetanol
alos 3 minutos ( 9. 21 ).

No existen variantes antigénicas pero si existen cepas con diferentes grados de
virulencia, A través de las pruchas scrologicas se ha encontrado relacion antigénica entre el
virus de IBR v ¢l virus de Rinoneumonitis cquina (9, 10).

2. Epidemiologia

El virus ¢s capaz de producir enfermedad con una gran variedad de manifestaciones

clinicos como : aleeciones del aparato respiratorio. conjuntivitis . enceialitis, vaginitis.
abortos ¥ balunopostitis ( 10 ) asi como nccrosis del cuerpo lateo ( 15 ) . Las
manifestaciones de estas formas clinicas van a depender de diversos factores como son la
cepa involucrada. dusis, edad y estado inmune de los animales entre otras ( 3.4, 10).
Son susceptibles los bovinos de todas las edades, pero afecta mds a zminmlcs mayores de 6
meses de edad. guizi por hallarse mis expuestos  a la t.nlcrmu.lud aunque rara vez se
informa dq.l |n|LI«.umn.nln. pueden afectar cerdos, algunas cqpv.cu.s de venados. cabras,
antitopes ( 1. 5) .y ¢l i de Africa. lo cual sugicre que dicha fauna puulc actuar como
reservorio pm‘u ¢l virus (1
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Ln el colegio de medicina veterinaria de la Universidad de-Kansas se realizo un
estudio probando i reaccion cruzada entre 5 diferentes tipos de herpes virus @ Alfa Herpes
Virus hovino tipo |y 20 1erpes Virus de ciervo 2, Herpes Virus 2 de reno, Herpes Virus
v 2 de caprino L conlirmando reportes previos que indicaban la relacion serologica que
existe enbie bovino, caprino v ciervo asi como entre ciervo, caprino v reno ( 9. 5 ) . Esta
enfermedad hae sidoidentiticada en Estudos Unidos, Canadit v en algunos paises de
Sudiumdérica asi como on Nueva Zelandia, ¢l Reino Unido. Sudilrica. Zimbawe. Japon v
LEuropa ¢ 9. 10, :

Elvirus de IBR invade al organismo de los bovinos a través del tracto respiratoria 6
aenital ¢ 9. 12) Lu torma respiratoria se transmite mediante la exposicion a los acrosoles.
exudado nasal v posiblemente descargas vaginales  (14). La forma genital es de origen
vendreo (15 ) L Se ha postulado que una vez que ha pasado fa infeccion primaria en una
poblacion susceptible a IBR se establece el estado de portador latente ¥ entonees el euadro
clinivo ocmre solo bajo circunstancias predisponentes. sitbacion que ha dificuludo
arindemente los estudios epidemiologicos ( 15 ).

1F vivus puede persistir en animales recuperados v ser chminado intermitentemente
hasta por 17 meses despudés de L infeecion pudiendo permanceer fatente indefinidamente
después de L inleccion nutural ¢ 100 11 ) Puede reerudecer su virulencia cuando se usan
grandes dosis de corticosteraides que simulan el efecto del estrds (( 10).

Adganos animales que son portadores sunos. periadicinmente sulren exacerbacion
de Lo enfermuedad con exerecion del virus ( 12). La placenta puede albergar al virus en
estado latente durante incluso 90 dias sin transmitirlo al feto. Lu introduceion de animales
nuevos a un hato precede con Irecuencia a un brote. Sin embargo. pucden originarse
simultineamente en varias granjas lecheras en un drca v diseminarse. desde ¢sta hacia las
dreas vecinas ( 1011

3. Signos Clinicos

En los hatos alectados la enlermedad ocurre en forma de brote los 10 v 20 dias
despuds de la inroduccion del ganado susceptible, con cuadros repentinos de fiebre.
anorexia, seerecion nasal serosa. hiperecitabilidad, dificultad respiratoria y postracion final.
Los casos tatales se deben a bronconcumonias secundarias, Puede producirse muerte sabita
24 horas despuds de la aparicion de los primeros sighos como consccuencia de la
brongueolitis obstructiva extensa (4,10,

La  lorma  nerviosa  se caracleriza por  los  hallazgos  postmortem de
meningoeneetitlits purulenta, ganglionitis trigémina y encetfalitis con presencia de células
inflamatorias v neuroghiales @ principalmente se presenta en animales jovenes en los que
hay ataxia . depresion . convulsiones v rechinido de dientes. espasmos, opistotonos. El
curso es rpido v generalmente fatal ( 22 ). En becerros recidn nacidos fa forma sistémica
de a enlermedad os por 1o regulare grave y mortal comenzandiy bruscamente con anorexia .
fichre hasta de 42 €. hiperemia intensa de mucosa nasal ¥ muchos acimulos de focos
grisdceos de necrosis en la mucosa nasal (9.10). )




Originalmente se reconocia I vulvovaginitis pustulosa bajo ¢l nombre de exantema
vesicular coital aungue muchas veces no se forman vesiculas y no se relacionaba
dircctiumente con el problema de inflamacion por Herpes viras tipo | . En este caso algunos
de los signos son: clevacion de la cola, miceiones frecuentes, adherencias de pelo vulvar
con exudado sancuinolento ¢ inlTamacian edematosa de la }'ul\:u ( 22 ). T aborto es seeucela
COMON ¥ aparece Hiks senimas le‘\'pllt:\' de iniciadas las manilestaciones clinicas o la
vacunacion de vacas prenadas oo inmunes. Después del aborto no es rara la retencién
placentaria. pero careee deimportancia o esterilidad residual. Sin embargo despuds de la
inseminacion con semen infectado puede producirse endometritis. dificultad para la
concepeion v cictos cerdos (U0 10 ) .

4. Prevencian v contral.

i tnica forma de preveniv esta enfermedad es por medio de la vacunacion o
mediante Lo adquisicion de inmunidad despuds de Ta exposicion natural. Por lo que han sido
claboradas una grin cantidad de vacunas a base de virus vivo que. por cierto al ser
aplicadas en el ganado gestante pueden provaocar aborto ( 20).

Existe otro tipo de vacunas denominadas TSV-2 contra 1BR- Pi3 a la que apoyan
rios trubajos de investigacion por ser un producto eficaz ¢ inocuo o Lste es de aplicacion
intranasal 3 proporciona rapida proteceion ¢ incrementa los niveles de inmunidad humoral
v cehular L no provoea abortos debido a gque ¢! virus no puede intectar al teto por no tener la
capacidad de replicarse a temperaturas iguales a la del interior del cuerpo. no provoca
reacciones postvacunales adversas ni seerecion viral. pero el producto es de importacion
para México ( 200,

La climinacion de TBR de un hato, drea geogrifica ¢ . un pais es motivo de
polémica ¥ no se ha logrado evaluar la relacion costo beneficio ni fa factibilidad global de
estos progrinmas . Aparte de i latenceia del virus en animales portadores v de los peservorios
existe ademas el problema de supervivencia del germen en el medio( 15) .

A pesar de estos inconvenientes se considera que la erradicacion de fa rinotraqueitis
de un hato se puede lograr por la eliminacion de animales qc.rnl(u_icumcnlc positivos y por
Lo vacunacion utilizando  vacunas inactivas (15 ). Para: cl tratamiento. aunque |a
administracion de antibicticos no tiene efecto alguno en ¢l’ virus. evita las perdidas
provocadas por invasores bacterianos secundarios . debe identificarse  al ganado enfermo
tambicén aislarse v observarse con [recuencia para dar tratamiento signologico aunque lo
mas recomendable sea ol sacrificio del animal (1, 9. 15) .

5. Dingnostico

Fl dingnostico  pucde realizarse a la necropsia por las lesiones macroscopicas que
quedan restringidas al hocico. cavidades nasales. faringe , laringe y triquea para terminar
en los grandes bronguios. puede comprobarse enfisema pulmonar y  bronconcumonia

secundaria pero en la mayoria de los casos los pulmones son normales (5. 20 )
Histologicaumente se advierte inflamacion catarral aguda de fa mucosa (1),
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Los fctos abortados muestran hepatitis necrdtica focal. hemorragias en rifion y
autalisis ( 905 ). Lo eneelulitis se carncteriza por lesiones tipicas que se asientan en corteza
cerebral v capsula interna (1), Se debe dilerenciar con la pasteurelosis ncumodnica, donde
hay toxemia v buena respuesta al tratamiento. la dilteria de los terneros puede semejarse.
pero fas lesiones orales y la laringe ademis de la toxemia son tipicas ( 3)

La o rinitis aldrgica guarda alguna semcjanza con 1BI2 pero se manitiesta con
estornudos v sibifancias con disnea. Ta temperatura suele permanccer normal v la secrecion
nasul ¢s caracteristicamente espesa.. Normalmente resulta sencillo hacer ¢l diagnostico
clinico de fa forni conjuntival ¢ genital de 1BR ( 1.5).

Pucde ser dificil un diagnostico clinico de las formas respiratorias, inductora de
aborto y encelalitica. sin embargo es factible un diagnastico para confirmacion por el
cpleo de varias téenicas de Jaboratorio por cjemplo: Prucbas de aislamiento viral, de
anticuerpos [luorescentes v de neutralizacion del virus (6).

El aistamicnto del virus a partir de tejidos puede proporcionar la confirmacion del
dingnostico clinico . sin embuargo los procedimientos de laboratorio pueden ser muy
entretenidos, costosos v generalmente tardios para ser de algan valor en ¢l control del brote
(5,100

Debido o gque las enfermedades causadas por el virus conducen a la tormacion de
nmunidad celular inmediata los animales infectados pueden ser detectados también por
una prucha intradérmica. Se puede apreciar Ta edematizacion de la picl en dos o tres dias y
hay una clara diferencia entre los aninrles seropositivos y seroncgativos. sin embargo en
experimentos realizados en bovinos con historia conocida,  la prucba no solo detecta
portadores  del svirus sine tambicn bovinos  inoculados  subcutineamente con  vacuna
inactivada o atenuada y en animales positivos tratados previamente con glucocorticoides
no se observa reaccion (14 ).

Como se menciond anteriormente, existen también las prucbas scrologicas tales
como: la inmunolluorescencia indirecta con antiglobulina marcada con Huoresceina que ha
resultados ser dos veees mas sensible a las téenicas directas para IBR . Pero ésta téenica ha
sido mas empleada para la investigacion que en diagnostico rutinario ( 14 ) . La
inmunodifusion por ser mas complicada se ha empleado casi Gnicamente de manera
experimental aunque también se ha sugerido como opeion diagndstico.( 14)

La técnica de fijacion de complemento se utiliza pura demostrar la clevacion de
titulo de anticuerpos ( 12 ). En experimentos realizados ‘en Rusia se encontrd que de ésta
prucba preparada con antigeno intracelular fue mas especifica v sensible que la de
scroncutralizacion y ditusion en gel @ sin embargo recientemente se ha demostrado que no
todos los antigenos de este virus rcspnmkn de manera uniforme a esta prucha ( 22).

La téenicu de seroneutralizacion es a que comanmente se utiliza como dlagléslico
v Ll mas disponible para IBR. Tieone la desventaja de que requiere de grandes inversiones en
instalaciones de laboratorio s l.L|LIl|10 fLos titulos de virusneutralizacion bajos ( 1:2a 1:10)
pucden corresponder a vacunaciones recientes, pero también titulos de 1:32 . 1 : 64 pueden
obedecer a la presencia del virus latente ¥ coincidicr con algunos casos leves como
infertilidad y neerosis del cuerpo o, La prucba de seroneutralizacion no ¢s muy exacta
para diagnosticos individuales pero es excelente para determinar si un hato esta infectado
(6. 10 . 14 ) . Sin embargo presenta la desventaja de que los sucros para b realizacion de
esta pracba deben enviarse lo mas rapido posible al laboratorio . en refrigeracion, libre de -
contaminacion y hemolisis (12).
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Casi todos los reportes coinciden en que la prucba de ELISA es mas sensible que la de
neutralizacion del virus v oes frecuente que se detecten casos positivos por ELISA que
fueron negativos o sucroncutralizacion . La prucba de ELISA cs mis cficaz que la de
anticuerpos fTuoreseentes ¢ 14) Bl nombie de ELISA se emplea actualmente para todas las
téenicas gue utitizan enzimas marcadas (19 ). Ademis de ser prictica ¥ rdpida esta prucba
puctde wtitizarse parala deteecion de antigeno ( ELISA DIRECTA) . o anticuerpos (ELISA
ENDIRFIC TA) esta pracha es una determinacion inmunoenzimatica en ella la intensidad del
color se relaciona divectamente con la cantidad de antigeno captado o anticuerpo (6.

Debido o su simplicidad las pruebas de ELISA  de tipo indirecto han sido muy
utilizadas para establecer ¢l diagndstico inmunologico de muchas infecciones bacterianas.
virales v parasitarias,

En fa prucha de ELISA INDIRECTA para anticuerpos. se llenan pozos de
poliestireno, con solucion de antigenos, los antigenos proteinicos se unen con firmeza al
poliestirenao, asi que despuds se extrae el antigeno no unido lavando endrgicamente y los
pozos de fas placas permanceen cubiertos con al antigeno. Bsas placas asi cubiertuas pueden
cuardarse hasta ol momento en que se neeesiten. Bl suero que se va o probar se coloes
dentro de 1os hoyuelos de manera que los anticuerpos especificos del sucro pueden unirse al
untigeno colocado en las paredes. despuds dela incubacion y de un lavado la presencia de
los inticuerpos se puede detectar agregando una antiglobulina quimicamente unida a una
enzini . este complejo se une o los anticuerpos ¥ despuds de la incubacion v el lavado se
detectn v oseomide con solo agregar el sustrato para la correspondiente enzima . La
intensidad del color serd proporcional @t la enzima que se haya captado v se lee mediante la
espectrofotometria (8) . )

Los mctodos de ELISA permiten dosificar con una bucena sensibilidad componentes
deinterés bioldgico . Lsus 1éenicas se basan en dos tipos de procedimientos @ 1) Se necesita
it lase solida par inmovitizar al antigeno o al anticuerpo asociado a la enzima v permitic
asi la evaluacion del complejo antigeno-anticuerpo- enzima: son las dositicaciones de la
fase heterogénea. 2) tn procedimiento en el que no se necesita separacion porque las
dosificaciones del complejo se efectian directamente en la mezela de reaccion y cs
modificada su actividad segin la extension de la reaccion antigeno-anticuerpo: son las
dosificaciones en fase homogénea ( 19 ). ’
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MATERIAL Y METODO

1.Obtenciaon del abasto viral,

I hierpes virus bovino tipe 1 utilizado para la estandarizacion de la prucba. se
obtuvo a partiv de cultivos celulares de la linea de rifion de cerdo (SKL) en ¢l pase 116
donadas por el Centro Nacional de Diagnostico en Salud Animal (CENASA). Estas
células se conservaron mediante subcultivos seriados con una conflueicia: del 90 %
utilizando  medio minimo esencial con suero fetal bovino al 3% (ver apéndice). hasta
obtener 300 ml de cultivo celular inal, los cuales se encontraban almacenados en
hotellas para cultivo de 25 em 3.

L.as botellas fueron inoculadas cada una con | m! de Herpes virus bovino tipo |
con un titulo de 10 4 wipl/ul vy sin utilizar medio de cultivo se mezelaban cada 135
minutos  durante | hora. Al pasar la hora se les adiciond medio de mantenimiento que
contenia sucro fetal bovino al 3 %y sc reincubaban @ 3 7 € con aundstera de CO2 .
Pasando 24 horas se presentitba ¢l clecto citopdtico 3 entonices Jos cultivos  se
congelaron i =70 C v descongelaron en un baito Muaria a 37 C o mas ripido posible. 3
veees, Posteriormente se centrifugd el contenido a 3000 rpm durante |5 minutos v el
sobrenadante se almaceno en viales estériles de 25 mil cada uno con tapa ¥ retapa en un
ultracongelador (REVCO).

2.8ucerus positivos y negativos,

Se usaron 10 sucros de bovinos que resultaron altamente positivos o negativos a
[.B.R. probados previamente por la téenica de ELISA comercial CLLI-VET (Laboratorio
Beldico) . De estos sucros se mezclaron los 5 positivos y por otro lado los 3 negativos .
asi se obtuvicron los controles para la estandarizacion de la prucha.

3.Conjugado antibovino,

Para la estandarizacion de la prueba se utilizd un conjugado anti IgG bovino
comercial claborado por Sigma Inmunochemicals recomendando una dilucion 1:2500 en
solucion reguladora de fusfiatos para usarse en los inmunoensayos.

4. Desarrollador de color,

Se utilizd para ¢l experimento la o-fenilendiamina (OPD) diluida en solucion
reguladora de citratos pll 5.0 ¢ ver apéndice). De igual forma para detener la reaccion
se utilizd el dcido tostorico 1M,




Sdectura de By pruche,

Para leer las placas se utilizo un lector de microplacas ( Metralab 970) utilizando
un Liltro de 390 nm. Este aparato se calentaba por lo menos 1§ minutos antes de realizar
I feettrn v s walibro o 0.0 de absorbancia { Abs) con un pozo conteniendo 150 ui de
agua bidestilida,

0. Controles de In mijeroplaca
Para b estandarizacion de Ia prueba se utilizaron microplacas de media afinidad
{COSTAR) de 9o pozos. donde la hilera | se utilizd como el control de la propia

microplaca realizandose moditicaciones en las cudles se omitia alguno de los pasos de
la 1éenica de ELISA indirects como lo muestra Ia figura 1.

FIGURA I

PRUEBA DE ELISA INDIRECTA COMPLETA

SOLUCION DE PARO

DESARROLLADOR DE COLOR

B>

ANTH 1gG BOVINO __EIYF1

8

ANTICUERPO BOVINO C1yYnt

I (e | [ | o l__AN’l‘lGENO VIRAL ALY BI

pozo de poliestireno

NOTFA:
-En fa hitera de 1 se omitio el elemento correspondicnte a ese pozo,
- l : Sereficre a la solucion blogqueadora,

- Los pozos Gy L se utilizaron como testigos negativos sensibilizandotos con células
SKL sin infectar diluidas 1:10,
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7.5cleecinn de la solucion hloqueadora

Seoreadizad un eaperimento donde se o sensibilizd una microplaca con dos
diluciones diterentes de células SKI1 en solucion de carbonato-hicarbonato plt 9.0
fapéndice). cada una de las hileras tenia sy testigo negativo que se componia de
solucion de carbonato-hicarbonato, sin ninguna proteing, se apd v se incubo toda la
noche a4 C despuds se favd v se aplicaron 100 ul de las siguicntes proteinas para
reatizar ¢f blogueo, lo gque significa saturar Tos espacios que:no ocupd el antigeno @
grenting al 0.25 %, saero tetal bovino, suero de congjo. suera de cabra. leche
descremada (Sveliy). Estas proteinas se distribuyeron como lo muestra la figura 2 . Se
apo y seincubo a 37 C por dos horas, posteriormente se lavo, seed y se implemento el
proceso normal de I prueba utilizando la mezela de sucro positivo, Posteriormente sé
readizo otra placa donde se blogued con grenetina al 0.25 % y se incubo la mitad durante
P horay laotra mitad las dos horas establecidas anteriormente.

FIGURA 2.
SELECCION DE LA SOLUCION BLOQUEADORA
| 2 3 4 5 (] 7 b Y 10 il 12

To-1 10.2 101 10.2 10-1 10-2 ] 10-1 10-2 110-1 10-2 110-1 -2
I G i

IR R C C C C L - L

[ L. S S 9] Q) A A E I

I N N N N 3 3 C C

I E [ g I c |53 R R 1 H

n i 1 | ] A A [t [H

[ [ B [§) o]l O

1]

NA NA

I. POZO CON PROTEINA COMO BLOQUEADOR . .
1. SIN PROTEINAS DE BLOQUEO SOLO CON SOLUCION DE
CARBONATO-BICARBONATO R :




S8.0ptimizacion de a prucha
i Determinacion de la dilucion optima del virus

Para determinar [a dilucion optima del antigeno sensibitizante se realizé un
experimento en donde se sensibilizaron dos microplacas can 10O ul de Herpes virus
bovine tipo 1 en diluciones decimales comenzando en el pozo A2 con la dilucion 1:10
hasta el pozo A T2 como o muestra la figura 3. se tapo v se incubd a 4 C durante toda la
noche, s diluciones del virus se realizaron en solucion de carbonato-bicarbonato, una
vez lavada y blogueada se aplicaron diluciones dobles de la mezcla de sucros positivos
ll“ll_\'LHdUlU en el regulador de fosfatos (PBS) ptl 7.0 (ver apéndice) comenzando en el
pozo A2 hasta T (ver tigura 3). Este experimento se realizé por duplicado.

FIGURA 3
MICROPLACA DE 96 POZOS

} 2 3 4 5 [3 7 8 9 10 11 12

A 100 L1o-1| 10-2 103§ 10-4 | 10-5 | 10-6 } 10-7 [ 10-8 | 10-9 [10-10
1:4

B 1:8

C i:160

D 1:32

E 1:64

I 1:128

G 1:256

H 1:512

-La hilera | contenia los controles de la placa.

b) Antigeno sensibilizante.

AL virus v o las células testigo se les aplicaron tres tratamicntos quimicos

diferentes ( ver apéndice) y se prepard otra microplaca con virus v sus respectivos
testigos con una dilucion 1:100 probando 5 sucros positivos. 3 smpulmsns ¥ S
negativos diluidos 1:100 . ¢l resto de fa prucha se realizo de manera normal,

Al producta de los tratamientos 1. 2 y 3 ( ver apéndice) se les realizé

cleetroloresis en geles de policramida en condiciones reductoras,
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c.Estandarizacion del sucro y conjugado hovino,

Se osensibilizaeon 3 hileras de otra microplaca con la dilucion de virus abtenida
en el experimento anterior. con sus respectivos testigos negativos de cada pozo v los
testizon de L placacy se les aplied suero realizando diluciones dobles desde 11100 hasta
1:800 v probanda 3 diluciones diferentes de conjugado: 1:2500 comu lo recomienda el
productor, 1:3000 v 1:10000 distribuyéndolo como lo muestea fa gura 4. §ista placa se
realizo por duplicado utilizando el suero estindar positivo ¥ otra para el n1c:._:.|li\'0.

FIGURA 4
SUERO Y CONJUGADO ANTIBOVINO

i 2 3 4
A SUERO 1: 100 SUERO 1:100 SUERO L:100
CONJUGADO CONJUGADO CONJUGADO
1:2500 1:5000 1:10,000
B TESTIGO TESTIGO TESTIGO
NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
(& SUERO 1:200 SUERO 1 :200 SUERO 1:200
D TESTIGO TESTIGO TESTIGO
I SUERO 1:400 SUERO 1 :400 SUERO 1:400
3 TESTIGO TESTIGO TESTIGO
« SUERO 1 :800 SUERO 1:800 SUERO 1 :800
H TESTIGO TESTIGO TESTIGO

-Lavhilera T son los testigos de la propia placa

=S¢ realizd el mismo esquema utilizando la mezela de sucros positivo y negativo,
d.Estandarizacion de Ia coneentracion desarvolladora de color.

Se prepard otra microplaca con las condiciones de virus 3 suero ya establecidas
de acuerdo o tos resultados que se iban obteniendo ¥ se usaron dos concentraciones
diferentes de conjugado: 1:3200 v 1:4000 . Por otro lado se probaron 3 concentraciones
diferentes de OPD consistentes en @ a) 5 mg de OPD diluidos en 5 ml de butter de
citratos ¥ 10 ul de peroxido de hidrogeno.

13)5 mg de OPD, en 10 mi de citrato y 10 ul de peroxido.
C) 5 mg de OPD en 13 ml de citrato ¥ 10 ul de peroxido, incubando en oscuridad 15
minutos ¥ parando fa reaceion con deido losforico.




e Prueha de elementos estandarizados

Ui ves establecidos los parimetros se prepard otra microplaca v se aplicaron
30 sueros dilerentes @ 10 positivos, 10 negativos y 10 sospechosos clasificados asi
previamente por i pracha de VN Los sueros fucron agregados en difuciones dobles de
18 hasta 16040 por pozo, Uina vez aplicado el suero se incubo a 37 C durante una hora y
g whor e wma diducion 1:6-40.000 despues de lavar 1a placa. El resto del
ensayo se realizo de manera normal. Este experimento se hizo por duplicado.solo que en
ke segunda placa se utilizaron los sucros dituidos 1:200 y el conjugado diluido 1:2500.
el resto de kpraeba se implementd de manera rutinaria.

9.Determinacion de anticnerpos contra LB.R, mediante la téenica de ELISA
indirecta,

e los 200 sueros recolectados  de dilerentes zonas como son @ Chiapas.
Cuaatitlin y Tizayuen (Lstado de Méxica) se tomaron al azar 30 con los cuales se
implementd Ia prucha de ELISA estandarizada y - posterivrmiente estos sucros fucron
enviados al CENASA para correlacionar el resultado mediante Ta Wenica de virus
neutralizacion,

1O, Andilisis estadistico.

Los resultados  obtenidos  de o ELISA  estandarizada como de  virus
neutralizacion se conjuntaran para claborar ¢l andlisis estadistico bisico agrupando los
resultados en grupos. en {uncion de los titulos sugeridos por CENASA para la prueba de
virusneutralizacion  se determind la correlacion entre 1a prucba de ELISA estandarizada
v L prucha de virusneatralizacion . se determinaron los parimetros de sensibilidad ¥
especilicidad por medio de una tabla binaria 2 por 2" por medio de los siguientes
métodos:

Prueba de ELISA

Positive Negativo
Virus neutralizacion .
A 13
¢ D

Total de resultados; A + B +C+D



SENSIBILIDAD Resubados positivos verdaderos AN TOD = g
restltados positivos por ELISA A C
ESPECHITCIDAD - Resultados negativos verdaderos D~ 100 =0

Resubtados negativos por ELISA h+d

Tambicn se vealizd Lo pracba estadistica de andlisis de correlacion segin Daniels .




RESULTADOS
1.Obtencion del abasto viral,

Al ser intectados los cultivos eelutares con el herpesvirus se presento a las 24 horas
el cfecto citopatico consistente en la formacion de vacuolas intracitoplasmaticas. el
cambio en la mortologia celular que inicialmente eran policdricas y posteriores al electo se
tornaban tormas circular v algunas otras fusiformes | ademds de presentar un puntilleo
oscuro refringente en ol citoplasma y finalmente  su desprendimicento . Al centrifugar el
contenido de [as botellas congeladas v descongeladas previamente, se desecha el sedimento
y se oalmaceno ¢ sobrenadamte en el ultracongelador. De estos cultivos virales se
obtuvicron 700 ml con un titwlo 10 8 ufpl 7 100 ui.

2.5ucros positivos y negativos

Para la estandarizacion de la prucba se mezelaron los sueros ue se muestran en la
siguicnte tabla 1:

TABLA 1
IDENTIFICACION RESULTADO ELIVET
1043 POSITIVO 444+
111 POSITIVO ++++
283 POSITIVO ++++
1995 POSITIVO +++++
202 POSITIVO ++++
211 NEGATIVO -
383 NEGATIVO -
282 NEGATIVO -
1140 NEGATIVO -
102 NEGATIVO -

* Aniilisis realizado por laboratorio DIVET.

3.Eliminacion del ruido de fondo mediante diversas soluciones blogueadoras.,
De las 5 proteinas probadas para seleccionar el mejor blogueador se observaron los
resuitados que muestra a tabla 2.




TABLA 2

SOLUCIONES BLOQUEADORAS.

BLOQUEADO [ EXPERIMEN JEXPERIMEN [EXPERIMEN [EXPERIMEN
RES TO A TO A2 TO BI 1TO B2
GRENETINA |O 0 O 0
0.25 %

SUERO 062 050 O 001
FETAL

BOVINO

SUERO 17 012 013 RUN
CONIEJO

SUERO DE|.005 004 004 003
CABRA

LISCHIE 07 0 002 09

DESCRIENME -
DA

~Los resubtados estian expresados en diferencia de absorbancia (Abs células- Abs blunco) a

490 nm.

-Exp Al ¥ Bz experimentos realizados por duplicado con dilucion de c¢lulas 10 -1
-Exp A2 ¥ B2: experimentos realizados por duplicado con dilucitn de celulas 10 -2

En cuanto a los dos tiempos de bloqueo que se ensayaron 30 minutos y una hora. no
se observd dilvrencia utilizando grenetina al 0.25 % ni con leche al 0,10 % como

bloqueadores.

4.0ptimizacion de la prucha

a) Determinacion de la dilucion optima de virus.

Fn ¢l experimento donde se reafizaron diluciones del antigeno contra diluciones de
un sucro positivo para clegir el optimo del antigeno sensibilizante se observaron diferencias

de Abs gque se muestin en la tabla 3 .




TABLA 3
DITTERNMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DEL VIRUS

DILUCION
DEL VIRUS

DILUCION
DL

SUERO 122 | 1:4 1:8 1:16( 1:32 1:64 | 1:128} 1:256
10 0 092 605 1 .201 330 149 231 291 171
10 -1 13 086 | .082 237 | 137 079 . 018 605
1) -2 39 U861 182 235 | .237 278 318 330
10-3 L lod 149 1532 200 278 173 205 133
10 -4 007 03] 002 Q0 0 011 0106 0
1O -5 ( 0 123 BERNBALY AS0 123 209

-Los resultados estan expresados en Abs .
-Las diluciones decimales se refieren a las diluciones del antigeno en solucion de
carbonato-bicarbonato

A partir de las diluciones 10 -7 las absorbancias dan como resultado lecturas de 0.

b).Auntigeno sensibilizante,

: 1
12n los experimentos realizados para el virus en diferentes tratamientos no se aprecio
alguna diferencia importante utilizando los sucros diluidos 1:100. sin embargo en la tigura
1 se muestran los resultados oblenidos del mismo experimentos pero diluyendo los sueros

1:200.




FIGURA 1

FIGURA 1. TRATAMIENTO DEL
ANTIGENO

0.4
0.3
0.2
0.1

'~ SUEROS
- - POSITIVOS

:-9— SUEROS
SOSPECHOS

0 L—» W A oS
S/IT TX TX2 Tx3 = SUEROS
'NEGATIVOS
TRATAMIENTOS

cAMBIO DE As

c)Estandarizacion del suero ¥ conjugado antibovino.

En los cxperimentos realizados con el suero diluido 1:32 no sc observaron
variaciones entre las diferentes concentraciones del conjugado antibovino .La optimizacion
del sucro y conjugado a partir de las diluciones 1:100 se muestran cn Ja figura 1 y 2.,




Cambio de As

Cambio de As

FIGURA 1. OPTIMIZACION DEL SUERO Y CONJUGADO (SUERO
POSITIVO)

y
£ —eo— 1:10,000
—0— 1:2500
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 —a— 1:5000
Dilucion del suero
FIGURA 2. SUERO NEGATIVO
1
0,9
0.8
0.7
0.6
I
0.5
0.4
03
02 —e— 1:2500
b —&— 1:5000
0.1 —A— 1:10,000
o -

1:100 1:200 1:400 1.800 1:1600
Diucion del suero



) Estandarizacion de 1a solucion desarrolladora de color.

tn I tabla 4 se muestran los resultados obtenidos probando tres diferentes
cancentraciones de OPD con dos condiciones dilerentes de conjugado,

TABLA 4
OPTIMIZACION DE LA SOLUCION DESARROLLADORA DE COLOR
DESARROLLA- DESARROLLA- DESARROLLA-
DOR 1 DOR 2 DOR 3
CONJUGADO .
DILUIDO 1:2300 133 084 023
143 030 0
CONJUGADO
DILUIDO 4000 93 053 062
0 062 004

-Desarroltador 1,2y 3 ( ver apendice) .
-Los resultados estin expresados en dilerencia de absorvancia y por duplicado,

- ¢)Prucha de clementos estandarizados.
En este experimento diluyendo los sueros hasta 1 : 64 las diferencias no tueron

significativas. Los resultados para los sucros diluidos 1 :200 v utilizando el conjugado
- 1:2500 se muestran en la figura 3 .
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FIGURA 3. PRUEBA DE ELEMENTOS ESTANDARIZADOS

Cambio d2 As

ool

“UEROS SUEROS SUEROS
POSITIVOS SOSPECHOSO NEGATIVOS
s

Promedio de 10 sueros

S. Determinacion de anticuerpos contea IBR y correlacion con Il prucha de virus
neutralizacion.

Enocl experimento donde se probaron 530 sucros clegidos  aleatoriamente  se
obtuvicran los resultados expresados en las tablas 5.6 y 7.

TABLA S _
SUEROS NEGATIVOS PROBADOS POR VIRUS NEUTRALIZACION
IDENTIFICACION DEL VIRUS ELISA INDIRECTA
SUERO NEUTRALIZACION ,

12 NEGATIVO 0.000

16 NEGATIVO _ 0.012

763 NEGATIVO 0.000

963 NEGATIVO : 0.000

S00 NEGATIVO 0.033

93 NEGATIVO 0.039

21 NEGATIVO : 0).051

209 NEGATIVO 0.000

35 NEGATIVO o 0.035

10 NEGATIVO - 001N

214 NEGATIVO - 0110

6 NEGATIVO 0.337

20




137 NEGATIVO 0.120
T s NEGATIVO T o000

18 : 0.032

120 NEGATIVO 0,000

TABLA O

c .X.
NSUEROS SOSPECHOSOS POR VIRUS NEUTKALIZACION

IDENTIFICACION DI<

VIRUS

ELISA INDIRECTA

SUEROS NEUTRALIZACION
22 1:2 0.009
N3 1:2 0.000
83 1:2 0.026
IN3 1:2 0,058
53 1:4 0.000
43 1:4 0.000
13 1:4 0.101
167 1:d 0,139
133 1:8 0.011
00 1:8 0.010
23 1:8 0.000)
25 1:8 1.020
27 1:8 0.012
20 1:8 0.030
38 1:8 0.024
2000 1:8 0.034




TABLA 7
SUEROS POSITIVOS POR VIRUS NEUTRALIZACION

IDENTIFICACTON DFE VIRUS ELISA INDIRECTA
SULROS NEUTRALIZACION

183 1:10 0.065
100 1:32 (1.000
21 1:32 0109
133 1:32 0.116

G 1:32 0.118
4N 1:32 0.164
S 1:64 0.110
A33 1:64 0.124
R 1:04 0.527
130 1:128 0,100
1293 1:128 0,330
HOS 1:128 0.407
293 1:128 0,982
128 1:128 R 0.605
122 1:128 0.302
il 1:128 .22
153 1:128 0.800
30 1:128 0412

Tomando como parametros de relerencia los titulos de virus neutralizacion se
realizo la tabla de contingencia para obtener la sensibilidad ¥ especificidad de la prueba:

t

ELISA TOSITIVO ELISA NEGATIVO
VIRUS 16/50 0730~
NEUTRALIZACION h
POSITIVO
VIRUS 5750 19750
NEUTRALIZACION .
NEGATIVO

[
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SENSIBILIDAD A
.......... — 100 % = 76.1%
v

ESPECIFICIDAD = D)
---------- - 100 % - 05.5%
3 D

Fomando los mismo parimetros se obtuve un indice de correlucion con la prucba de

virus neutralizacion de

CORRELACION = 81.1%  (0.811)

FRECUENCIAS DE SUEROS

NEGATIVOS
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3]
23 10 a1 S
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85 5 \ e D e
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DISCUSION

El abasto de flerpes virus que se obtuve  para ulilizarlo como antigeno
sensibilizante  presentd en los  cultivos  celulares la deformacion  de la célula,
cambiandola de policdrica a redonda (electo citopitico), asi comao el desprendimiento
el 70 %ade T monocapa o las 48 horas, ¥ el desprendimiento total de la monocapa a las
72 horas, sungue algunos attores mencionan que prefieren utilizar ¢l antigeno de 4 dias
de efecto citopitico (19 ) y otras consideran ¢l 30 % de desprendimicento de la
monoecapa como clecto total ademis de la deformacion preliminar de la célutas ( 10 ).
Ninguno de estos autares presentd un titulo mayor O igual a nuestro abasto obtenido que
mostra un titulo de 108 unidades formadoras de placa litica (ufpl /7 100 ul.) diferente a
lo reportado en otros trabajos como 10 3.8 ulpl/100ul (1.9 Y610 7 ulpl/ 100ul .

Una ves obtenido nuestro antigeno sensibilizante se procedio a clegir  sucros
altos positivos. sospechosos y negativos Por lo que de una recoleccion  y evaluacion
mediante virus neutralizacion que se hizo de diferentes entidades: Tizayuca, Cuautitlan
v Chiapas se tomaron solo 5 sucros de cada uno y se realizo una mezela positiva.una
sospechosa v una negativa, obteniendo una volumen de 20 ml de cada uno . el que
sirvid como sueros control para la estandarizacion de toda la téenica. Este paso se
realizo pari que todos los elementos de la téenica se establecieran bajo las mismas
condiciones ¥y no (altara sucro al pasar de un experimento a otro, con la consiguiente
variacion de [os resultados obtenidos.

En las tublas donde se exponen las diferencias de absorbancia de las 5 proteinas
probadas para luncionar como blogucadores, se puede apreciar que Ia grenctina es ¢l
blogqueador gue mejor funciond y gque presenta menor absorbancia  aundgue ¢l cultivo
celular sin virus con que se sensibilizo la placa se encontraba diluido 1:10 6 1:100, le
siguio ¢l suero de cabra y o leche descremada sin embargo estos dos Gltimos son mas
diliciles de conseguir v representan mayor costo ; en esta tesis se bused estandarizar una
prucba de ELISA ripida v que representara el menor costo posible por lo que se eligio
la grencting al 0.25 % como bloqueador de nuestros experimentos: ademds existen
autores que ya han reportaddo la otilizacion de  esta proteing como blogueador  y han
obtenido buenos resultados. (4,5). Existen otros estudios que reportan como mejor
blogueador para los ensayos de ELISA a la albimina bovina (1,2.6 ) sin embargo
también ¢s muy costosa. En cuanto a los dos tiempos de bloqueo que sc probaron a 37
C no existio diferencia alguna en las lecturas e incluso existe otra opcion que mencionan
algunos trabajos ( 5,6.14) y consiste en dejar dejar fa placa con ¢l bloqueador durante
toda la noche pero a 4 C | condiciones que en nuestros experimentos  funciond muy
parccido (resultados no mostrados ) , ademas de que el método de bloqueo a 37 C ayuda
tambicn a la mejor organizacion del trabajo .

En muy pocos trabajos se¢ menciona la dilucion optima de la solucion
sensibilizante . en la mayoria de los trabajos sc realizo una titulacion previa probando al
virus contra otro clemento del ensayo; este paso se tomo como lo mencionaba la
bibliogralia ¥ se probao al virus contra fa dilucion del suero utilizando un suero positivo
para estc fin ¥ también como algunos autores lo mencionan .la mejor dilucion para el
virus fué 1 : 100 todavia pudiendo utilizarse Ja dilucion de 1: 1000 como alternativa .
(1. ;

(]
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. sin embargo, ol resubtado que se obtuvo fue contrario a lo (ue se esperaba ya que
diluyendo ¢l virus y» ol suero simultancamente esperibamos encontrar una relacion
proporciomil pero desceendente, es decir, que a menor conceentracion de virus 3 suero la
absorbancia (Abs) fuera menor, Sin embargo. o que se aprecio en estos resultidos Tue
el clecto contrario, @ mayor dilucion de suero la - As iba en aumento. esto siempre ¥
cuando I ditucion det vicus tuera de 11100 | ya que no pasaba lo mismo con las
diluciones sigoientes. Lin éstas, como se aprecia en la tabla 20 las absorbancias no
mostraban ningdna conducta ordenada. B la dilucion 1:100 "s¢ aprecio una
unitormidad de tas As L es decir de menor a mayor lectura v las mayores Abs se
aleanzaron al diluir ¢l suero 1:128 ¥ 1: 256. Por otro lado utilizando el antigeno directo
s difuido 10-1 se apreciaron saltos de Abs de 0.605  diluyendo el suero 1:4 a 0.330 de
As diluvendolo 1116 » tuego volver o descender . En el caso de la As tan clevada nos
puede indicar un aumento en el ruido de fondo debido a la mavor cantidad de enlaces
inespeciticos a otros clementos proteinicos que no necesariamente son virus. Por otro
lado, estos saftos tambien pueden deberse a la variable capacidad de absorcion que hay
entre un pozo v otro . de este modo obienemos As como en la dilucion 1:10.000 que
presentdy fecturas de O . Por todas estas razones se cligio la dilucion 1:100  de virus
como antigeno sensibilizante .

i nuestros experimentos de dilucion optima de antigeno  sensibilizante ya
habiamos tenido indicios de que las mcjores diluciones para ¢l suero se encontraban
despues de 1100 debido a que era cuando se aumentaban las lecturas hasta legar a
tener Abs de 0300 1o que proporciond una lectura aceptable para un suero positivo y
nuevamente o probamos al experimentar con ¢l suero dituido hasta 1:32 probindolo
contra ¢l comjugado en varias diluciones . ya que no se apreciaban  variaciones
signilicativis . esto es que las lecturas fucron menores de 0,100 de cambio de Abs . En
nuestros experimentos. para - obtener la dilucion dptima del suero ¥ del conjugado
diluyendo nuestro suero positivo de 1: 100 en adelante se lograron alcanzar Cambios de
Abs en un suero positivo hasta de 0.800, mientras que en ¢l sucro negativo las lecturas
maximas cran de 0,160 de cambio de Abs  como lo muestran las  grdficas
correspondientes ( tigura | y 2 ) ademas siguio presente el principio anterior donde a
mayor dilucion del sucro y conjugado la lecturas se incrementaba y en cl suero puositivo
tlegaban a un limite. donde ya no continuaba el aumento: en las diluciones 1:1600 y
1:3200: Por owro lado  también se aprecid que diluyendo el conjugado 1:2500 se observa
una mayor diferencia entre un suero positivo y uno negativo ademis de ser esta la
difucion gue sugicre el productor de conjugado antibovino, Tomando en’ciienta que
nuestra dilucion optima del conjugado fuc de 1:2500 no se cligio In dilucion del suero
de 1100 aungue fas diferencias de As que porporcionaba eran mayores debido a.que las
lecturas alcanzaban As de 1.700 ¥ 1.800 v en el lector de ELISA que se utilizo cste tipo
de As hacia variar mucho a lectura al momento de leer ia placa ., por lo que se decidio
utilizar Ly dilucion interior a §:400 observando que ya desde a dilucion 12100 del suero
la diferencia entre un suero positivo y uno negativo cra muy aceptable sicmpre v cuando
se utilizara ¢l conjugado diluldo 1:2500 . Las siguientes diluciones del conjugado
133000 v 110,000 arrojaban lecturas muy bajas para un suero positivo  ( 0.100 de
cambio de As) mientras gque los sucros negativos legaban o lener cambios de As de
0,160, to cuil no permitin una buena  diferenciacion diagnostica. Por todo esto. para
nuestros experimentos se utilizo el suero diluido 1:200 y ¢l conjugado 1:2500 o partir de
ese mantento, )
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Este resultado coincidio con algunos trabajos  consultados donde se utiliza la misma
dilucion de conjugadol E8 ) y la misma dilucion del virus pero utilizando el conjugado
1:2000.0 19).

Hasta este momento del trabajo se habian tenido problemias con los testigos de la
plica ya que Jas As de estos testigos donde no se adicionaba suero ni conjugado daban
lecturas par encima de (L HOOde As por To que se bused eliminar ann mas ¢f ruido de
tondo tratande de eliminar ka peroxidasa endogena de la placit para ¢sto se prabaron 2
reactivas que acliva a peroxidasa antes de injciar la prueba v asi evitar que la
pueroxidasa de Ta placa reaccionara ol momento final de agregar ¢ desarrolador de
color, sin embargo se ohserva que utilizando la dilucion de virus clegido ( 1:100) con la
los sueros diluidos a partiv de 12100 | los testigos sin inactivar presentaron una menor
Al que inactiviindolos por o gue para los siguientes experimentos no se utilizo la
inactivacion de nuestros experimentos,  (resultados no mostrados).

P ves estindarizados todos los elementos de la prucba se realizo el
carrimiento de 30 sueros tomados al azar ¥y que previamente se habian probado
mediante ta procha de vicus neutratizacion (VN) . Obteniendo resultados donde fa media
aritmética de los cambios de absorbancia que mostraron los sucros positivos por la
prucha de virus neutralizacion dio 0.322 de cambio de As, mientras que para los sueros
sospechosos fue de 0,029 de cambio de As ¥ para los negativos de 0.047 de cambio de
As como o omuestra la ligura 4 . Como se puede apreciar. ¢l grapo de sucros
sospechosos dio menor promedio de cambio de As que el grupo de los sucros negativos.
tonando en cuenta que los sueros que se consideraron como positivos variaron en
titwlos de 1:32 hasta 1:128, mientras que los considerados como sospechosos son
titufados por VN en 1:8 ¥ 1:16 3 los negativos son 1:4 o menores Lo gue nos indica que
sucros que son catalogados en VN como sospechosos O negativos - en la ELISA
indirceta se consideran positivos asi que como la literatura lo menciona la prucba de
ELISA s menos que Ta prueba de virus neutralizacion (1 10.13.23). sin embargo los
resultados de nuestra prucha presentaron una retacion directa.con la prucha de VN v
una correlacion del 8 % probablemente hubicera sido mas pequeiia esta dilerencia
entre sucros sospechosos v negativos si se agruparan con intervalos de titulos mas
bajos. estos es. agrupando os titulos de 1:4 por VN en sospechosos en vez. de ponerlos
en el grupo de los negativos ya que debido a su alta sensibilidad fa prucba de ELISA
indirecta detecta cantidades mu\' bujas de 1gG que no son detectadas por VN . mientras
que por VN un suero titulado 1:2 va se considera negativo en ELISA Indirecta todavia
presenta cambios de absorbancia altos.  Esto se puede explicar por que los antigenos
que detecta la procba de virusneatralizacion - se dividen en 1gA, IgM, [gDIgE etc.
mientras que en ELISA  se detecta sélo 1gG siendo por esta razon mas Otil {a téenica de
LELISA para determinar infecciones tardias ( pacientes que presentan latencia viral )
mientras gue virus neuatealizacion es Gtil para cualquier fase excepto para detectar estas
fases tardias ya que los anticuerpos del tipo [gG sc diluyen cvnlrc los demids isotipos
siendo .\lLun.h veees no detectables . .

ara aumentar la sensibilidad y/o Lspu.lhud.\d de I puldm s¢ trataron de
fraccionar v exponer  algunas proteinas del virus aplicando tres tratamientos ya
utilizados  cn otros trabajos ( 10,18.27) . en el tratamiento 1 se rompio la envoltura y
con el tratamiento 2 se fraccionaba al virus por lo que solo los anticuerpos mas
exspecilicos de Ja entermedad reaccionarian ante la presencia de estos antigenos .
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En el tainmiemo 3 seincluya a los dos tratamicntos anteriores en it misma muestra,
Coma se observo en los resulbtados obtenidos se logro aumentar la especiticidad con o
tratamicnto 1 como Jo muestra la Higura 4 donde fos cambios de As son mayores que
en dos otros 2 atamicntos con las mismas variables v para verificar que realmente se
fraccionn el vicus se e hizd corrimiento electrotorético en el mostrando
chevtivinmente ana dilerencia en la cantidad de bandas observadas,

La sensibifidid Tue de 76,0 % 3 la especilicidad de fa prucha tue de 65.5 %
respectivamente. estoas resultados se consideran moderadamente correlativos. ¥ se puede
esplicar por:

1. La mayor sensibilidad de Ja prueba de sucroneutralizacion, comparada con
ELISA (25,
La presencia de animates en estado de kiencia ( 10.11.17)
La presencia de animales infectados que por efecto viral tienen cierto grado de
inmunosupresion (34,10 ¥ 30).
J. Existe informacion e sobre la gencracion de anticuerpos (3 ¢l isotipo)
provocado por kradministracion de las vacunas.
el presente rabajo no se correlaciond con ¢l estatus inmune. sino con el
pertil clinfeo de Ly explotacion.
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11 aumento de L sensibilidad de la prueba, dado por el tratamiento del virus. nos
demuestra que existen antigenos  no - superticiales que  pucden  ser mas
inmunodominantes que los externos, Este camino pudicra ser empleado para tratar de
diferenciar anticuerpos vacunales de infeeeion sobre todo con a wilizacion de vacunas
a virus inactivado (13 ).

El sistema usado en la prucba fue muy adecuado debido o que nos permitio
diferenciar clarnmente entre positivos ¥ negativos a la presencia de anticuerpos. los
pocos animals que sc encontraban en la zona en interfase entre las dos curvas, pueden
carresponder principalmente a animales vacunados.

La ventaja de usar el isotipo 12G en la prucba radica en ¢l que al ser anticucrpos
senerados como segunda fase de I presencia del antigeno en el organismo, despues de
la lgM. en teoria no deben de ser generados por esquemas de vacunacion ordinarios; sin
cmbargo en la actualidad se cierran cada vez mas los esquemas realizando refuerzos
incluso cada 3 meses. por lo que estos anticuerpos pueden ser de la clase 19G.

La prucha de ELISA desarroliada puede ser implemchtada como prucba de
andlisis para ¢l estado inmune despues de la aplicacion de vacunas. sin embargo esto no
rantiza la proteccion de los animales. por o que el perfil de anticuerpos abtenidos en
explotacion sirve también para detectar los picos o aumentos que indicarian la entrada
det virus siivestre o losamimales (16 ) . ’




CONCLUSIONES

El Cambio de absorbancia para la prucba de ELISA desarvolluda se interpretard
como:

Menor de 0.1 = NEGATIVO
Mayor de 0.1 = POSITIVO

La prucba se puede emplear para evaluar el estado inmunologico en un hato.

El vulor de corte en sueroncutralizacion deberda ser revisado considerando los
estados de vacunacion en los animales.

La sensibilidad de 76.1% y la especificidad de 65.5% fueron bajas considerando a la
prucha por su valor diagnéstico.

Bl tratamiento del antigeno aumenta la sensibilidad de la placa.

La prucbu de sucroncutralizacion utilizada como estiandar pucde o no tener el 100%

de scnsibilidad.
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APENDICE.

LSolucion reguladora de carbonato-bicarbonato 0.1 M pH 9.6

Carbonato de sadio (1T, Baker) 1.5 g.
Bicirbonuta de sadio (11, Baker) 293 g
Agtin destilidda 1000 m!

2.80olucion reguladora de fosfatos 10X

Cloruro de sadio (1.1, Baker) 8.0
Cloruro de potasio (1°F. Baker) 0.20g
Fostato acido de sodio (1. Baker) 144 ¢
Fostato acido de potasio (1T Baker) 024 g
Agua destilida chp 100 ml

Ajustir a pll 7.0
3.8olucion de grenetina af .25 %

Grenetina (Sigma chemyceal company ) 0.25g
Agtia destitada 100 ml

4.50lucion de lavitdo para ELISA

Solucion reguladora de fosfatos 10 X 100 ml
Agua destilada 900 mi
Twen 200 (Sigma chemycal company 0.5 ml

5.80lucion reguladora de citratos pH 5.0

Acido citrico 0.1 M 24.3 mi
Fosfato dibasico de sodio 0.2 M 25.7 ml
Agua bidestilada 50.0 ml

G, Acido citrico 0.1 M

Acido citrico ' 2.10g
Agua bidestilada 100 ml

7. Fosfato dibasi¢d de sodio 0.2 M

Foslato dibasico de sodio 536¢
Agua destilada 100 mi




8. Tratamiento de antigeno No 1

Tris Lled pll 7.4

Cloruro de sodio

FIYTA

‘Triton N-100

Ducodecit sullino de sodin (S1S)
[in baio de hiclo

9. Teatansicnto de antigeno No 2

SDS

2 Mercaptoctanol
Glyeerol

Tris el

Flervir por 3 minutos

50 mM

500 mM

S M
1%
0.1%

%
%
i0 %
62.5 mM

bl B}

NOTA. El tratamiento No 3 consistio en aplicarle los dostratamientos anteriores a la

mismia mucstra.

Suluciones utilizadas en cultivos celulares

A)Solucion verseno al (LOS%

Versenato de sadio ( EDTA)
Solucion Bulier tostiutos 10 X
Agua destilinda

Ajustar a pll 7.0

B) Solucion tripsina al 5 %
Solucion bUller fostaos 10 X
Agua destiliada

Tripsina 1:230

Ajustar a pH 7.8

C) Madio de erecimicento

Agua desionizada estéril

Bicarbonato de sodio ()., Baker)

0.5¢
50ml
950 mi

100 m!
900 !
50

90 ml
0.7ml

Penicilina- Estreptomicina ( 100,000 Ul/mi y 100,000 mg/ml) 1 mi

Suero Fetal Bovino (In Vito S.A))

MEM-199 10 X

5ml
10 ml




D) Solucion de penicilina- estreptomicing

Peniciling g ( sal sadica) 1,000,000 thn,

Sullato de estreptomicing 1.0g
Agua destilada 10 ml

I2) Bicarbonato de sodio

Bicarbonato de sadio 235g
Agua destilada cbp 100 ml
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