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llll'ÚTESIS 

ES l'OSlllLE l>ESA){l{OLLAR UNA PRUEBA DE ELISA INDIRECTA l'Al{A LA 
DETECION DE ,\NTICUEIU'OS DE LA CLASE l¡.:G EN SUEl{O DE HOVIN_OS. 

OB.JETIVOS 

l. Estantlariznciún de la prueha de ELISA indirecta pan1 el dia¡.:nc'1slico de 
Rinotraqncítis Infecciosa IJovina ( IBR) 

2.- Evaltmciún de los anlh:neq1os contra IBR en 50 sueros de luwinns procedentes de 
varios hatos medi:rnlc la lécnica de ELISA indirecta. 

3. Cnrrclacium1r los títulos obtenidos mediante In pruelm de ELISA con la prueba de 
virnsnentralizaciún 



RESUMEN 

l .n Rinotraqucitis l nlccciosa Uo\'ina es una enfi:rmcdnd \'irnl causada por un herpes 
virns tipo 1 que puede causar scrias pérdidas económicas y que cstú asociada a lesiones 
io:cnitalcs, abt>rtos y cuadros rcspirntorios entre otros. D.:bido n sus largos periodos de 
latencia es dificil su detL·ceilin antes de quc sc transmitn entre varios miembros del hato. El 
control th: esta cnl(:rmL·dad. sólo puede consistir en ntucnr directr1me11tc las complicaciones 
presentadas cn l'i curso y para prc\·cnirla súln existc la vacunm.:ión. En cl presente trabajo se 
elabon» una ti:eniea rúpida y de lfü:il n.:alización para un diagnóstico oportuno. 

1\ partir dc eultin>s dc células dc ri1)ón de cerdo (SKL) se replicó el herpes virus 
bovino tipo 1 (1\11\/-1) hasta obtcner un abasto virnl y celular mlceuado para la 
estandarizm:iún dc una pnu.:ha dc ELISA indirecta empicada para la evaluación de 
anticul!rpos L'n sueros de bovino. Al mismo tiempo se optimizú la diluciún de todas las 
partes intl!grnnh:s de 1:1 prneha como son: antígeno sensibilizantc. dilución óptima de suero, 
de conjugado antibovino. así como el desarrollador de color y la solución tic puro. También 
se cstnndarizmon los ti..:mpos de incubaeiún parn cada fase de la prueba y el método de 
lavado de las placas de policstirenu, donde se desarrolló la prueba. 

Por otro lado se recolectaron :wo sueros de animales incluycndo los que 
presentaron signos tic IBR y de hatos sin signos. Fueron ensayados mediante la prueba 
de \'irnsncutrnlizm:ión en el Centro Nacional de Diagnostico en Salud Animal (CENASA) 
purn su c<1111paraciún con la prueba de El.ISA. 

Se implcmcntarnn tres trntnmicntos que se aplicaron al antígeno scnsibilizunte para 
uumcntar la cspcciticidad y sensibilidad de la prueba. 

Se observó que cl titulo viral obtenido ruc mayor al rcportmlo en traln\ios anteriores. 
también se obtllvo una buena scnsibilidad y cspccilieidad mostrandu unn prueba rápida . 
conlinble y con 111i11i111n inversión para el diagnóstico de unticucrpos contra el virus de IBR. 
Con tmlo y esto no se deseartú la posibilidad de mejorar In cspccilicidml de la prueba 
dundo el trntumiemo miccuado al untígeno scnsibilizantc . 

. --·-------·--------



INTIH>DUCCIÓN. 

l.a Ri11t11ruqu1..•i1is lnll!cciosa Bovina cun1l1111ncntc conucidu por sus· siglas en inglés 
"'inli:ctio11s ho\'ine rhinotracheitis ·• (IBR) o nuriz roja l 15. ::?::? ) es una cnft:rmedud 
respiratori.1 caraL'h:rizadu por inllamm:ión. edcmu. hem~rragiu y necrosis de las membranas 
m11cnsas cid tractn n:spiratnrio . asi como lesiones pustulosas en los órgunos genilales del 
mucho y hL·mbra pru\'ocadas por el herpes Yirus bovino tipo l ·(3.10¡ siendo reconocido por 
primera vez en ( 'ulurmlu a linales de 1940 y aisludo en eslados l lnidos en' 1956 por Yez 
primera ( (1 1 

l.Etiologia. 

1:1 virus de l llR es un virus de la familia Herpesviriduc que pertenece u la subfamilia 
Alplrnherpesvirinac. llumado herpes virus bovino tipo l (JlllV-1) (11.l'J). Los \'ints 
mad11rns llhscn·adlls ul microscopio eleclrónico miden de 130 u 180 nani\metros (nm): 
ulgunos pn:~cntan una membrana doble ( 1 :!). 

Sc trata de· 1111 \'il'lls con úcido desoxirribunuclcico (DNA) lineul en doble lira ( 19 ). 
el c11úl pose.: simelría icosuhédricu: 1111u envoltura revisle el material gcnómico y unu 
segunda cnn>llurn sobre éslu. l~n cl curso dcl ciclo ele ri:plicu salen viri1>nes con eupucidud 
inl'cclanle de las ci:lulus hllspederas ( 19). Tiene 1111u densidad de I .:?:? g/1111 en gradiente de 
larlrato de potasio. El IJN/\ licne un contenido de guunina + cilosi1m de 7:? 'X .. El virión 
conlienc 1 X protdnus cslructurales con pesos moleculan:s que \'arían de 250.000 a 290.000 
y 8 de ellas son glucosilmlas ( 6 ) . Permanece activo durante 1 O dias a 37° C pero se 
inm:tiva a 21 minutos u 56" C ( 4. 1 O) se dcsnaturali:w por ebullici<'m con 2 mercuptoclanol 
u los 5 mi nulos ( •J.~ 1 ). 

No existen varianles anligénicas pero si existen cepas con diferentes grudns de 
virulencia. J\ travi:s de las pruchns serulúgicas se lm encontrado rcluciún mlligénica entre el 
virus de IBR y el virus de Rinoncumonítis equina ( 9, 10 ). 

2. Epidcmiologíu 

El virus es capaz de producir entcrmedad con una gran variedud de manifestaciones 
clínicus como : alecciones del aparato respiratorio. conjuntivitis • encelitlitis, vaginitis. 
aborlos y halunnposlítis ( 1 O ) usí como necrosis del cuerpo lúlco ( 15 ) . Las 
manilcslaciones de estus formus clínicns van a depender de diversos foetnrcs como son la 
cepu involucrada. dosis. edad y estudn inmune de los animales entre otrns ( J. 4. 1 O ). 
Son susceptibles los bovinos de todas las edades. pero afecta más n aninmlcs mayores de 6 
meses de edad. quiz•Í por lmllursc más expuestos u la entcrrl{cdud v mmque rara vez se 
infbnnu del p;idccimicntn. pueden afcclar cerdos, algunas especiesº de venados. cabras. 
antílopes ( 1. '.' ) .y el nu de /\fricu. lo cuál sugiere que dicha lhunn puede actuar como 
rcscrvnrio pura el virus ( 1 ). 
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Ln .. ·I colq,!Í11 de mcJkina veterinaria Je la UniversidaJ d..:· Kansas se realizó un 
<:studio pr11ha11d11 la reac.:ciún cruzada entre S di!Crcntcs tipus de h..:rpcs \'Írus: Alfa Herpes 
Virus hm inu tip11 1 y ::!. 1 kq1es Virus de ciervo 2. l lcrpes Virus 2 de reno. 1 krpcs Virus l 
y ::! t.h..· c:tprinu . c.:nnlin1H111do l"\!purh::; previos que indic¡1hnn lu n.:lw.:ión !'\crolúgica que 
cxistl.' cnlrl' h1\\·ino. caprino y ci..:rvo asi como entre ciervo. caprino y n:no ( <J. 5 ) . Esta 
'-'illl:rmcdad ha ,jdu identilkada en Estudos Unidos. l'anadú y en algunos paises de 
Sudamérica asi conw l.'n Nuc\·a Zdan<lia. d Ri:inu Unido. Suúúfrica. Zimhawe. Japón y 
Europ:11 •J. 1 o 1. 

1-:J 'i rus ,k 111 R in,·adl.· al organismo de los bu vinos a trnvés del trncto respiratoria ó 
g.cnital t •>. 12 ) .1.a forma respiratoria se: transmite mediante la expusiciún u lus aerosoles. 
e:rndado n:t,.al ~ posiblemente descargas vaginales (14). La forma genital es Je origen 
,· .. ·nc'rcu ( 1 ~ 1 . Se ha postulado que una \'C:Z lJlle ha pasado la infección primaria en una 
¡111hh1c:ilin susc .. ·ptihlc" lllR se ..:stahlcc.:c: el estado de portador lutc:ntc y· entonces el cuadro 
L'linic·11 oc11n..: ,;ulo h:t.in cin:unstanc.:ias prc:úisponcnt..:s. situación qu..: ha dilicuhado 
g.ra11dc111cntc.: lns l'Sludios .. ·pidcmiolúgicos ( 15 ) . 

l'I 'irus p11cdc persistir cn animaks rc:cupcrndos y s..:r eliminado intermitentemente 
hasta p11r 17 111 .. ·s,·s dcspu0s de la inll:c:ciún pudiendo pc:rmam:c..:r lmcntc imlclinidamc:nte 
después dc 1:1 i111i:cl·i1'1n natural ( 1 O. 11 ). Puedo.: recrudecer su ,·irulcnc:i;1 cm111do se usan 
grandes d11sis d..: c11nicost..:midcs que simulan ..:1 electo dcl estrés t 10) . 

. \lg.11111 is a11i111ales q11i: son portadores sanos. pc:riódic:a111cntc sufr..:n cxaccrbaciún 
tic la cni'cnncd:id i.:nn cxncciún del Yirus ( 1 :!). l ,¡1 placenta pucd<: alb..:rgar ul virus en 
cstmln Intente dura11tc incluso <JO días sin transmitirlo al feto. La introdui.:ciún de animales 
nuc\·os a un ha111 prcc..:di: cnn fr..:cucncia a un brote. Sin embargo. pueden originarse 
simult:incamcntc cu \'arias grn11jas lecheras en un úrea y diseminarse. desde éstu hacia las 
úreas vc..:inus ( 1 O. l 1 ). 

3. Signos Clínicos 

J:n los hatns all:ctadus la enfermedad ocurre en forma de hmtc los 10 v 20 días 
después de la introdm:cilin del gnnmlo susceptible. con cuadros repentinos Ztc liebre. 
anorexia, se..:rcci.-111 nasal serosa. hipcrecitabilidaú, dilicullaú respiratoria y postmción tina!. 
Los casos fotalcs Sl.' deben n bruncuncumunias secundarias. Puede prnducirse muerte súbita 
24 horas ucspui:s de la aparición de lns primeros signos cumo cnnsecu..:nci<t de la 
hronqui;:ulitis ohstructh·a l.'Xtcnsa ( 4. 1 O ). 

1.a t'nrma nerviosa se caracteriza por los hallazgos postmortcm de 
mcningocn.:c•liilitis purulenta. gangli11nitis trigémina y eneelillitis cun prcscnda de células 
inllanmtnrias ~· 1wurogliales : princ:ipalmcntc se prcscntn en animales jóYcnes en los que 
hay ataxia . ,1cprc:d1\n . con\'ltlsiom:s y rechinido de dientes. cspusmos. opistótonos. El 
curso es rúpido y g..:ncral111cnt..: fatal ( :!2 ). En becerros rcci.:n. nacidos la fornm sistémica 
de la c11il!r111cdad l.'S por lo regular grnve y murtnl comc11zm11h\'.hruscmm:ntc cnn anorexia. 
liebre hasta lle 42" C'. hiperemia intensa de mucosa misal y muchus acúmulos de focos 
gris:h:eos d..: 11..:crosis ..:n la mucosa na~ml ( 9 . 1 O ). 
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e >riµi1H1l1111 .. ·111'-~ Sl.' l'L'l"<11111ciú la vul\'ll\'Hginitis pustulo:·m'·haju LºI nn111hreo <.k· eoxm1h:1nn 
vesicular 1..·nital :111nqth .. ' 1nrn.:lms \'l:ccs no se ll1rn1nn vcsículus y no !'iC rclucionuba 
dirccta111e111e· e·1111 el J'l'llhk111a de inllanrncilin por Herpes virus tipo 1 . En este caso algunos 
de· los si¡!nos '"11: e·lc•\a<:Íi'>n de· la eola. micciones J"rccucntcs. •1dherc11cias de pelo vulvur 
L'llll c.'\ud:1du ...¡;111~·11i11ok11ll1 '""º i111la111~h.:h'u1 cdc111atosa de l:.i \'Ulva ( 22 ). FI ahortn es secuela 
cnn\l111 y ;1p;irL'L"L' 1111;1~ :-.L·n1:111as despucs dc iniciadas his 11lani1\.~s1acin11cs clinicas o la 
,·ucunae1ó11 <k ,·;icas prL"i1adas 110 inmunes. Después del ubnrtn no es rarn la retención 
placent;iria. pern c;irce·e· ck impnrt;111cia la esteriliclml residual. Sin embargo después de la 
i11s.:111i11;1t·it111 c"n "''"'º11 inl"ectado puede prnducirsc endlllnetritis. diliqiltad pura lu 
L'lllll"L"J'Ciún y eiclilS t'e·rr:idos ( 'l. 1 ()). 

4. P1·<.0 \·c.·11ciú11 ~· l'lll1frol. 

1.a 1ú1il'a li>nna ck prevenir esta enlcrmcdad es por medio de la ,·acunac1on o 
111ediantc la adquisicilin de i11111unidml después dl! la cxposicilin nntural. l'or lq lJUe hun sido 
elaboradas una gran l.'<111lid;1d de n1cu1ms a hase de virus \·in1 que. l'"r cierto al ser 
aplic:adas e·11 el ganado [!estante· pueden provocar aborto ( 20 ). 

1:xis1e otro tipo de v¡¡cunas dem1minadas TSV-2 L:ontra 1 BR- l'iJ a la l!Ue :1poyan 
varios trah;ijus de: inH·,tigaL:ii'in por ser un prnduL:to clicaz e inn<.:Ull . Este es de aplkación 
intranasal ~ proporci1111a rúpida prntecciún e i11L:rc111l!nta los niYL'les de inmunidml humoral 
y celular. 1111 pro,·11c:a ah11rt11s debido a que el virus no puede inlcL:tar al li:tll por no tener la 
capaL:idad dc rL"Jili<.:¡¡rsc: a te·mperuturas iguall!s a la del interior del cuerpo. no provoca 
rc:acL:i1111c:s p11sl\ acunaks ach·crsas ni secrcciún viral. pero el producto es de importación 
para Mé·xicu ( ~ti ) . 

J.a <'iiminaci<'>n de 11\R de un hato. ürea gcognilica lÍ un país es motivo de 
p11le111il·a y 11<1 se· h;i lugrad11 l!\'aluar la rL:laL:iún L:ostu bcnL:licio ni la li1L:tihilidad global dl! 
L:Stos pnigr:1111as . Apmtc: ck la latencia del virus en animales portadores y de los reservorios 
existe adcmi'1s el problema de supervivencia del germl!n en el mcdin.( 1:; ) . 

1\ pesar de estos inconvenientes sc considera que la crradiL:aciún de la rinotraqucítis 
dc un hato sc pt1L:de lograr pur la eliminación di.: animulcs scrológicmncntc positivos y por 
la ,·acunaciún utilizando vacunas im1ctivas ( 15 ). !'ara:. el tratmniento. aunque la 
administrac.:i<'>n dc antihiúticos no tiene etCcto alguno en el' virus. e\·ita las perdidas 
Jlrtl\'ocmlas por im·asnn:s bacterianos sL:cLmdarios . debe identificarse al ganado enfermo 
también aislarsl! y uhscrv¡¡rsc L:on frcL:ucncia parn dar tratamiento signolúgico aunque lo 
mas rcL:o111e·11dahle se•a L"I sacrilicio del animal ( l. 9. 15 ) . 

S. l>iu¡.:nústico 

El cliugnústico puede realizarse a la necropsia por las lesiones macroscópicas que 
quedan restringidas al hocico. L:avidades 1msalcs. faringe , laringe y tr:il1uca parn terminar 
en los grnndes hrnm¡uins. puede comprobarse enfisema pufinonar y bronconeumonía 
secundaria pero en la mayoría ue los casos los pulmones son normales ( 5. 20 ). 
l·listolúgi<.:m11e11te· se adYierte inllanmciún catarral aguua de la mucosa ( 1 ). 
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Los fetos abortndos muestran hepatitis necrótica focal. hemorragias en rifión y 
autúlisis ( <). 5 l . 1 a cm·cllilitis se caracteriza por lesiones típicas qrn: se asientan en corteza 
ccrchrnl y c:'1psula into.:rna ( 1 ). Se debe dili:rcnciar con la pastcurclosis neumónica. donde 
hay tnxc111i:1 y hlll"IHI n:spucsta al tratamiento. la dilieria de los tcrncrns puede semejarse. 
pero las lcsi11ncs 11ralcs y la laringe adcmt'1s de la toxcmia son típicas ( 5 ). 

1 .a rinitis :il..:rgica guarda alguna scmcjanza con IBR pero se manilicsta con 
cst11rnud11s ~ sihil:111cias <:llll disnl·a. la tcmperaturn suele permanecer normal y la secreción 
nasal l'S l·:ir:u;teristiean1l·n1c espesa. Normalmente resulta sencillo hm:cr el diagnóstico 
clínico de la li1rnw i:onju111irnl ú genital dc IBR ( 1.5). 

Puede ser di !'icil un diagnóstico clínico de !ns fonnas respiratorias. inductora <le 
aborto y cneL•i':11ítica. sin l'mbargo es factible un diagnóstico para conlirniación por el 
cmpko de 'arias 10c11i..:as de laboratorio por ejemplo: Pruebas de aislamii:nto \'iral. <le 
anticUl'l'pos lluoreseentes y de neutralización del virus ( 6 ). 

El aislami..:ntn d..:I 'irns a partir de tejidos puede proporcionar la conlinm1ción del 
diagmisti<.:o clini..:n . sin embargo los procedimientos de laboratnrin pueden ser 111uy 
cntrcll:nidos . ..:11stllsos y gencralmentc tardíos para scr de algún \'alor en el control del brote 
( 5. 1 u). 

1 khido a l(lll' las enli:nnedades causadas por el virus conduccn a la fürmaciún de 
inmunidad cdular inmediata l11s animales inli:ctados pueden ser llctcctaclos tmnbién por 
una prueba intr:1dénnicu. Sl· puede apreciar la cdcmatizaciú11 de la piel en dos o tres días y 
hay una cl;1ra diti:reneia entre los animalcs scropositivos y serom:gati\'os. sin embargo en 
e;o.;pcrimcntns realizados en h11\'i1111s con historia conocida, la prueba no solo detecta 
p11rtad11rcs del 'irns sim• también ho\'inns inoculudos subcut{111ea111entc con vucuna 
inacti\'mla " atenuada ~· en animales positi\'os tratados previamente con glueocorticoides 
no se obser\'C'> reacciún ( 14 ). 

C"1111111 Sl' 111cnci11111'1 anteriormente. e;o.;istcn también las pruebas scrológicas tales 
como: la imnunulluorcsccneia indirecta con antiglobulina marcada con lluoresceína que ha 
resultados ser dos \'eccs mas sensible a las técnicas directas para IDR . Pero ésta técnica ha 
sido mas empleada para la investigación que en diagnóstico rutinario ( 14 ) . 1.u 
inmunodif'usión por ser mas eomplicmla se ha empleado casi únicamente de manera 
experimental aunque también se ha sugerido como opción diagnóstico.( 14) 

La técnica de fijación de complemento se utiliza para demostrar la elevación de 
título de anticuerpos ( 12 ). En c;o.;pcrimcntos realizados 'en Rusia se encontró que de ésta 
prueba preparada con antígeno intracelular fue mas específica y sensible que la de 
scroncutralizaciún y difusiún en gel : sin embargo rccicntement~ se ha demostrado que no 
todos los antígenlls de este \'irus responden de manera uniforme a esta pruebu ( 22 ). 

l.a técnica de scl'llncutralizaciún es la que comúnmente se utiliza como diagnóstico 
y la mas disponible para 1111{. Tiene la desventaja de que requiere de grmulcs inversiones en 
instalaciones de lah11ratorio y equipo. Los títulos de virusneutralización bajos ( 1 :2 a 1: 1 O) 
pueden corresponder n n1cunacioncs recientes. pero también títulos de 1 :32 . 1 : 64 pueden 
obedecer a la presencia del \'irns latente y coincidir c11n algunos casos leves como 
infi:rtilidad y nccl'llsis del cuerpo lúteo. La prueba de scroncutrnli7.11ciún ni1 es muy exacta 
parn diagnósticos indh·iduales pero es excelente para determinar si un hato estú infectado 
( 6. 1 O . 14 ) . Sin embargo presentu la dcsn:nHlia <le que los sw:ms parn la realización de 
esta pruebo dchl'll cm·inr.~c lo 1mís rúpido posible al labornforio . en rclrigcrm:ión. libre de · 
contaminaciún y l11:1110lisis ( I '.! ). 
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Casi todos lus r.:purt.:s cuim:idcn en que Ja prueba de El.ISA. es mas sensible que la de 
ncutmlizm:i(in del ,·iru.s y c•s lh:cucntc que se detecten casos positi\'os por ELISA que 
fueron negati,·os a sucroncutralizaciún . La prueba de ELISA es nuis eficaz que In de 
anticuerpos lllh1rc·so:.:n1c·s ( l..JI. Jél nu111brc de El.IS/\ se empica actual111cnle para todas las 
té.:ni<:n,, que 111iliz•111 .:n/i111as marcndas ( l lJ ). Además ele ser pnii:tica y rúpit.la esta prueba 
1n1c·dc· u1ili>'ars1.· l'ar.1 la d.:t.:cciún d.: antígeno ( ELISA DIRECTA). o anticuerpos (ELISA 
1N1 ll I~ 1:e·1 ·.·\ ). 1.•,t,1 pr111.·h" 1.·s una dcter111inaci<'>n inmunoenzinuítica en el la la intensidad del 
culur s1.· 11.·laciun" direc1a111c·n1<.: c11n la cm1tidad de antígeno captmln ú anticuerpo ( 6 ). 

1 khidu " su simplicidad las pruebas di: ELISA de tipo indirecto han sido muy 
utilizad;is l'"ra 1.·s1ahkc.:r L'i diagnústicn in1111111ulúgico de muchas inli:ccioncs bacterianas. 
,·ir:11L'~ .' p:in1sit:1ri;1s. 

L11 la prueba de El.ISA INDIRECTA para antil:ucrpos. so.: llenan puzus de 
policstin.:nu. c1111 s11Juci1'i11 do.: antígi:nos. los antígenos protdnicns se un..:n con lirmcza al 
pnlicstire1111. así que después se extra<: el antígeno no unido la\'ando <:nérgicamentc y los 
po/us ck las plac·as per111:111L"L"1.·11 cubil•rtos con al antfg1.•no. Esas plaL"as así cubiertas pucd..:11 
guard;irs<: h:1st;.i \ . .'I 11Hll1IL'lllo en qt1L' se m.:ccsilcn. El stu:ro que se \'i.I a probar si.: culucu 
d..:nlrn d1.· lns hny111.·lus do.: manera qui: los anticuerpos cspcciticos dd sui:ro pu..:den unirse al 
antígcnn c1il11cad11 1.·11 las pan:d..:s. d.:spués dela incubación y de un la\'ado la presencia de 
los a11tkt1L'l"pns SL' pt1L'lh: th:tcctar agn:gando una antiglubulina quí1nicu1ncnll.! unida a unu 
cn1.i111a . este co111pli:jo so.: une a los anticuerpos y después de la im:ub:u:ilin y el lavado se 
dch:cLa y se 111idL' con snlo agregar el sustl'ato pura la corn:sptHH.licntc cnzi111a . La 
intensidad di:I color sc·rú proporcional a la enzima que se haya captado y si: Ice mediante la 
cspcctrofn111111c·1ria ( X ) . 

Lus 111é1nd11s dL" 1:1.JSA permiten dosilicnr con una huem1 sensibilidad componentes 
dc int<.:rés biuJ.'1gico. Esas técnicas se basan en dos tipos de procedimientos: 1 ) Se necesitn 
una 1:1s1.· súlida para i111110,·ilizar al antígeno o al anticuerpo asociado a la enzima y permitir 
así la .,,·;du;ición del complejo antigcno-a11ticucr¡m- <.:nzima: son las dosilicacioncs de la 
fase he ten 1gé11c::i. ~ l l.ln procedimiento en el que no se necesita separación porque las 
dosilicaciorn.:s d.:I complcjo se cfoctllan diri:ctnmcntc en la mezcla de reacción y es 
mmlilicada su ac·1i,·idml sc·gún la extensión de la rcacciiln antígeno-anticuerpo: son las 
dosilicacioncs L"n 1:1sc Jw1rn1génca ( 111 ) . 



J\IATEIUAL Y METODO 

l .Ohlc11cii111 llcl uhuslu \"in1I. 

El herpes \'irus hn\'ino tipo utiliwdo para la eslnndarizaeiún de In prueba. se 
ohtun1 n partir de cultivo' celulares ele la línea de ril1ón de cerdo (SKI.) en el pase 116 
donadas pnr el Centro Nacional de Diagnoslico en Salud l\nimal (CENASA). Estas 
células 'e l·o11scn·arn11 1m:di:111tc subcullivos seriados con um1 conlluci¡cia· del 90 % 
utilizando 111edin 111i11i111n e'encial con suero li:tal bovino al 5'llo (\'er apéndice). hasta 
obtener 500 mi de cultivo celuh1r Jinal. los cuales se encontrabnn nlmncenndos en 
hotcll~1s parn culli\'n de .:!S c111 J . 

l .as botellas fueron inoculadas cada una con 1 mi de Herpes virus bovino tipo 1 
con un titulo de 1 O .¡ uljil/ul y sin utilizar medio de cultivo se mezclnhan cada 15 
11iin11111s durante 1 lwra. 1\ 1 pasar la hura se les adicionó medio de mantenimiento que 
contenía sucr" fetal bn\'ino ni 3 % y se reincubahan a 3 7 C con atmóstern de C02 . 
Pnsnnch.1 2-1 hora:-. ~L· prc!-ic11tahn el clCcto citopi'llic.o y entonces los cuhi\'oS se 
congclan>n a· 70 C y dcsco11gelan111 en un haílo Maria a 37 C lo mils rúpido posible. 3 
veces. l'osterillnnente M: cc111rili1gó el cn11tc11ido ;1 3000 rpm durante 15 minutos y el 
suhrcmllh1111t.: se almaccnú en viales estériles úc :?5 1111 cudn uno con lapa y rctnpn en un 
ullr:1co11gelad11r ( REVCC l). 

2.Snt.•rus pusifh•os )' ncgafÍ\'oS. 

Sl: usaron 1 O sueros ele bovinos que resultaron altamente posilh•os o negativos a 
1.0.R. probados pn.:\'iamcnte por la técnica de ELISA comercial El.f-VET (L:1horatorio 
Ot:ldico) . De estos sueros se mezclaron los 5 positivos y por otro lado los 5 negativos. 
así se obtuvieron los controles purn la est:mdnriznci<'>n de In pruclm. 

3.Cunjugado •111lil11l\·i110. 

Para la estandarizm.:i<'>n de la prueba se utilizó un conjugado nnti lgG bovino 
comercial elahormlo por Sigmn lnmunochcmicnls recomendando unn dilución 1 :2500 en 
solueiún reguladora de li1slhtos pnrn usarse en los inmunoensnyos. 

4. l>csarrulladur de color. 

S..: utilizó para d experimento la o-li.:nilendimninn (OPD) diluida ..:n solución 
reguladora de citrntos pi 1 5.0 ( ver upéndicc). De.igual forma para detener la reacción 
se utilizú ..:1 ücido fosll">rko 1 M. 
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:Ul'l'lnra 11l' la 111·11drn. 

""'"" ll-1.·r las pi'"""'" lllilizn un leclur de 111icrnpl:1eas ( r ... 1e1rnlah 1)70) 111ilizando 
1111 1il1rn d..: 51J1111111. 1:,,.., "parato se c:ilentnha por lo menos 15 minutos :111tes de realizar 
la lec111ra y "' ~alibri• a 11.0 de ahsnrbancia ( 1\hs) cnn un pozo cn111enlendo 1 SO ul de 
agua hid .... ·:-.Lilada. 

(1. Co11trnlcs lle la 111icrophtl"a 

l'ara la estandari/aciún de la prudia se utilizaron micrnplacas de media alinid:1d 
(C ·osT1\ R l di: 'ih pcv .. s. d,111dc la hilera 1 se utilizó como el c1111ln>I de la propia 
1nkmpla~" rc:ili/Üllllosc 111ndili<:acinnes en las cu:íles se omitiú ¡¡)guno de los p:1sos de 
la 1éc11ka dc U.IS1\ indirecta cnmn In muestra la ligura 1 • 

Fl<;tll{A 1 

l'IWEBA l>F. F.LISA INl>IUEC.TA COMPl.ETA 

. _____ SOLUCION l>F. PAltO 

---- l>F.SAlmOLLADOR DE COLOR 

1-ar ANTI lgG BOVINO El Y FI 

1 ,-, ANTICUEl~PO BOVINO CI Y l>I 

01 CJI CJ • , _ANTIGENO vmAL 

1111:1.11 tic 11olicstirc1111 

NOT/\: 
-En la hilcrn Je 1 ~e nmitiú el i:lemcnto correspondiente u ese 110zo. 

1 ; Sc rclicre a la "'lución bloqueadora. 

Al Y DI 

- Lns pozos C i 1 y 111 se utilizaron como testigos negutivos scnsihilizñndnlus con células 
SKL sin inli:c1:1r diluidas 1: 1 O. 
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7.Sl'll•c.•1..•iúu de.• la sol11l"il111 hloqlll'atlora 

Se fl.:oili1t'• un "-'·'pcrilncnto donde se scnsihili:t.ó una microplaca con dos 
dilw .. ·iunc:-. dil'-·rl.'llks dt..• ,,:élulas SKI. Cll soh11.:iú11 di: carhonatu·hic.·m·hl11Hllo pi t ').() 
(a¡i1.~nc.Ji1..·c1 . ..::Hin una tk· la!-o hilcru~ tenia su testigo negativo que se i.:rnnpunia de 
sulm.:i\·111 ch.· l'i.11 hn11;1tu·hkarhn11atn. sin ninguna protcin;.1, se tnp\1 y sc incuhl1 toda In 
noi.:hL· ;1 ..l ( · d1..·~plll.~S ""-' lavl·, ~ se aplh.:aron 100 ul de lns si.;;uh:11tcs protcinus parn 
rcali/.¡¡r d hl11qucu. 1~1 llllC signilh:a saturar kJs csp:.u:iu!t t1uc 11\1 ~'Lll)lÓ Id untigcnu : 
grcntina til 1).2:' 1!1i1. :-.rn:ro frtal hll\'Ínn. suero de com:jo. suero de cabra. leche 
dc'.">t.:rc111mla ( Svdty ). 1::-.1as proteínas se distribuyeron conl¡l · Jl, 1nucstn.1 la ligurn 2 . Se 
lapú ~ '" ineuh«1 a _; 7 ( · pur dos horas. pnstcriormcnh: se lavú. 'ec1i y se i111plement1) el 
pn1..:cs11 1111nn;d de la prueba utiliza11dn la 111ezcla de suero positivo. l'ost.:rionnente sé 
rcalizii olra pla..:a dumk 'e bloqueó con grenctina al 0.25 % y se incubó la 111itad durante 
1 IH•ra y la ,1lr•1 mitad las du!-o huras L·stablL·...:idns '111lcriunncntc. 

Fll;UnA 2. 
SEl.ECCIO:'\ l>E l..\ SOl.U«IÚN llLOQUEAJ)ORA 

1 J .¡ :; (1 7 8 1) 111 11 12 
· 1-0--1-11):2 lll-1 111-~ 10-1 10-:? 10-1 I O-:? 10-1 l ll-:? 10-1 10-:? 
1 (j (j 

11 J{ 1( e e e e L L 

1 E L s s () () ¡\ ¡\ E E 

11 N N N N 13 13 e e 

1 E ¡: r- F E E R R 11 1-1 

11 T T .1 .1 A A E E 

1 1 1 13 LI o o 

11 
NJ\ NA 

l. l'OZO CON l'IU>TEINA COMO BLOQUEADOR 
11. SIN l'ROTEINAS DE BLOQUEO SOLO CON SOLUCIÓN DE 
< '.\UUON,\T(l-UICAIUlONATO .,, 



!l.Optimiz:11:iú11 de la 11r111:ha 

a. l>ctcrmi11:1ci(m de la dil11cii111 optima tlcl \'irus 

l'arn determinar h1 dilución 1ipti111a del antígeno scnsihilizantc se rcali7.ó un 
cxpc...·ri111c1110 1..·11 du1hk' '"'' ~cnsihili/.aron dos microplm:as col\ 100 ul de l lcrpcs virus 
bovino tipo 1 en dilud1111cs decimales comenzando en el pozo /\2 con In dilución 1: 1 O 
l1<1'ta el pn/ll :\ 12 c1111u1 lo 111u<!slra la ligura 3. se tapó y se incubó a.¡ C durante toda la 
noche. l.as diluciones del virus se realizaron en solución de curbonatu-bic:irbonato. una 
vez lavada y bluqucada S<! aplicaron diluciones dohl<!S de la me/.cla d<! sueros positivos 
dil11yli11dulo cn cl n:guladnr dc foslhlos (PBS) pi 1 7.0 (vcr ap~ndi<:c) comenzando en cl 
po/.o ,\~ has la 11 1 (\'cr ligura J ). Este cxpcri111cnto se ri::aliLó por duplicado. 

Flf;UnA 3 
MICllOl'LAC..\ DE% l'OZOS 

1 , 3 .¡ " - 7 8 10 ti 12 
A IO o 1 o -1 10-2 10-3 10-4 10-5 I0-(1 10-7 10-H 10-9 10-10 

1:-1 
B 1:8 

e 1:1'1 

D 1:32 

E 1:64 

" 1:128 

G 1:256 

... 1:512 

-La lulcra 1 conlenm los controles de la placa. 

b) AnliJ!eno se11sihiliz:111tc. 

i\I virns y a las célulus testigo se les aplicuron tres tratamientos qulmicos 
di!Crc111es l \'CI' api!ndice) y se preparó otra 111icroplac11 con virus y sus respectivos 
testigos cun una diludlin 1: 100 probando 5 sueros positivos. 5 sospechosos y 5 
negativos diluidos 1: 100. "I resto de lu prueba se realizó de manera normal. 

Al producto de los tratamientos l. 2 y 3 ( ver np~ndicc) se les renlizó 
electroll1resis en geles de pulicrmnida en comliciones reductoras. 
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c.l~sla1ulal'izal'ii•n lid suero)' t:unjnJ.?,adn hn\•ino. 

Sl.· 'l'll..,ihili/arnn J hilcras dl.0 olra microplm:n con la dih11.:iún 1.h..· virus nhlcnidu 
...:u d 1.'.\jll0 ri111c11to a11tcriur. i.:011 sus rcspccth•os testigos ncgnlÍ\'1.1s Je calla po1.o y los 
ll.'Sti~''" c.k· l;1 l''ªl'a ~ -....: ll·~ uplicú sucn• rcaliza1u.1,, dilw..:il11lC!-t 1.h1hlc~ dc,,.llc 1:100 hasta 
1 :800 y l""'li;111dn .' diluc·i1111es diferentes dc co1\iugmlo: 1 ::!5il0 cnnH> lo rccnmicnda el 
pruduc:tur. 1 :SOOll y 1: 101100 distrihuyémlulu como lo muestrn la ligura 4. Est:1 placa se 
rcnlizc) por d11pli'-=m.10 utilizando el suero cstündar 11usitivo v otra par~1 el nct!nlivo. 

- 1-

FIC:lll{,\ -l 
SUEIH> y ro:'\.JlJ(;,\))() ,\NTIUOVINO 

1 2 3 .¡ 

.\ su1mo 1 : 1110 SUERO 1:100 SllEIU> l:IOO 
CON.JUGADO CON.JUGAl>O CON.lll(;ADO 

1:25011 1:501111 1:10,00tl 
ll TESTIGO TESTIGO TEST1<;0 

NEGATIVO NEGATIVO Nf.GATIVO 
(" su1mo 1:200 su1mo 1 :200 SllEIH> 1 :2011 

l> TJ·:s-nc;o TESTIGO TEST1<;0 
E s111mo 1:4110 SUEIU> 1 :4110 Sll1'1~0 1 :.jOO 

F TESTIGO TESTIGO T1·:ST1<;0 
1; SUERO 1 :HOO SUERO 1:800 SlJEl{O 1 :800 

11 TESTIGO TESTIGO TESTIGO 

-1..a hilera 1 snn In~ testigos de la propia placa 
-Sé realizo el mismo csqucma utiliznndo la mczcla de sueros positivo y negativo. 

tl.Esta111larizacii111 tic la co11cc11tracii111 dcsnrrolhulora de color. 

S.: preparó otra mkroplaca con las condiciones de virus y sm:ro ya establecidas 
dc acuerdo a los resultados <1uc se ihan uhtcnicndo y se usaron dns cunccntracioncs 
dilcrentcs dc cunjugadn: 1 :3:!00 y 1 :4000 . l'or otro Indo se prohnrun .1 concentraciones 
dilcrcntcs de lll'D consistentes en : a) 5 mg de OPD diluidos en 5 mi de huffi:r de 
citrntos y 1 O ul de pcrnx ido de hidrógeno. 
B)5 111g de 01'11. en IO 1111 de citrato y 10 ul de pcrüxido. 
C) 5 mg dL' 111'1> en 15 mi de citrato y 1 O ul de peroxido. iucuhando cn oscuridad 15 
minutos y parando la reacciim con iicidn lilsfl>rico. 
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c. Pnll•ha lle 1.·lc111cnlus l'Standari~.ados . 

l j11.1 ''~/ cswhl1..·~id,1s his p:1rü111ctros !-il.! preparó otrn n1icruplnca y se uplicaron 
JO !-ith.:rns dil'-:rl.'lllt .. '' : IO posi1ivns. 10 111.!gativos y 10 !\Ospcchnsns clasilicados ns( 
pn .. ·\'i:t1t1L'1111.: pur la pn1l·ha dL· VN. l.ns sueros fueron agrcgndns en dilm.:io1H.'S dobles 1.le 
1 :8 h:"la 1 :h 1 ¡wr p11/11. 1 'na \·c1 aplkadn el suero se i111.:ubii a .'l7 <: durante una hora y 
se :1¡!rcgi1 <.'I <.'11nj11gad11 en 111m dil11ciiin 1 :6.t.000 dcspucs de lavar la placa. El rcsto del 
cnsayn s.: n.::di1ii dc 111:111crn normal. Este experimento se hizo pnr duplicado.siilo que en 
la segunda pla<.':i 'e 111ili/an111 l<>S s11cros dil11idns 1 ::!00 y el cnnjugadll diluido 1 ::!500. 
el n:sh1 de l;i prul'lia !-le i1nplc111cntll de manera rutinaria. 

•1.nctl•r111i11al'iú11 tic :111tic11crpus co11tra l.n.R. mediante la ti:cnica tic ELISA 
í11tlircc1a. 

1 k 111' 200 ,ucrns rccolcctadus de diferentes zonas como son : Chiupas. 
l ·uautiilún ~ Ti1ayuca t Lstadn de l'vl~xico) se tomaron al azar 50 con los cuales se 
i111plcn1l·n11., la prueba de U.IS/\ estandarizada y postcriurmentc estos sueros lheron 
cm·iadu' al l T~1\S.\ pam c11rrdacionnr el resultalki mediante la técnica t.lc virus 
1tcl1lraliz;u .. · iú11. 

10. Análisis t!Slatlistil•o. 

l.11,., 1c,11ll:1d11' 11htcnidos de la ELISA est:mdarizada C<lllHl de virus 
neu1r:1lizaciú11 '~ c.:onjunturun parn el:1bnrar el anúlisis estadístico húsic.:o agrupnndo los 
resultados l"n grupos. en li1nc.:ión de los títulos sugeridos por CENAS¡\ p;1ra la pruebn de 
virusncutrnli/aciún se determinó la correlación entre la prueba de ELISA estandarizadn 
y la prueba tic virusnculrali/.aeii>n . se detcrminnrnn los pariunctros de sensibilidad y 
espcc.:ilicilk1d por medio de unn tabla binaria ··2 por 2'" por medio de los siguientes 
métodos: 

l'ruchn de ELIS/\ 

l'nsitivo Negutivo 
Virus rn.:ulrali/.achln 

Toinl Je resultuJns: 1\ B + C: + () 
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1\ :- 11111 '· n;, 

,\ 1 (. 

!:SI'!:< 'll'ICll lt\11·• l{c,ulladns nc¡;aLivns vcrdmlcrns IJ X 100 ~"~• 

h+d 

También se n.:alizll la prueba e:-,tadística de anülisis de eorrcladtln s~glm D~micls. 
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l{ESULTADOS 
l .Ohtencic'111 cll'I ahnsto \'iral. 

1\I s.:r i11li:.:1ados l11s .:ulii\'os cclulan.:s con d hcrpcsvirus s.: pr.:sellló u las 24 horus 
el cl'ec111 ci1úpalic11 cnnsistenle en la formación de vacuolqs intracitoplasmúticas. cl 
c.:mnbio en la 11111rft,logia t."L•lular 1.¡t11: inicialn1cnh: eran pnliC<lricus y posteriores al cli.:cto se 
lornaba11 formas L'in.:ular y algunas otras fusiformes , mlemús de prescnlllr un puntilleo 
oscuro n.:fring.:11lc l'll el ci1oplasma y linalmcnlc su desprendimiento . 1\1 eenlrif'ugar el 
co11tcnidu dL' las hnt.:llas congeladas y descongeladas prcvimnente. s.: tksechi> d sedimento 
y se alm:u:L'11l1 ..:1 s11hrL"nada11l.: l'll el ullrm:ong.:lador. De eslus culti\'os virales se 
obtu\'io;ron 700 mi w11 un lillilo 1 O 8 ul'pl / 100 ul. 

2.Sucros po~iti\'us y nl·~aliYns 

Para la .:standarizaciim de la prm.:ba se mezclaron los sueros que se muestran en la 
siguiente tabla 1: 

TABLA 
ll>ENTIFICACION H.ESUL TAl>O ELIVET 

1043 POSITIVO+++++ 
111 POSITIVO++++ 
283 POSITIVO++++ 
1 <)IJ5 POSITIVO+++++ 
202 POSITIVO++++ 
211 NEGATIVO -
383 NEGATIVO-
282 NEGATIVO-
1140 NEGATIVO-
102 NEGATIVO-

* Anúlisis realizado por laboratorio DIVET. 

3.Eliminnciim del ruido de fondo mcdhmte diversas soluciones hlo11ue11dor11s. 

De las 5 proteinas probadas para seleccionar el mejor bloqueador se observaron los 
resultados que mucslm la labia 2. 
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BLOC)l'EADO 
RES 
GRENETIN,\ 
0.25 'X1 
SUERO 
FETAL 
BOVINO 
SUERO 
CON E.JO 
SUERO l>E 
CABRA 
LECHI•: 
l>l~SCREi\-11•: -
DA 

TABLA 2 
SOLUCIONES BLOQllEAl>Ol{J\S. 

EXl'EIUi\IEN EXl'EIUMEN EXl'EIUJ\IEN 
TO ,.\ 1 TO A2 TOBI 
() o () 

,(1(12 .050 o 

.017 .012 .013 

.005 .004 .004 

.1107 o .002 

EXPl-:l{IMEN 
TO B2 
() 

.001 

.011 

.003 

.(J()l) 

-1.us rc•sttli:id11s l'SIÚll CXpn:smlus Cl1 dilcrcnciu de abst1rha11cia (/\bs cclulas- J\bs blanco) a 
..¡<¡o 11111. 
-Exp 1\ 1 y íl 1: cxpcri111cn1us realizados por duplicmlo cun dilución de cclulas 1 O -1 
-Exp A2 y íl2: experimentos realizados por duplicndo con dilucion de cclulns 1 O -2 

En i;unnto n los dos tiempos de bloqueo que se ensaynron JO minutos y una hora. no 
se observii dili:rc11cia utilizando grcnctina al 0.25 % ni con l.:ch.: al 0.10 % como 
bloqu.:adorcs. 

4.0ptimizaciim de la pruclm 

a) Uctcrminaciim de la dih11:ii111 011ti11111 de \•irus. 

En el exp.:ri111L·nto donde se realizaron diluciones del antígcnu contra dilucion.:s de 
un su.:ro po~1tivo para elegir el o'iptimu del antigeno scnsibiliznnt.: se uhserrnrun diferencias 
de Ahs que· se• 111ues1n111 .:11 la tnhln 3 . 
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TABLA3 
IH:TERMINAC'ION DE LA l>ILUCION OPTIMA DEL vmus 

DILUCION 1>11. l i('ION 
DEL \'IRllS lll-:1. 

Sl'EIH> 1:2 1:"' 1: H 1: 1<1 1:32 
1 : ''"' 

1: 12H 1:256 

1 () {) .ll'J.2 .(105 .201 .330 .149 .231 .2'JI .171 

1 (J - 1 _1115 .086 .082 .237 .137 .07'J .018 .605 

1 () - 2 15 1) .186 .182 .235 .237 .278 .318 .330 

1 () - -' l<1-l .149 .152 .201 .278 .173 .205 .133 

1 () - .¡ .0117 .103 .002 o o .011 .016 () 

1 () - 5 11 u .12.) .111 .141 .150 .123 .209 

-Los resultados estiin e.-.¡presados L'n J\bs. 
-Las dilucium:s dccimalcs se relieren ti las diluciones del nntigeno en solución de 
carbunnlu-bicarbtint1tu 

1\ partir dc las diluciones 1 O -7 las ubsorhuncias <lnn como resultuJo lecturns <le O. 

h).Anligcno sc11sihilizunlc. 

' 
En los experimentos reulizudus pura el virus en diferentes trntumientos no se aprecio 

ulgunu diforcncia importante utilizando los sueros diluidos 1: 1 OO. sin embargo en lu figura 
1 se muestran los resultados obtenidos del mismo experimentos pero diluyendo los sueros 
1 :200. 
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e)Estandarizaeii111 del suero y eoujui.:ado :111tib1wino. 

En los experimentos realizados con el suero diluido 1 :32 no se observaron 
variaciones entre las dili:rcntes concentraciones del conjugudo antibovino .La optimizncion 
del suero y Clll\Íllgado a partir de las diluciones 1: 100 se muestran en la ligura 1 y 2. 
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FIGURA 1. OPTIMIZACION DEL SUERO Y CONJUGADO (SUERO 
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d) Esl:1111farizaciirn dl' la s11l11cii111 dl•sarrolladura de color. 

l-:11 la labia .J se· mucslran los resultados nhlcnidns probando lrcs dili:rcnlcs 
e1111ec111raei<11K·s de· t >l'I l c·1111 d11s e11mli.:io11cs dili:rcnlcs de e1111jugad11. 

TABLA4 
Ol'Tli\llZ.\CION DEL,\ SOLlJCION l>ESAH.ROLLADOR,\ DE COLOI{ 

DESARROLLA- DESAIU{OLLA- DESAIUH>LLA-
()()!{ 1 DOR 2 DOR3 

C:ON.IUG,\l>O 
l>ILllTI>O 1 ::?SOll . 133 .084 .025 

.143 .()3() o 
CON.Jl I(; .. \ l>O 

DILUIDO 1 :.JOllll .O<J3 .053 .062 

() .062 .004 

-D<:sarmllmlnr 1. 2 y 3 l ,·cr upcmliec) 
-1.ns rc•stillados es1ú11 c•xprc·sados en dili:rcncia de ahsorvancia y por duplicado. 

c)Pruclrn de clcmcntus estandarizados. 

En <:sic cxpcrimcnln diluyendo los sueros hasla 1 : 64 .las di!Crcncins no fueron 
significativas. Los resultados parn los sueros diluidos 1 :200 y utilizando el conjugado 
1 :2500 se mucslran en la ligurn 3 . 
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FIGURA 3. PRUEBA DE ELEMENTOS ESTANDARIZADOS 
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5. l>ckrmi1111ci1111 ill' :111lkt1l'l"(lUS cnnlra 1111~ y cnrrcl11cii111 l'Ull la prul'lm tic \'irus 
ncul rali:1.aeii111. 

1'.11 l'I c.\pl·ri11ll'lllo donde se prnhamn 50 sueros elegidos alca1oria111cntc se 
uh1uvicm11 los l"l'sulladus l'Xpresmlos en las tablas 5.6 y 7. 

TAHLAS 
SUEROS NEGATIVOS l'IH>IJADOS POR VIRUS NEUTRALIZACION 

IDENTIFICACION DEL vm.us l•:LISA INDIRECTA 
SIJEIH> NEUTl~ALIZACIÓN 

512 NEUATIVO º·ººº ::;.u, NEOATIVO 0.012 
7h2 NEGATIVO 0.000 

'><•-' NEGATIVO 0.000 
NllO NEGATIVO 0.033 

''-' NEGATIVO o.o.:w 
21 NE<iATl\10 0.051 

2111) NE<iATl\10 º·ººº 
~5 Nl:<iATI VO o.oss 
IO NI'.< i1\TI VI l , O.O 1 N 

21-' NE<iATIVO 0.110 
65 NE<lArlVO 0.237 
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1:'7 NUit\TIVO 0.120 

---------NHii\'~-- -- --- - o.1iliff 
-----2-1.'l N"(i1\TIVO 0.032 

12f_t _______ , ____ N_J:_c_¡,-\.-J'-l\-1-<>----+------,-,,-0f_H_l ____ ~ 

TABLA <1 . .• 
s1;1·:Hos SOSl'EC'llOSOS POR vmus NEllTl(ALIZACION 

ll>ENTIFIC.-\C'ION DE 

1 

vmus ELISA INl>m.ECTA 
SllEIH>S NEUTRALIZACION ,, I"') 0.00lJ --

8" '_, 1:2 0.000 
8.:i 1:2 0.026 
183 1 :2 0.058 
._, 1:4 º·ººº 

-1.> 1:4 0.000 

'-' 1:4 0.101 
1<>7 1:4 O. J_N 

\ .\3 1 :8 0.011 
;no 1 :8 o.o 1 o 
~-' 1 :8 º·ººº 
25 1 :8 0.020 
27 1:8 0.012 
~CJ 1:8 0.030 
38 1 :8 0.02-1 

2000 1:8 0.034 

•·¡ 
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TABLA 7 
SllEIHlS"l'<>SITIVOS l'Olt VIRUS NEllTR,\l.IZACION 

ll>ENTll:I< '.\< 'l<>N IJE \'l ltUS ELIS,\ INIHltEC'l'A 
SI IEJ{OS NElJTRAl.IZACION 

1 8.> 1:16 0.0(>5 
101) 1 :J:! º·ººº 
21 1 1:32 0.1 (}l) 

1..;;..:; 1 :32 0.116 
(1 1 :32 0.118 

-IX 1 :32 0.1<>4 

"·11 1:64 0.110 

·' -~ ~ 1 :(14 0.124 -
:'11\ 1 :(14 0.527 

1 '" 1 :128 o. 1 ()O 
f 2lJ:' 1 :128 0.330 
lllX 1:128 0.407 
2'J:' 1 :128 O.lJX2 
1.:::x 1: 128 ().(105 

122 1 :128 0502 
111 1:128 0..122 
153 1:128 o.xoo 
:ilJ 1 :128 0.412 

Tnmando como parúmctros de relcrcncin los titulos de \'inrn neutrnlizaeión se 
realizó la tabla de cllnlingem:ia parn obtener la sensibilidud y especificidad de la prueba: 

ELISA POSITIVO ELISA NEGATIVO 
\'JIHIS 16/50 10/~0 

·' 
NEUTRALIZ,\Cl<>N 
l'OSITIVO 
vmus 5/50 l W50 
NElJTH1\l,IZACIÚN 
NE<:ATl\'O .. 
--------------- ~ 
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Sl:NSIBll.ll>.\I> .\ 
---------- - 1 (1(1 % 
\ . l. 

7<>. lº'Í• 

l·:Sl'l'CIFl!'llJ.\IJ - IJ 
---------- ~ 1 ()() % 
1 \. 1) 

1"111naml11 l1>s 111is1110 parúmclros ~e obtuvo un índice de currclm:il>n con In prueba de 
,·in1s 1h:t1lr'1lii'al:it·111 d":: 

lº<>RREl.ACION= 81.1% (0.811) 

FRECUENCIAS DE SUEROS 
NEGATIVOS 
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o 
"~2~=-=" ~ - ~ J 
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DISCUSION 

El ahastn de l lcrpes virus que se obtuvo para u'tilizurlo cu1110 nnllgeno 
s.:nsihilizanlc' pn:,enli1 .:n los cultivos celulares la defornrnción de la célula. 
cmnbiandnla d.: 1mliédrica a redonda (eli:cto citop:Hico), asl como el desprendimiento 
dl.•I 70 n,;, dl~ la lllOIHH.:apa a l:.ts 4N horas. y el dcsprc11di1nic11tn lola) de la 111n11ncnp:t n las 
72 h11ra,. :111nque algun11s autores 111cncinn:1n que prefieren utilizar el anllgcno de 4 dlas 
d.: c•lcclll ci111pi11ko l 1 <J ) y otros considerun el 50 'Yo de desprendimiento de la 
monocapa conu• electo total mle111ús de la deformación prelimin:1r de In ci:lulas ( 10 ). 
Ninguno de estos mnorcs presentó un titulo mayor ó igual a nuestro ahasto ohtenido que 
mustrú un 1itul11 de 1 tl 8 unidades IOnnadoras de placa lítica (ufpl I 100 ul.) diferente n 
lo r.:porlado cn otr<1' trabajos como 10 5.8 ufpl/100 ul (l. 9 ):b 10 7 uljil-/ IOOul. 

Una vc1: obtenido nuestro antigeno sensibilizante se 11roccdiil a elegir sueros 
altos positivos. suspedlllsos y negativos Por In que de una recolcccilin y evaluación 
1m:din11te virus n.:utralización que se hizo Je diferentes entidades: Tiz:1yuca. Cuautitlán 
y Chiapas se loniaron súlo 5 sueros de cada uno y se realizli una 111ezcla positiva.una 
sospcd1osa y una negativa. obteniemlo una volumen de 20 mi de cada uno • el que 
sirviú como sueros control para la estandarización de toda In ti:cnica. Este paso se 
rcnlid1 para quc lodos lns elementos de la ti:cnicn se establecieran bajo las mismas 
condiciones y no lltllara suero al pasar de un experimento a otro, con la consiguiente 
vuriación de los resultados obtenidos. 

En lus tablas donde se exponen las diferencias de absorhancia de las 5 protelnas 
prnbadns para li.tncionar como blm1ueadores, se puede apreciar que In grenctinn es el 
hloquc:idor qm: 111cjor limcionil y <1ue presentu menor uhsorbnneia aunque el cultivo 
celular sin virus c1111 que se sensibilizó la placa se encontraba diluldo 1: 10 li 1: 100, le 
siguill el sm:rn de ,,:abra y la leche dcscrc111ndn sin c111hargo estos dos í1l1i111os son 111as 

dilicilcs de conseguir y representan 1nayor costo: en esta tesis se buscó cstanc..larizar una 
prueba de El.ISA r(1pida y que representara el menor costo posihle por lo que se eligió 
la grenctina al 0.25 % co1110 bloqueador de nuestros experimentos: ademas existen 
autores que ya lrnn repnrtado la utilización de esta protelna como bloqueador y han 
obtenido buenos resultados. (4,5). Existen otros estudios t(U\! reportan como mejor 
bloqueador parn los ensayos de ELISA a la albí11nina bovina ( 1,2.6 ) sin embargo 
también es 111uy costClsa. En cuanto n los dos tiempos de bloqueo qm: se pmbaron a 37 
C no cxistil• dili:rencia alguna en las lecturas e incluso existe otra opcilin que mencionan 
algunos trab:\ius ( 5,6.14) y consiste en dejar dejar la placa con el blol1ueador durante 
todn In noche pero a 4 C . condiciones que en nuestros experimentos limcionó muy 
parecido (resultados no mostrndos). ademas de que el mctodo Je bloqueo a 37 e ayuda 
tambicn a In mejor organización del trabajo. 

En muy pocos trabajos se menciona la dilución 'optima de la solución 
sensibilizantc . en la mnyorin de los trabajos se realizo una titulación previa probando al 
virus c11ntrn otro elemento del ensayo; este paso se tomo como lo mencionaba la 
bihliugralia y se probó al virus contra la dilución del suero utiliLando un suero positivo 
para este lin y t:1111hii:n como algunos autores lo mencionan .la mejor dilución para el 
virus fue 1 : 100 todavia pmlicnúu utilizarse la dilución de 1: 1000 como alternativa . 
( 1'1.:!l ). 
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. sin e111hargo. el resulladn <¡ue se obtuvo fui: contrario a Jo que se esperaba yn que 
diluyendo el virus y el suero simulli111ca111cntc cspcr¡ibmnos i.:ncontrnr una rclnción 
proporcional pcn1 dcsc1..·uc.lcntc. es Llccir. que u menor conccntrución de virus y suero la 
absnrhancia {1\h ... , rucr;,1 llH.:nor. Sin c:mhargu. In l)llC se apn.:cit'1 t.•n CShlS ri..·sultac.los ruc 
el cli..·L.·tu 1..·rn1trario. a 1naynr dilucilln de suc.:ru In AN ihu Cn au1ni.:ntu. esto siempre y 
cunnd<> la diluciiin del \'irus li1cra de 1: 100 . yn que no Pª"'"ª Jo mismo con Jns 
diludunco..; !'o.i~uicnh.'s. Ln éstas. co1no se aprecia en la tahln 2. las absorbm1cins no 
mostraban 11i11gi111a cnnduda ordenada. En la dilución 1:100 ·se apreció una 
uniformidad d.: his As . ..:s d..:cir de menor a mnyor lectura y las mayores /\bs se 
alca111.anin al diluir <:I 'uero 1: 1 :rn y 1: 256. Por otro lado utilizando el antígeno directo 
y diluido 10-1 se apreciaron saltos de /\bs de 0.605 diluyen<.ln el suero 1 :4 n 0.330 <.le 
;\s diluye11dolo 1: 1 (1 y luego volvi:r a tli:scender . En el cnso ch: la As tan clevntln nos 
puede i11dkar un a11111c1110 e11 el ruido de fon<.lo clebiclo a la mayor cantitlatl de enlaces 
inespcd lkns a "Iros elementos proteínicos que no neccsuriami:ntc son virus. Por otro 
ladn. cstns s:illus t:imhi<:n p11<:dc11 deberse a la variable capacidad de absorción que hay 
entre un puzo y ntrn . de este modn obtenemos As como en In dilución 1: 10.000 que 
pre.,cntn lecturas de ti . Pnr todas estas rnzoncs se eligio la <.liluciim 1: 1 UU de virus 
Clll\lU c.mtigcn,, scn~ihili/antc. 

En 11uc~tn,s experimentos de dilucii'm Optirna de antigcnn scnsihiliznntc ya 
hahimnus l\:11idn inclicins tic <(UC las mejores diluciones pnrn el suero se cncontrnbnn 
clcspues de 1: 100 debido " que era cuando se aumentaban las l<:cturas hasta llegar n 
tener 1\hs de tl.3110 h> qm: proporcionú una lectura aceptable para un suero positivo y 
nuevamente lo pmhan111s al experimentar con el suero cliluidn hasta 1 :32 proh:inclolo 
...:untra el con,iugadu en varias diluciones 4 yn c.1uc no se apreciaban variaciones 
sig11ilicativas. e''" es que· las lecturas liiernn menores de 0.100 de camhiu de /\bs . En 
nuestros cxperilnentos. para obtem:r la dilución optima del suero y del conjugado 
<.liluyemlu nue,trn .,uero positivo de 1: 100 en a<.lelante se lograron alcanzar Cambios de 
/\bs en un suero positivo hasta de 0.800, mientras que en el suero negativo las lecturas 
múxinrns eran de 0.160 de cambio tic Abs como lo mucstrnn las grálicus 
correspondientes ( ligura 1 y 2 ) adenuis siguio presente el principio anterior <.lande a 
mayor dilución del suero y COl\jugado la lecturas se incrementaba y en el suero positivo 
llegaban a un limite. donde ya no continuaba el aumento: en las diluciones 1:1600 y 
1 :3200: Por otro latlo tmnbii:n se aprecio que diluyendo el conjugatlo 1 :2500 ~e observa 
una mayor di!Crcncia entre un suero positivo y uno negativo adenuis de se~ esta la 
dilución que sugiere el pro<.luctor de conjugatlo antibovino. Tonrnnclo en· cúentn que 
nuestra clilucii111 i>ptima del conjugado lite ele 1 :2500 no se eligio la diluciim del suero 
de 1 :-IOO aunque las dilcrencias de /\s que porporcionabn ernn n.pyorcs clchiclo l!.lJUe lns 
Jc.:turas alc:um1ban 1\s de 1.700 y l .!!00 y en el lector de El.IS.~ que se utilizo i:stc tipo 
de As hrtcin varirtr mucho In lcclltrn al momento <.le leer Ja pl:tca • por In lJUe se decidió 
utilizar la clilueiiln :mterior a 1 :400 ohscrvan<.lo que ya desde Ja diluciim 1: 100 !-lcl suero 
la dilcreneia c:ntre un suero positivo y uno negativo era muy°accptnhle siempre y cuando 
se utilizara el .:onjugmlo diluido 1 :2500 . Las siguientes diluciones <.lel eonjugndo 
1 :5000 y 1: 111.11110 arrojalmn Jccturns muy h:\ias pnrn un suero positivo ( 0.100 de 
emnhin de 1\s) mientras que Jos sueros negativos Jlcg11lmn u tener camhins ele /\!>de 
0.1 (>(J. Jo eu:'1I 1111 pcrmitia una hucna dilcrenciaciün diagnóstirn .. l'nr todn esto. para 
nuo.:strus expc:rinu:ntns so: utilizii el suero diluido 1 :200 y el conj1tgmlo 1 :2500 a partir ele 
ese mc.11ncu1n. 
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Este n:s111ladn coincidió con algunos trabajos consultados donde si: utiliza la misma 
dil11cii111 di: c·11niugad11( 18 ) y la misma dilución dd virus pcrn utili1:1ndo el conjugado 
1 :~000.f 1 <)), 

l la ... 1:1 l''''-' 11H111h:1110 del trah:i.io S\.' lrnhinn tenido pr~lhll·11rns l.'011 lu'i 11.:sligos lh..· la 
pl:11.:a ~ :1 lllh .. ' la:-. t\s d1..· c-.1os testigos dnndc no se udicin11ab:.1 suero ni conjug.udo daban 
h: ... :1ur;1 .... pnr t.•11cinw d ... · O. I Olhk· t\s por In que se huscll cliininar at'ln n1as el ruido de 
IC111dn trata1uh1 dc .... ·li111i11;1r la pcruxidasa endógena de la plrn.:a. pan.1 Cslu se proharnn 2 
rca1..·tivlts que a ... ·1i\:1r:i11 :i e''ª pcro.,idasa antes de iniciar la prueba y asi evitar <.¡uc h1 

pcnlxidasa 1.k la pl:u:a n:acciunarn al 1no1ncntn linal de ugq:gar el di:sarrollador de 
culur. ,¡n c·nil,anm '" 11l1'cn·ú que utili1.amlo la dilw.:iún di: virus ..:kgido ( 1: 100) con la 
lo'> suc'f'"' diluidos a par1ir de 1:100. los testigos sin inactivar pn:s..:nwrnn una menor 
.-'\h·~ qw: i11:1c11,:i11th1ln..., pnr fu que para los siguientes c.xpcrimcruos 1H1 se utilizl1 la 
inacli\acil111 1..k 1n11.~"tro~ experimentos. (rcsullndos no mostradl~S). 

1 lna \'C/ ..:'1:1nd:ori1adns todos los elementos dc la prudm se realizo el 
co1Timic11ttl d1..· 50 su~n.1.l.i tomados al azar y que prcviainentc se habian probado 
n11:diantc la prncha de \'irus n..:utrnlizaciim (YN). Ohleniendn result:idns donde la media 
arit111ética de lu~ camhins de nhsorbancia que mostraron los suerns positivos por la 
pn11.:ba de \'iru' 11..:utrali1aciilll dii1 0.3:?:? de e:unbio de As. mi..:ntras que para los sueros 
sospechosos li1i: di: O.O:?<> de cambio dc i\s y para los negativos de 0.0-17 di: cambio de 
1\s crnno lo na1cstra la ligura 4 . Como se puede apreciar. el grupo de sueros 
sospechnso' diú menor promedio de cambio de i\s que el grupo de los sueros negativos. 
tumandn en c·u..:111a qui: lns suc.:ros que se considernron cnmo positivos variaron en 
lillilns de 1 :.12 hasta 1: 128. mi..:ntras que los considerados cnmo sospechosos son 
litulmlos pur VN en 1 :8 y 1: 1 (1 y los negativos son 1 :4 o menorc·s. lo que 1H1s indica que 
sueros que ""' catalogados en VN como sospechosos ó negativos en la ELISi\ 
indirecta se consideran positivos as! que como la literatura lo menciona la prueba de 
l~LIS1\ es m..:1ws qui: la prueba de virus neutralización ( 10.15.:?J). sin embargo los 
rcsulwdns de 1a1..:stra prueba presentaron una relación directa con la prueba de VN y 
una currclacilin dd X •y., probablemente hubiera sido mas pequeña esta dil'i:rencia 
entre sw.:ros sospcd1osos y negativos si se ngrupnnu1 con inh.'rvulus de titulns 111:1s 
h:\ios . ..:stus cs. agrupando lns tilulns de 1 :4 por VN en sospechosos en vcz. de ponerlos 
..:n el !!rupn di: los negativos ya que debido a su alta sensihililiml la prueba de ELISA 
indircctn detecta canlidadcs muy ht\ias de lgG que no son detccmdas pnr YN . mientras 
que pnr \IN un suero titulado 1 :2 ya se considera negativo en ELISt\ Indirecta todavla 
presenta cambios di: ahsurbancia altos. Esto se puede explic:1r por que los antlgenos 
que dcti:cta la prueba de virusneutralización se dividen en lgi\. lgl'v1. lgD.lgE cte. 
mkntras llUC en ELIS1\ se detecta sólo lgG siendo por esta razón mas (llil la técnica de 
ELIS/\ pura di:terminar inli:cciunes t:mlias ( pacientes que presentan latencia viral ) 
111icntrus llUC virus nculruliznción es lltil parn cualquier lhsc cxcpto p•uu detectar estas 
lhscs tardías ya qui: lns anticuerpos del tipo lgG se diluyen entre los de111(1s isotipos 
sicnc.Jo uluunas veces no detectables. 

1':7rn aumentar la si:nsihilidml y/o especilkidml de la prudm se trntnron de 
fraeciunnr y i:.~poncr algunas prntcinas del virus aplicundo tres trat:unientos ya 
utilizad<'S en 11trns 1rahajus ( 10.1 N.27) • en el tratamiento 1 se rompió la envoltura y 
cun el trnt:unknto 2 se fraccionaba al virus pur lo que sl'lln lns anticuerpos nuis 
esp..:dlkos di: la enli:nncdml rcaccionarian mlte la presencia de estos :mtlgenns 
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1:11 l"I trn1m11k·111t1 3 ~e i11cluvt1 a los dos tratamientos anteriores en la 1nisma 111ucstra. 
Cuino sl' Phsl'rn'> L'll IPs rL'suÍtadns nhtenidns se logro numentnr In espccilicidad con el 
trnta1n ic111n 1 L'nmo lo nHtcstra la ligura 4 donde los cnmhios de 1\s son nmynrcs que 
l.'11 111." 01n1..; 2 tratamicntPs l.'011 las 111b11u1." varinhlcs y parn \'l.'rith·ar l(lll.' r1..·ah11cnlc s1..• 
fraci..:it1111·1 L"I \'iru... ...\.. k hi1.ú corri1nicnto ch:clrnrorCticn l.'ll gel mo:-.tranc.lo 
1..·h..·1.:ti\';111h .. '11l1..' 11u:i dil\..·n:1H.:ia l.'11 la l.'Ollllithul de ha11dns oh~crvada!-.. 

1.a ''-'11'ihilidad l[1e de 7<1. I % y la especilicidad de la prneha Jlie de 65.5 % 
rc~pccth·~111w11l1..'. e~tn~ n.·sultados se considcrnn modcril<.h1111cntc correlativos. y se puede 
1..•:...:pli....';1r plW: 

1. l .a 111a~nr 'e11,ihilidad de la prueba de sucronculr:1lizaci'1n. comparada con 
U.IS:\ ( ::!~ >. 

, l.a prc•,c·ncia d..: animal<.:s en estado de latencia ( 10.11. 17) 
.3. l.a pre,encia de animales inll!ctadns que por efecto viral tienen cierto grado de 

in111u1uisuprcsi1'1n ( 3..1. 1 O y 30 ). 
4. J·::-.:bt<.: inliinnaciún eso.:asa sobre la generaciún de anticuerpos ( y el isolipo) 

p1 u\ u1..·.1do p11r la ad1ni11istrm.:hln de las vacunas. 
r11 t.•! pr1..·:.1..·11h: traba.in 110 se corrcl11cionó con el estatus inmune. sino con el 
¡•c•rlil di11ic11 de l:i <.:~plo1aci1in. 

1:1 m111w11l11 de la sensibilidad de la prueba. dudo por el tralamicnln del virus. nos 
den111es>ra que existen antígenos no superlicialcs qu..: pu<:den ser mas 
i111nu11ndo111in;111tcs qw .. · los externos. Este cnmillll pudiera ser c1nph:ado pura tratar de 
dill!renciar anli<:11erp11s \':tcunulcs de inll!cciún sobre Indo cun la ulilizaciún de v:1cun:1s 
:1 virus inm:I ivado ( 1 J } . 

1:1 sbtema usad11 en la prueba l[1e muy adecuado debido a que nos permitió 
dili.:rcnciar cl:m1111cnle entre positivos y negativos a la presenci:1 de anticuerpos. los 
¡mcns animals que se encontraban en la zona en interfase entre las dos cur\'as. pueden 
l.'.ll1TC!-il>1111der pri11eipalmc111c a a11imalcs vacunados. 

1.a venl:\ia de usar el isolipo lgG en la prueba radica en el que al ser anticuerpos 
gcncrndos como segunda fase de la presencia del antfgcno en el organismo. despues de 
la lgM. en tcoria nn deben de ser generados pnr esquemas de vacunación ordinarios; sin 
embargo en la actualidad se cierran cada vez mas los esquemas realizando rctiterzos 
incluso cada:> meses. por In que estos nnticuerpos pueden ser dé.la clase lgG. 

l.a prueba de El.ISA dcsnrrnllada puede ser implemd11ada como prueba de 
un:ilisis parn el estado inmune dcspues de In aplicación de vacunas. sin embargo esto no 
garnnliza la prnleccii"1n d..: los animales. por In que el pcrtil de :ii1ticuerpos obtenidos en 
la ..:xplutaciún sirve lmnbién para d..:tectar los picos o mnnentos.quc imlicarian la entrada 
1k-I \'Írlls siiH'stre a los animales ( 16). · 
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CONCLUSIONES 

El Cambio de ahsorbancia para la prueba de ELISA dcsnrrollada se interpretará 
como: 

Menor de 0.1 =NEGATIVO 
Mayor de 0.1 =POSITIVO 

La prueba se puede emph:nr para evaluar el estado inmunológico en un hato. 

El valor de corte en sueroneutralización deberá ser revisado considerando los 
t:stados de vacunación en los animales. 

La sensibilidad de 76.1 % y la espccilicidacl de 65.5% fueron bajas considerando a la 
prrn.:lm por su valor diagnóstico. 

El tratamiento del antigeno aumenta la sensibilidad de la placu. 

La prueba de suertmcutralización utilizada como estándar puede o no tener el 100% 
de sensibilidad. 
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Al'ENDICE. 

l.Sol11cii111 rci.:11l:1<lora tic carhunato-hicarhonato 0.1 IVI pll 9.(1 

Cnrlmnatn de sndi11 (.l.T. llaker) 
llk:1rh11na111 de• '"di11 (.l.T. llaker) 
Agua dc~lilada 

2.Solucii111 n·i.:nl:1<lora <le fosfatos 10 X 

Cloruro <le sodio (.l.T. llaker) 
l'lmuro de pulasio (.l.T. llakcr) 
Foslitto iicido de sodio (.l .T. Baker) 
Fosliito :kido de potasio ( .l.T. Baker) 
Agua destilada chp 
;\justar a pi I 7.ll 

J.Sul11cii111 <le i.:rcnctina al 0.25 •y,, 

Grenetina (Sigma che111ycal crnnpany) 
Agua dcstila<la 

4.Solucic'tn <ll· la\'adu para ELISA 

Soluciún rcgulmlora de llislhtos 1 O X 
Agua destilada 
Twen 20 (Sig111a ehemyeal company 

5.Solnciim rci.:uladora tic citratos pH 5.0 

Acido citrico 0.1 M 
Fosfato dibasico de sodio 0.2 M 
1\gun hiclcslilacln 

6. Acitlo citrku 0.1 1\1 

Aciclu citricn 
Agua hidestilada 

7. Fosfato dilmsiCtl de sodio 0.2 M 

Fosfato dibasico de sodio 
Agun destilada 

30 

1.5 g. 
2.IJJ g 
lllOll mi 

8.0 g 
0.20 g 
1.44 g 
0.24 g 
100 mi 

0.25 g 
100 mi 

100 mi 
900 mi 
0.5 mi 

24.3 mi 
25.7 mi 
50.0 mi 

2.IOg 
·100 mi 

5.36 g 
100 mi 



11.Trntamicntn tic antii.:cnu No l 

Tris l lcl pi 1 7..1 
e lorum de smlio 
l'l>TA 
'l'ri1ú11 .'\-11111 
1 l111>decil ""Hilo dc '"dio (SI JS) 
I'n h:uio de hi<:lo 

CJ.Trala111it.•11fu tle a11ti~l'llO Nn 2 

SDS 
2 i'vlcn:apluclanol 
(jlyccrol 
Trb l lcl 
1-krvir por 5 111i11111os 

50mM 
500mM 

5111M 
1% 

0.1% 

2 % 
1% 
10% 

62.SmM 

NOTA. El lr;1ta111iento Nn J consislió en aplicarle los dostrntamientos anteriores a la 
111is1na nn1cstra. 

Sulncinncs utilizadas en culti\'os celulares 
,\)S11J11ci(1n \'ersen11 al 0.05'X, 

Vcrsenalo dc sodio ( J:DT/\) 
Solw.:ii'111 llulfor fosfolos JO X 
/\gna dc,lilada 
/\justar n pi 1 7.11 

B) S11l111:iún tripsina al 5 'X, 

Solución blllfrr liisfülos 10 X 
Agua dcsliliadn 
Tripsina 1 ::!50 
Ajustar a pH 7.8 

C) Me11io de crecimiento 

0.5g 
50 mi 

950 mi 

IOOml 
900 mi 

50 g 

Agua dcsioniznda csh!ril 90 mi 
Uicmbonalo ele sodio ( .l.T. llakcr) 0.7 mi 
Penicilina- Estreptomicina ( 100,000 Ul/ml y 100,000 mg/ml) 1 mi 
Suero Felal Uuvinu ( In Vitro S.A.) 5 mi 
MEi'vl-l'JCJ 1 O X 10 mi 
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D) S11l11dl111 d<· pcuidlina- cstrcplomicinn 

l'cnicilina g (sal "'1dica) 
Sulliltu dc cstrc:plumicina 
Agua dcstilada 

EJ Bkarlrnuato de sodio 

B icarbnnato de snd io 
Agua dc,tilada 
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1.000.000 111/1. 
l.Og 
IOml 

2.5 g 
cbp 100 mi 
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