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OBJETIVOS

Elaborar un manual de técnicas de diagndstico viroldgico que sea Util para diagnosticar enfermedades
virales tanto en humanos como en animales.

Conocer las diferentes técnicas de diagnostico que existen en la actualidad para poder detectar
enfermedades de tipo viral tanto en seres humanos como en animales.

Conocer las diferentes técnicas que existen de toma de muestra y aislamiento viral utilizadas para aislar
virus que afectan a los humanos y a los animales.

Que este manual sirva de guia en los trabajos de investigacion actividades de laboratorio y tareas para
estudiantes de QFB y de Medicina Veterinaria.
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INTRODUCCION

Caracteristicas Generales:

Para la elaboracién de este manual fue necesario investigar que tipo de manuales de este tipo habia ya
existentes y ver que tan completos estaban en cuanto a la informacion que le brindan al estudiante de la carrera
de QFB y de Medicina Veterinaria, en base a esto, se observo que hay manuales que solo hablan de las
enfermedades y técnicas de diagndstico virolégico solo en animales o solo en seres humanos, la idea de crear
este manual es unir las dos arreas y abarcar las técnicas de diagnostico virolégico tanto en humanos como en

animales y asi sirva de herramienta tanto a los estudiantes de QFB como a los estudiantes de Medicina
Veterinaria.

En el capitulo 1 de este manual se incluyen los temas referentes a Generalidades.

En el capitulo 2 se incluyen los temas relacionados a las Interacciones entre los virus y las células
hospedadoras

En el capitulo 3 se incluyen los temas referentes a los Niveles de Bioseguridad de Laboratorios
En el capitulo 4 se incluyen los temas referentes al Lavado y Esterilizacién de Material

En el capitulo 5 se incluyen los temas referentes a Componentes de Medios de Cultivos

En el capitulo 6 se incluyen los temas referentes a Tomas de Muestras

En el capitulo 7 se incluyen los temas referentes a Sistemas Indicadores

En el capitulo 8 se incluyen los temas referentes a Técnicas de Diagnéstico

En el capitulo 9 se incluyen los temas referentes a las Técnicas Utilizadas en Medicina Veterinaria

Este manual esta enfocado principalmente al diagnostico de laboratorio de enfermedades virales tanto en
humanos como en animales y esto incluye:

> Aislamiento del virus: es decir; el aislamiento de la gente causal y esto puede ser por medio de:

Inoculacién del Huevo embrionario:

a) Porinoculacion de membrana corioalantoidea

b) Porinoculacién alantoidea

¢) Porinoculacién del saco amniético

d) Porinoculacion de saco vitelino
Inoculacién de Animales de Laboratorio: la inoculacion de embriones y de cultivo de tejidos, ha
desplazado mucho a los animales de laboratorio. No obstante la inoculacién intracerebral de ratones
lactantes es precisa para el cultivo de algunos virus de importancia médica.

> Pruebas seroldgicas: o sea demostracion de un aumento en el titulo de anticuerpos especificos

en el curso de una enfermedad.

Las pruebas serolégicas son métodos retrospectivos que emplean sueros de pacientes en estado
agudo y convaleciente que contienen anticuerpos cuya naturaleza se puede determinar mediante
reacciones in Vitro antigeno anticuerpo. En respuesta a la infeccion, varios anticuerpos, por ejemplo, los
de neutralizacién y fijacion de complemento, aparecen todos a la vez en distintas etapas de la
enfermedad y con titulos variables. Deben obtenerse dos muestras, una al ingreso y otra en fecha
posterior, en un intervalo de tiempo de unos dias a dos semanas.

> Examen tisular: examen de los tejidos para ver los cambios patoldgicos caracteristicos. El diagnéstico
de lagunas enfermedades viricas puede hacerse basandose en los tipos de tejidos anatémicos
patol6gicos y/o la presencia de cuerpos de inclusion, los cuales pueden encontrarse en el nucleo, en el
citoplasma o en los dos sitios. Los cuerpos de inclusion son particulas viricas puras.



Capitulo 1. GENERALIDADES

1.1 Historia de la Virologia
1.1.1 La cadena de inventarios y acontecimientos:

1. Los hermanos Jansen inventaron en 1590 el llamado microscopio compuesto. Constaba de un tubo con

dos lentes convexas en cada extremo y ampliaba mas que las lupas, que existian desde la Edad Media,
aunque daba una imagen borrosa.

2. 1660 Robert Hooke publica su obra micrografia, en la que hay reproducciones de sus observaciones
hechas con un microscopio compuesto, del tipo inventado por los hermanos Jansen.

3. Anthony Van Leeuwenhoek, un pafero holandés sin formacién cientifica, gran pulidor de lentes,
consigue hacer del microscopio una herramienta Gtil. Descubre organismos, a los que llama
“animaculos” o pequeiios animales. Escribié mas de 300 cartas a la Royal Society de Londres y recibié
la visita de Leibniz, que también creia en la vida microscopica.

4. Louis Pasteur (1822-95) se ayuda del microscopio para demostrar que las infecciones son producidas
por microbios. Impulsé el concepto de vacunacion preventiva y estudié también los microorganismos
positivos para la vida humana.

5. Santiago Ramén y Cajal y Camilo Golgi reciben el Premio Nobel en 1906 por trabajos cientificos
fundamentados en observaciones microscopicas realizadas mediante el tefiido de muestras.

6. Ernst Ruska y Max Knoll construyen 1931 el primer microscopio electrénico. Funciona mediante

bombardeo de electrones sobre la muestra. La imagen resultante adn es inferior a la que ofrecen los
microscopios convencionales.

7. James Hillier consigue un microscopio electrénico que supera a los convencionales en 1937. Se pasa
de 2000 aumentos a 7000. Con los afos, el propio Hillier contribuird a construir aparatos con una
capacidad de 2 millones de aumentos. Una dimension totalmente fuera de las posibilidades de los
microscopios tradicionales.

1965. Se desarrolla el microscopio electronico de barrido.

9. 1981. G. Binning y H. Rother, desarrollan el llamado microscopio de efecto tdnel. Con esta tecnologia
se observan los atomos individualizados por primera vez.

10. 1985. G. Binning y H. Rother, desarrollan el llamado microscopio de fuerza atémica.

11. 1998. S.Chou y P. Krauss consiguen, mediante el efecto tunel, realizar la grabacién de datos de mayor
densidad conocida: 65 gigabits por centimetro cuadrado.

1.1.2 Virus (Latin, veneno)

La existencia de los virus se establecid en 1892, cuando el cientifico ruso Dmitri |. lvanovsky descubrié unas
particulas microscopicas, conocidas mas tarde como el virus del mosaico del tabaco. En 1898 el botanico
holandés Martinus W. Beijerinck denomin6 virus a estas particulas infecciosas. Pocos afios méas tarde, se
descubrieron virus que crecian en bacterias, a los que se denominé bacteridfago.




En 1935, el bioquimico estadounidense Wendell Meredith Stanley cristalizé el virus del mosaico del tabaco,
demostrando que estaba compuesto sélo del material genético llamado &cido ribonucleico (ARN) y de una
envoltura proteica. Los virus son parasitos intracelulares submicroscépicos (fig 1.1), compuestos por ARN (tabla
1.2) o por 4cido desoxirribonucleico (ADN) (tabla 1.1) —nunca ambos— y una capa protectora de proteina o de
proteina combinada con componentes lipidicos o gliicidos. En general, el &cido nucleico es una molécula tnica
de hélice simple o doble; sin embargo, ciertos virus tienen el material genético segmentado en dos o mas
partes. La cubierta externa de proteina se llama cépside, y las subunidades que la componen, capsémeros. Se
denomina nucleocépside al conjunto de todos los elementos anteriores. Algunos virus poseen una envuelta
adicional que suelen adquirir cuando la nucleocapside sale de la célula huésped. La particula viral completa se
llama virién. Los virus son parasitos intracelulares obligados, es decir: s6lo se replican en células con
metabolismo activo, y fuera de ellas se reducen a macromoléculas inertes.

CAPSOMERO

HUCLEO DE NUCLEOCAPSIDE
ACIDO RUCLEICO

ENVOLTURA

Fig 1.1 Estructura viral
Componente de un particula virica completa o “virion”
Tomado de Charles H Cunningham. Virologia Practica

El tamaiio y forma de los virus son muy variables (tabla 1.3). Hay dos grupos estructurales basicos:

*isométricos, con forma de varilla o alargados, y virus complejos, con cabeza y cola (como algunos
bacteriéfagos).

*Los virus mas pequefios son icosaédricos (poligonos de 20 lados) que miden entre 18 y 20 nanometros de
ancho (1 nanémetro = 1 millonésima parte de 1 milimetro). Los de mayor tamaiio son los alargados;
algunos miden varios micrémetros de longitud, pero no suelen medir mas de 100 nanémetros de ancho.
Asi, los virus mas largos tienen una anchura que estd por debajo de los limites de resolucion del
microscopio éptico, utilizado para estudiar bacterias y otros microorganismos (como algunos bacteri6fagos).

Muchos virus con estructura helicoidal interna presentan envueltas externas (también llamadas envolturas o
cubiertas) compuestas de lipoproteinas, glicoproteinas, o ambas. Estos virus se asemejan a esferas, aunque
pueden presentar formas variadas, y su tamafio oscila entre 60 y mas de 300 nanémetros de diametro. Los
virus complejos, como algunos bacteri6fagos, tienen cabeza y una cola tubular que se une a la bacteria
huésped. Los poxvirus tienen forma de ladrillo y una composicion compleja de proteinas. Sin embargo, estos

Gltimos tipos de virus son excepciones y la mayoria tienen una forma simple. En la tabla 1.4 podemos observar
la composicién quimica de los virus.



Tabla 1.1 Principales tipos de virus ADN.

Simetria

Enfermedad

Sin envoltura

Especie

Monocatenario

Eritema infeccioso, eritroblastopenia,

Parvoviri i &dri .
oviridae Parvovirus Icosaédrica | B19 aplasia medular en pacientes VIH (+)
. \ﬁru;ldel Condiloma acuminado
Papilomavirus Icosaédrica f;l’rzs‘ \‘/)grauga I
Parvoviridae ] simple Verruga vulgar
: : . Leucoencefalopatia multifocal
Bicatenario . 4
Polyomavirus Icosaédrica UiusC progresiva
Virus BK Cistitis hemorragica
Adenovirus 7 Infecciones respiratorias
Adenoviridae Mastadenovirus Icosaédrica { Adenovirus 8 Conjuntivitis epidémicas
Adenovirus 40/41 | Gastroenteritis
Con envoltura
Hepadnaviridae Hepadnavirus Icosaédrica \énms de hepatitis Hepatitis B
Herpesviridae Icosaédrica | |
Simplexvirus V.'rusl d?l he{pe; Herpes simple
Alfaherpesviridae simple 1po 1y -
Varicaliyitus Virus varicela- Varicela, herpes-zoster, enfermedad
zoster citomegalica, roséola
citomegalovirus Enfermedad citomegalica
Betaherpesviridae Herpesvirus 6 Roséola o exantema slbito
Herpesvirus 7
- . Virus de Epstein- | Mononucleosis infecciosa, linfomas
Ga 3 . ' '
mmaherpesviridae | Lymphocryotovirus Baft carcinoma nasofaringeo.
Poxviridae Compleja
Virus de la viruela Viruela
Bicat . mayor
icatenario - -
’\Q(r:‘so ?e la viruela Alastii
Orthopoxvirus Vi Taviiel
rus de 1a VIrUe1a | virela del mono humano
del mono
Viusde la Vaccinia necrosum
vacuna
Chordopoxviridae Orfvirus
P (Orfhumano) Orf humano
Parapoxvirus Virus de los
nodulos del Nédulos del ordefiador
ordenador
Yatapoxvirus Mirus:de [ Virueta Viruela de Tana
de Tana s
Virus del
Molluscipoxvirus molluscum Molluscum contagiosum
contagiosum
—e — - e ——————— e

_ ADN bicatenario superenrollado.
ADN bicatenario circular.

Tomado de D. Davis Bernard. Tratado de Microbiologia Con Inclusién de Inmunologia y Genética Molecular.
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S/envoltura

Tabla 1.2 Principales tipos de virus ARN.

Famila__|Subfamilia__|Genero | Simetria [Especie | Enformedad

Monocatenario | Picornavirus Enterovius icosaédrica | Poliovirus Poliomielitis |
Coxsackievirus, Herpangina I
Grupo A
II Enfermedad mano, pie, boca, conjuntivitis
hemorrégica (A24)
|I Coxsackievirus, Miopericarditis/mialgia epidérmica o enf. de
Grupo B Bomholm
it Echovirus Exantema
Enterovirus 68-71 Conjuntivitis hemorrégica (70)
Heparnavirus icosaédrica | Enterovirus 72 Hepatitis A |
Rhinovirus Icosaédrica Resfriado comin
II Caliciviridae Calicivirus Icosaédrica Gastroenteritis_de Norwalk
Herpevirus Icosaédrica | Virus hepatitis E Hepatitis E
Bicatenario Reoviridae Orbivirus Icosaédrica | Virus fiebre de la garrapata de
Colorado / virus kemetovo
Rotavirus Icosaédrica Gastroenteritis |
Clenvoltura |]
Monocatenario | Togaviridae Alphavirus Icosaédrica | Arbovirus Gpo A Encefalitis equina ]
Rubivirus Icosaédrica | Virus de la rubéola_| Rubéola Il
Flavivirus Flavivirus Icosaédrica | Arbovirus Gpo B Dengue, Fiebre amarilla y hemorrégicas
hepacavirus Icosaédrica | Virus de hepatitis C | Hepatitis C
Orthomyxoviridae | Inflienzavirus Helicoidal | Virus dela influenza | Gripe |
Paramyxoviridae Paramyxovirus Helicoidal | Virus parainfluenza | Crup, bronquitis |
Helicoidal | Virus de Parotiditis | Parotiditis |
|| Helicoidal | Virus hepatitis G Hepatitis G Il
Morbillivirus Helicoidal Virus de sarampion | Sarampidn
Pneumovirus Helicoidal Virus respiratorio Crup/bronquitis/traqueobronquitis
sincitial
Rhadoviridae Lyssavirus Helicoidal Virus de la rabia Rabia
Filoviridae Filovirus Helicoidal | Virus de Marburgy | Fiebres hemorragicas - II
Ebola
Coronaviridae Coronavirus Helicoidal Resfriado comin diarrea |
Bunyaviridae Bunyavirus Helicoidal Virus de encefalitis californiana, Meningoencefalitis
Virus bunyamwera, virus de la
Crosse
Phlebovirus Helicoidal Virus fiebre de los valles del Rift | [ ]
Nairovirus Helicoidal Virus fiebre hemorrégica de Crimea y el
Congo
Uukuvirus Helicoidal | Virus Uukuniemi |
Hantavirus Helicoidal Virus Hantaan | Fiebre hemorrégica de Corea
Arenaviridae Arenavirus Helicoidal Virus de Coriomeningitis linfocitica
Icoriomeningitis
linfocitica
; Virus fiebre lassa | Fiebre de lassa
Retroviridae Grupo HTLV-BLV | Icosaédrica | Virus HTLV | | Tricoleucemia
Lentivirus Icosaédrica | Virus inmunodeficiencia SIDA

humana 1y 2

"ARN segmentado.

“Arbovirus: Virus trasmitidos por artrépodos vectores.

“taxonomia seglin V informe del Comité de Taxonomia de Virus (1991).

Tomado de D. Davis Bernard. Tratado de Microbiologia Con Inclusion de Inmunologia y Genética
Molecular.



Tabla 1.3 Tabla comparativa de virus que tienen RNA Y DNA
e T T e e e L T e

Familia Forma Diametro nm | Envoltura| Simetria | No. de capsomeros
(si son
icosaedritos)

C/ADN ||

Parvoviridae Esférica 20 - Icosaédrico 32 |

Papovaviiridae Esférica 45-55 - lcosaédrico 72

Adenoviridae Esférica 70-80 - Icosaédrico 252

Herpetoviridae Esférica 150 + Icosaédrico 162

Poxviridae Forma de ladrillo | 150X240X300 - - =

ARN

Picornaviridae Esférica 20-30 - Icosaédrico ?60

Togaviridae Esférica 40-60 + Icosaédrico ?

Bunyaviriidae Esférica 90-100 * Helicoidal -
l{Arenaviridae Esférica 85-120 + ? Helicoidal -

Retroviridae Esférica 80-120 + Helicoidal -

Ortoviridae Esférica o 100-120 *+ Helicoidal -

filamentosa
Paramyxoviridae Esférica o 80-120 * Helicoidal -
filamentosa
Rabdoviridae Esférica 70X180 + Helicoidal -
Reoviridae Esférica 50-80 - Icosaédrico ?

Tomado de D. Davis Bernard. Tratado de Microbiologia Con Inclusion de Inmunologia y Genética Molecular.

Tabla 1.4 Tabla de la composicion quimica de virus que tienen RNA Y DNA

Acido nucleico Proteinas Transcriptasa
Configuracion PM (millones de
Daltons)

C/ADN |

Parvoviridae Filamento Unico 2 3 - |

Papovaviiridae Doble Filamento 35 6 - |
[{Adenoviridae Doble Filamento 20-25 9 -
IHerpetoviridae Doble Filamento 100 12-24 -

Poxviridae Doble Filamento 160 30 #

ARN

Picornaviridae Filamento Unico 2-3 4 -

Togaviridae Filamento Unico 4 3 -
[|Bunyaviriidae Filamento Unico 6 3 +
IArenavin'dae Filamento Unico 6 ? ?

Coronaviridae Filamento Unico 9 16 +
[[Retroviridae Filamento Unico 10-12 7-8 +
[{Ortoviridae Filamento Unico 5 7 +
IParamyxoviridae Filamento Unico 7 6 +

Rabdoviridae Filamento Unico 4 g ¥
|Reoviridae Doble Filamento 15 A +

« Nuamero aproximado de los diferentes polipéptidos virus-codificados en el virion.
e PM: peso molecular.

Tomado de D. Davis Bernard. Tratado de Microbiologia Con Inclusién de Inmunologia y Genética Molecular.
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Tabla 1.5 Diferencia entre virus y otros microorganismos

Crecimiento en |Division |ADN y | Ribosomas | Susceptibilidad | Susceptibilidad
medios binaria |RNA alos al interferén
multiples ’ antibiéticos
Bacterias + + + + + -
l{Micoplasmas + + T ¥ + -
Hongos + - + + - -
Rickettsiae - + + - + - |
Chlamydiae - + + + + +
Virus . N - . + II

Tomado de D. Davis Bernard. Tratado de Microbiologia Con Inclusién de Inmunologia y Genética Molecular.

Varias consecuencias practicas importantes surgen de las diferencias entre los microorganismos y los vi_rus
(tabla 1.5); Por ejemplo, algunos virus (pero no los microorganismos) pueden hacerse latentes por la integracion
de su ADN (o de una copia ADN de su ARN) con el de la célula huésped, y los antibiéticos que actdan contra
pasos especificos en los caminos metabdlicos de los microorganismos.

La virologia se ha convertido en una parte integral de la biologia molecular porque trata con entidades
subcelulares, los virus, cuya estructura y organizacion consta enteramente en el dominio macromolecular. En
1957 Lwoff propuso la siguiente definicién de virus: Entidades estrictamente intracelulares y potencialmente
patdgenas con una fase infecciosa que:

Contienen un solo tipo de acido nucleico.
Se multiplican en forma de su material genético.
Son incapaces de crecer y sufrir division binaria.

Estéan desprovistas de un sistema de Lipmann (o sea, de un sistema de enzimas para la produccion de
energia).

Otra definicion considera a los virus como “elementos de material genético que pueden determinar, en las
células donde se producen, la sintesis de un aparato especifico para su propia transferencia a otras células”
(Luria, 1959). Esta definicion insiste en la especializacion de los virus de una célula huésped a otra, en vez de
en su carencia de autosuficiencia metabodlica.

Dos cualidades de un virus:

e La posicién de un material genético propio, el cual, dentro de una célula huésped, se comporta como
parte de la célula.

e La posesion de un estado infeccioso extracelular, representado por objetos especializados, los vir}ones.
los cuales se producen en la célula bajo el control genético del virus mismo y sirven como vehiculos
para introducir el genoma virico en otras células.

Los virus son obligadamente dependientes de las células huéspedes para su multiplicacion.

Epidemiologia.

Es una rama de la medicina que estudia los mecanismos de transmision y factores que determinan el
desarrollo, transmision y frecuencia de una enfermedad.

Es el conjunto de conocimientos relativos a las enfermedades de las poblaciones humanas o comunidades,
mas que individuales. Junghlut (1935) dice. En una definicion muy amplia. La epidemiologia se debe entender
que incluye las manifestaciones de cualquier enfermedad capaz de atacar grupos de individuos en cualquier
momento. Maxcy (1956), se refiere al asunto como "al campo de la ciencia médica al que competan las
relaciones de diversos factores y condiciones que determinan la determinacioén y frecuencia de un proceso
infeccioso, una enfermedad o un estado fisiologico en una comunidad humana. De tal modo, la epidemiologia




es una rama de la medicina que incorpora no solo datos en el area de las enfermedades infecciosas en grupos
de poblaciones, sino también aquellos que resultan de deformaciones anatémicas, constitucién genética,
disfuncién metabdlica, destruccion, neoplasias, practicas ocupacionales y el proceso de envejecimiento.

Cuando una enfermedad en la poblacién se mantiene a un nivel relativamente quieto y moderado se dice que
es endémica, si la prevalencia es elevada, entonces es hiperendémica; si hay un incremento marcado en la
incidencia o un brote de considerable intensidad se considera que es "epidémica" y si aparece solo de manera
ocasional en uno o en unos pocos individuos de la comunidad, se considera esporadica.

Algunas veces ciertas enfermedades infecciosas han sido diseminadas sobre grandes extensiones del orbe
produciendo pandemias.

VIREMIA o virusemia. Presencia de un virus en la sangre.

EPIDEMIA. Enfermedad accidental transitoria generalmente infecciosa que ataca al mismo tiempo y en el
mismo pais o region a un gran nimero de personas.

Enfermedad Endémica. Enfermedad normal dentro de una poblacion.
Enfermedad Epidémica. Enfermedad fuera de lo normal en una poblacién.

Enfermedad Pandémica. Incremento en el nimero de casos de determinada enfermedad que involucra a
varios paises.

1.2 Escalas Microscopicas.
Que vemos a simple vista:

» De gran tamafio: kildmetros de montanas o de mar.
» De tamafio humano: una persona, un animal....

» De 1 centimetro: moscas, abejas...

> De 1 milimetro: garrapatas, pulgas y otros insectos.

Que vemos al microscopio éptico:

» Amebas y protozoos: Una décima de milimetro.
» Glébulos rojos y otras células: Una centésima de milimetro.
» Bacterias: Milésimas de milimetro.

Que vemos con el microscopio electrénico:

» Cromosomas: décimas de micra o diezmilésimas de milimetro.
» Virus: centésimas de micra.
> Moléculas: milésimas de micra, o0 nanémetros.

Qué vemos con los microscopios de efecto tinel y de fuerza atomica:

> Atomos: un angstrom, acerca hasta la distancia de 1 nanometro (10° m). Una corriente e[éctn‘ca débil
genera una diferencia de potencial de 1 voltio. Al recorrer la superficie de la muestra, la aguja reproduce
la topografia atémica de la muestra.



1.3 Definiciones:
#* Epidemia:
o Ocurrencia de un nimero de casos de enfermedad de naturaleza semejante en una comunidad
o regién claramente en exceso del nimero habitual de casos.

o Del griego epidemios sobre la gente. Es un aumento repentino de la frecuencia de una
enfermedad por encima del nivel esperado.

#* Pandemia:
o Enfermedad que afecta a todo un pais o que esta distribuido por todo el mundo

o Del griego pan, todo. Es el aumento de la frecuencia de una enfermedad en una poblacién muy
grande de una regién muy extensa (habitualmente todo el mundo).

#* Epidemiologia:

o Estudio de los factores que determinan la ocurrencia de una enfermedad en la poblacién
humana.

o Del griego epi, sobre, demos, pueblo 6 poblacién; y logos, estudio. Es la ciencia que evalda la
aparicion, determinantes, distribucién y control de la salud y la enfermedad en una poblacién
humana definida.

Virus RNA que se replican en el nicleo.

.

< Son ejemplos de estos los virus del género Orthomyxoviridae y el virus de la Influenza.

<+ Son excepciones ya que la mayoria de los virus RNA se replican en el citoplasma.
1.4 Postulados de Koch.

Para que una enfermedad sea considerada transmisible debe cumplir requisitos. Estos requisitos fueron
enunciados por Robert Koch basados en sus experimentos con el Bacillus anthracis.

Postulados:

1. El'microorganismo debe estar presente en todos los individuos con la misma enfermedad.
El microorganismo debe ser recuperado del individuo enfermo y poder ser aislado en medio de cultivo.

. El microorganismo proveniente de este cultivo debe causar la misma enfermedad cuando se le inocula
¢ a otro huésped.

4. Elindividuo experimentalmente infectado debe contener el microorganismo.

La mayoria de las bacterias que causan enfermedad en el humano se ajustan a los postulados con
excepciones, a saber: Mycobacterium leprae no cumple con el segundo enunciado de Koch.

Para demostrar que un microorganismo dado es la causa de una determinada enfermedad, es necesario:

“ Que se encuentre en todos los casos de la enfermedad considerada y no en personas sanas y que su
distribucion corresponda a las lesiones caracteristicas de la misma.

< Que sea aislado en cultivo puro y transportado al laboratorio sin estar en contacto con otros
microorganismos.

< Que después de cultivado in Vitro duranté varias generaciones, reproduzca la enfermedad en los
animales respectivos o susceptibles.

< Que se aisle de nuevo a partir de los animales infectados experimentalmente.




Capitulo 2. INTERACCION VIRUS-CELULA

2.1 Interacciones entre los Virus y las células hospedadoras.

Las interacciones entre el virus y las células dentro de las cuales éste se replica son de importancia decisiva,
determinando si la infeccién se establece en absoluto, el tipo de infeccidn que es establecida y el resultado final
para el hospedador.

2.1.1 Factores celulares.

La presencia de receptores apropiados en la superficie de la célula determina si el virus puede ser absorbido.
Una vez que esto tiene lugar y el virus entra en la célula, éste debe reproducirse para establecer la infeccion,
que puede tomar varias formas. Esto no es posible a menos que el ambiente interior de la célula hospedadora
sea conveniente durante el ciclo de reproduccion inicial. Los factores involucrados no estén totalmente claros,
pero sabemos, por ejemplo, que la temperatura de la célula es muy importante y, claramente, sus actividades
bioquimicas también deben tener una parte importante. La replicacion viral no es la actividad de todos 6
ninguno: En un ambiente poco 6ptimo la replicacion parcial puede tener lugar y puede resultar “incompleta”,
generando virus con poca 6 ninguna capacidad de infectar otras células.

2.1.2 Efectos citopaticos.

Muchos virus matan las células en las que se reproducen, a veces con apariencias caracteristicas, 6 efectos
citopaticos (ECP). Estos efectos ocurren en el hospedador intacto como también en cultivos celulares y es a
menudo bastante distintivo para dar una idea del virus involucrado, una propiedad util en el laboratorio de
diagnéstico. Ademas el tipo de ECP puede dar pistas acerca de la clase de respuesta inmune involucrada.

2.1.3 Lisis celular:

La codificacion temprana de proteinas virales puede detener la sintesis de macromoléculas,
particularmente los polipéptidos, por la célula hospedadora. Después del ciclo de replicacion de algunos virus
(Ej. Adenovirus) la acumulacién de grandes cantidades de proteinas de la capside puede causar inhibicién
general de la célula hospedadora 'y las actividades sintéticas virales. La muerte de la célula es seguida por la
lisis y descarga de un gran numero de viriones. Se puede clasificar a estos virus como “Estalladores”.

i.1.4 Fusion de las células:

Ya sabemos que estos virus tienen proteinas de fusion especificas en la membrana del plasma de las
células por medio del cual penetran a la célula, éstos causan la formacion de células gigantes multinucleadas
(sincitios) por paramyxovirus como por virus respiratorio sincicial, parainfluenza virus, y sarampion. Herpes y
algunos retrovirus también dan lugar a sincitios. Virus que se comportan de ésta manera tienden a pasar de
célula a célula en lugar de ser liberados en estallido por lisis. Estas son las “enredaderas”

2.1.5 Cuerpos de inclusion:

Estos son cuerpos baséfilos 6 eosindfilos que aparecen dentro de las células como resultado de infeccion con

algunos virus y con ciertas bacterias (normalmente Chlamydia). Las inclusiones virales pueden ser
intracitoplasmicas, intranucleares 6 ambas.

La naturaleza de las inclusiones varia con el virus involucrado. Ellos pueden representar agregaciones de
viriones maduros (papovavirus, reovirus) pero son mas a menudo areas de alteracién manchando al sitio
de sintesis viral 6 los cambios absolutamente degenerativos.




El hallazgo de inclusiones caracteristicas en células exfoliadas de secciones de tejidos coloreados por
métodos convencionales era hace afios muy usado en diagnéstico pero ha sido reemplazado por otros métodos
mas fiables.

2.1.6 Nuevos Antigenos en la superficie celular..

Otra consecuencia muy importante de muchas infecciones virales es la induccion para que aparezcan nuevos
antigenos en la célula. Esto es particularmente importante en el caso de virus envueltos que brotan de la
superficie de la célula por ejemplo: herpes, myxo, paramyxo, y retrovirus. Desde que son inducidos por el virus
en lugar de la célula hospedadora, éstos antigenos marcan las células infectadas como “extranjeras” para que
sean susceptibles a ser atacados por células T citotdxicas, un elemento importante en la respuesta inmune. Los
antigenos de superficie inducidos por virus pueden hacerse visibles por inmunofluorescencia. Algunos virus
inducen cambios malignos en la célula.



Capitulo 3. NIVELES DE BIOSEGURIDAD

3.1 Niveles de bioseguridad para trabajo en laboratorios.

Nivel 1.

Se trabaja con agentes sin riesgo o de riesgo bajo, que no producen enfermedades en humanos.
Caracteristicas:

1. Practicas generales de laboratorio.

2. Practicas especiales
o Material contaminado en recipientes cerrados para transporte.
o Control de insectos y roedores.

3. No se tiene ningln equipo de contencion

4. Instalaciones de laboratorio.

Nivel 2.

Laboratorios que trabajan con agentes de riesgo individual moderado y bajo, que puede transmitirse a la
comunidad.

Provocan enfermedades en humanos y animales, pero existe tratamiento.

Caracteristicas:

1. Practicas generales de laboratorio.
2. Practicas especiales.

a. Acceso limitado
No se permite el acceso a personas con factor de riesgo.
Avisos de precaucion, mensajes de bioseguridad. Indicar el agente infeccioso.
Cambio de ropa
No se permite el acceso a animales.
Reporte de accidentes o derrames, si estos suceden.
Registro de evaluacién médica, vigilancia y tratamiento.
Existencia de un manual de Bioseguridad.
3. Equipo de contencidn.

a. Gabinetes de seguridad | y II.
4. Instalaciones de laboratorio

b. Autoclave

Tamea00C

Nivel 3.

Se trabaja con agentes de alto riesgo individual , pero bajo riesgo a la comunidad.

Causan enfermedades serias en humanos y animales, pero no se transmiten facilmente de un individuo a
otro. Existe tratamiento.




Caracteristicas:

1. Préacticas generales de laboratorio.
Practicas especiales.
a. Todas las actividades con material infeccioso que se trabajen en el laboratorio deben realizarse sin

excepcién en gabinete.

b. Ningln trabajo debe hacerse en recipientes abiertos sobre las mesas.

3. Equipo de contencién.

4. |Instalaciones de laboratorio.
a. Ellaboratorio debe de estar separado de areas de paso no restringido del edificio.
b. Para el acceso a éste se tiene que contar con 2 puertas (cuarto de cambio y regaderas).
c. Lavabos operados con pies, codos u automaticos cerca de la puerta.
d. Ventanas cerradas y selladas.
e. Puerta de acceso con cerrado automatico.
f. Sistema de ventilacion.

Nivel 4.

Laboratorio en el que se trabaja con agentes de alto riesgo individual y comunitario, que provocan
enfermedades serias en humanos y animales, se transmiten faciimente. No existen tratamiento y prevencion
efectiva.

Caracteristicas:

1

Practicas generales de laboratorio.

Practicas especiales.

a. El material biol6gico viable fuera de gabinete tipo Ill se coloca en un material irompible sellado y es
colocado en un segundo contenedor.

Se debe sacar el laboratorio en un tanque de desinfeccion.

Registro de entradas y salidas.

Existencia de protocolos de emergencia.

El personal debe bafiarse antes de salir.

. Autoclave y doble puerta.

Equipo de contencion.

a. Gabinetesclase lll 6 1, II.

b. Trajes de presién positiva.

Instalaciones de laboratorio.

a. Ellaboratorio de méxima contencién debe estar en un edificio separado (en una zona aislada).
Cuartos de cambio de ropa separados del laboratorio por un cuarto de regaderas.
Drenaje con trampas.

Sistema de ventilacion individual conductos de escape.

Filtrar aire de escape.

Aire de entrada filtrado.

Regadera quimica.

Luz de emergencia.

e a e
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Capitulo 4.LAVADO Y ESTERILIZACION DE MATERIAL

4.1 “Lavado y esterilizacion de material para cultivo de tejidos”

Uno de los factores que contribuyen basicamente a un buen cultivo celular, es el material con el que se va a
realizar el trabajo.

El lavado de material para cultivo de tejidos, es uno de los procesos a los cuales se les debe exigir el mayor
esmero, ya que las superficies de cristal pueden estar limpias, tal como habitualmente se define la limpieza y
ser completamente inadecuadas para los métodos de cultivo de tejido dependientes de la adhesion y
crecimiento de poblaciones celulares sobre el cristal. Adn cuando las células se propagan en medios que
contengan suero y otros liquidos que proporcionan un desarrollo adecuado de las células en el cristal, es a
menudo dificil preparar superficies que sean favorables para la adhesion y multiplicacién celular.

La gran tarea de que se adhieren las células es poder lograr confluencia en la superficie del cristal y

mantenerio vivo. De aqui el poder llevar a cabo un buen estudio, sobre los cambios que provocan algunos virus
sobre las células.

Del material dependera la buena preparacién de los medios de cultivo y el cultivo mismo. Aun en la actualidad
aunque la tecnologia haya avanzado tanto, la limpieza y la esterilidad del material debe ser escrupulosa. No
pudiendo minimizar en ningiin momento la importancia de estos procesos fundamentales.

Se recomienda que el tratamiento para el material de cultivo y preparacién de medios de cultivo, sea realizado
por personal especializado.

4.1.1 Factores Importantes:

El material contaminado por bacterias 6 material en que se trabajaron virus, deben ser inactivadas mediante
calor humedo principalmente, previamente deben tratarse con hipoclorito de sodio.

Otro punto importante es la toxicidad, se sabe que algunos tipos de cristal impiden el crecimiento correcto de
las células. Por lo que generalmente se usa vidrieria “Pirex o Kimex, en los que se ha comprobado que no
existe desprendimiento de sustancias toxicas para las células. A menudo células que se multiplican abundante-
mente en ciertas areas de la superficie del cristal mueren en areas vecinas; a veces las areas téxicas no afectan
a las células hasta que se adhieren y comienzan a multiplicarse. Se ha demostrado que la carga negativa total y
la cantidad de sodio en el cristal son la causa de la toxicidad para las células.

En los paises desarrollados se ha sustituido todo el material de vidrieria por material de plastico especial para
cultivos celulares, siendo para nosotros una gran desventaja el no poder rehusarlo, ya que son desechables.

El agua que se utiliza para todo el proceso, es de gran importancia. Para obtener agua destilada debe tratarse
de manera especial, para que la cantidad de sales sea reducida y que tenga un alto grado de pureza se obtiene

por el método de intercambio idnico. El tipo de desionizadores utilizados pueden ser: Cartridge, Barell y
Millipore.

Los detergentes que se utilizan para este tratamiento reducen la tension superficial del agua para obtener un
gran poder de limpieza. Es necesario que las trazas de detergente sean removidas con facilidad del cristal, y
esto se logra usando algunos detergentes neutros como el Extran.

Un punto importante es la estandarizacion de los métodos de limpieza del laboratorio, ya que dependera de
cada laboratorio, del material que tengan agua, personal, etc.



4.2 Tipos de Esterilizacion.

4.2.1 Esterilizacién: Es el método por el cual un objeto o sustancia queda libre de todo tipo de vida. Es
importante tener conocimiento de los métodos existentes, para matar, remover o inhibir crecimiento de los
microorganismos. La esterilizacién se usa en una gran variedad de cosas para el trabajo de cultivo celular,
como son: Medios de cultivo, vidrieria, filtros, suero, material de cirugia, cada uno de diferente composicion
quimica y por lo tanto requieren de diferentes procesos de esterilizacion. El método de esterilizacion por calor
quizas sea el mas utilizado, y este'método es aplicado por tres variantes.

1. Calor himedo
2. Calor seco
3. Incineracién.

1. Calor Himedo.

Este método es quiza uno de los méas usados. Es el mas simple de los tratamientos y el aparatt_) utilizado es
la autoclave. Este funciona con vapor a 15 Ib. de presién y una temperatura de 121° C, con un tiempo de 15-
30 minutos. Deben ser consideradas las siguientes precauciones:

a. El papel que se utiliza para tapar las bocas de los frascos u otros tipos de material o soluciones, deben
de permitir circular el vapor libremente.

b. Liquidos procesados en volimenes pequefios requieren de tiempo y temperatura normal, pero si el
volumen es muy grande, se necesitara mas tiempo y mas temperatura en contenedores especiales.

c. Elllenado de los frascos debe ser hasta % partes de su total, un volumen mayor provocaria que se
perdiera una gran parte en la esterilizacion.

d. La valvula debe pemmitir circular un flujo fino de vapor.
e. Eltiempo y la presién deben ser constantes en la esterilizacion.

Por este método puede ser esterilizado, vidrieria, material de cirugia, algunas soluciones sin proteinas, agua
para que quede libre de pirégenos, filtros preparados, gasas, jeringas, etc.

2. Calor Seco.

El calor seco en la esterilizacion también es muy usado, el horno en donde se lleva a cabo este tipo de
esterilizacion es un poco mas dificil de que se tenga en un laboratorio pero se debe conseguir. La temperatura y
el tiempo es mas prolongado que en el caso anterior, ésta esterilizacion se lleva a cabo de 170-180° C. durante
2 horas, estas condiciones deben ser constantes durante la esterilizacion.

Se recomienda que durante la esterilizacion no se abra el horno para que se lleve a cabo éptimamente.Todo
tipo de vidrieria se esteriliza por este método. Generalmente se envuelven en papel aluminio para que el calor
seco, penetre correctamente en todas las superficies. Se debe recordar que después de terminada la
esterilizacion se debe dejar enfriar para guardarlo, ya que se puede dafiar el material.



3. Incineracioén.

Incineracion (calentando en una flama), se usa para bocas de frascos, tubos, para hojas de bisturi, férceps,
pinzas, tijeras, después de sumergir el material de cirugia en alcohol etilico al 70%. Debe tenerse mucho
cuidado con el alcohol y la flama que ya que pueden resultar peligrosos.

4.2.2 Filtracion:
Es un método por el cudl particulas de varios tipos pueden ser separadas de un medio liquido o gas. El filtro
tiene poros, los cuales permiten que pase el medio y retiene (generalmente particulas).

Hay diferentes tipos de filtros disefiados para diferentes sistemas, pero esencialmente hay dos propésitos
basicos de filtracion: Retencién y Separacion.

Ocasionalmente es necesario eésterilizar liquidos, los cuales no pueden sujetarse al calor, como suero,
soluciones azucaradas, enzimas, etc. Existen diferentes tipos de filtro:

1. Filtros Seitz: Consisten de celulosa incorporados con asbestos purificados, existen de diferentes
didmetros de poro.

2. Filtros de Membrana: Estan hechos de esteres de celulosa, nylon, cloruro de polivinilo, son membra-
nas circulares y tienen diferentes grados de porosidad y didmetro. Para volimenes de 10 a 100 ml. se
pueden usar filtros adaptados a jeringas hipodérmicas, y para mas de 100 ml. se utilizan contenedores

conectados a una compresora con presion positiva y filtros Millipore estériles, con campana para recibir
el liquido estéril.

4.2.3 Desinfectantes

Existen muchos tipos de desinfectantes. Lo importante es elegir uno que no irrite y que no manche.

Los yodoformos son desinfectantes no irritantes y que no manchan, estos bajan la tension de la solucién y
libera poco yodo. Esta puede ser efectiva para hongos, bacterias, esporas y algunos virus.

Desinfectantes fenélicos, sales cuaternarias de amonio, soluciones alcohélicas y benzal son importantes
desinfectantes, usados para la limpieza de areas de trabajo y aparatos.

4.3 Preparacion de Material.

e Para la preparaciéon del material se debe de tener mucho cuidado, ya que si alguna parte quedara
descubierta la esterilizacion seria nula.

e El papel que es mas utilizado para envolver es el papel aluminio de un grosor mediano.
« Se envuelve todo el material de la boca principalmente.

e Las pipetas se taponan con algodon, de manera que no queden muy apretados y se meten en
cartuchos separados segun de la cantidad de que sean.

« Las cajas de petri y jeringas se envuelven con papel estraza o algo parecido.
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4.4 Codigo de colores en un laboratorio.

AIRE COMPRIMIDO (rojo) VAPOR (blanco)

O

VA

VACIO (verde) RETORNO DE CONDENSADOS

BAJA PRESION. (blanco)

Oi0O

GAS (amarillo) RETORNO DE CONDENSADOS

RCAP ALTA PRESION. (blanco)

AGUA DE SERVICIO (azul)

AGUA FRIA (verde botella)

RETORNO DE AGUA FRIA (blanco)

RAF

AGUA HELADA (azul marino)

>’
pa

RETORNO DE AGUA HELADA (azul fuerte)

2

4.5 El Agua para el area de Virologia.

4.5.1 Torrencial:

Cuando sea posible, no verter de un contenedor estéril contenido a otro, a menos que el bote esté chorreando
y sea usado solo una vez y, preferiblemente, y para vaciar todo el contenido (promedio) en una sola vez. El

mayor riesgo en torrentes es la generacion de un puente de liquido entre la botella de afuera o frascos que son
almacenados o incubados.



4.5.2 Flujo Laminar:

La mayor ventaja de trabajar de trabajar en flujo laminar es que el trabajo dentro de la campana es protegido
del polvo y contaminacion por un flujo constante estable de aire filtrado, Hay dos tipos principales de flujo (1)
horizontal donde el flujo de aire sopla hacia el operario, paralelo a la superficie de trabajo, y no es recirculado; y
(2) vertical, donde aire circula de arriba hacia la superficie de trabajo y es atraido a través de la superficie de
trabajo. En muchas campanas, el 20% es abierto y hecho hacia arriba para dibujar en el aire hacia el frente de
la superficie de trabajo. Esta configuracién es disefiada para minimizar derrames del aire de trabajo o el
gabinete. Las campanas de flujo horizontal dan el mas estable flujo de aire y la mejor proteccion de esterilidad
hacia los cultivos y reactivos; las capuchas de flujo vertical dan mas proteccién hacia el operador.

Un flujo vertical de clase Il bioarriesgado donde las campanas deben ser usadas si el material potenciaimente
peligroso (cultivos infectados viralmente de humano o primate, etc.) sirve de guia. La mejor proteccién de
riesgos quimicos y radioquimicos es dada por una campana de citotoxicidad que es especialmente disefiada
para la tarea y esta tiene una trampa de filtro de carbon en el recirculador de flujo de aire o una campana con
todo el chorro abierto hacia fuera del area. Si notamos patégenos humanos son manejados, una clave Il con
gabinete patégeno con una trampa patégena sobre el respiradero es obligatoria.

La eficiencia de campanas de flujo laminar dependen de un minimo de presién de gota se increr'r_)enta, y el
dato del flujo de aire en el gabinete desciende. Abajo 0.4 m/s (80 ft/min), la estabilidad del flujo de aire laminar
se pierde, y la esterilidad puede no ser mantenida largamente. La presion de gota puede ser monitoreada con

un mandémetro apto para el gabinete, pero directamente medido del flujo de aire con un cronometro es
preferible.

El mantenimiento de rutina checa con filtros primarios son requeridos (siempre cada tres o seis meses). Las
campanas con flujo horizontal, los filtros pueden ser removidos (después de desviar la agitacién) y descartar o
lavar en jabén y agua, como son generalmente hechos de espuma de poliuretano. Los filtros primarios en fluido
vertical y capucha bioarriesgados son alternados y pueden necesitar ser remplazados por un ingeniero. Los
filtros deben ser incinerados o autoclaveados y descartados.

Cada seis meses el filtro principal de alta eficiencia de aire particulado encima de la superficie de trapajo
hubiera sido monitoreado por flujo de aire y agujeros. (El tltimo es detectable por un incremento local de aire y
un incremento particular contado). El monitoreo es mejor hecho por ingenieros profesionales, con precauciones

propias tomadas para hacer trabajar con biopeligrosos, los gabinetes deben ser sellados y fumigados antes que
los filtros sean cambiados.

El chequeo regular del trabajo debe ser hecho debajo de la superficie de trabajo y ningiin derramamiento al
enjuagar arriba, la bandeja lavada y el area esterilizada con 5% de desinfectante fenélico en 70% de alcohol.
Los derrames deben, por supuesto, enjuagados arriba cuando esto ocurra, pero ocasionalmente ello pasa
desapercibido, asi un chequeo regular es importante. Estropajos, tejidos limpios, o guantes, si gotea debajo de
la superficie de trabajo durante la limpieza, puede terminar arriba sobre el filtro primario y flujo de aire
restringido, asi tener cuidado durante la limpieza y checar el filtro primario periédicamente.

Las campanas de flujo laminar son mejor corriendo continuamente a la |zqu1erda porque estos guardan el
area de trabajo limpia.

No deberia ocurrir ningin derrame, cualquiera sobre el filtro o debajo de la superficie de trabajo, es secado
rapida y equitativamente en aire estéril reduciendo el intercambio de microorganismos a voluntad grandemente.

La luz ultravioleta es usada para esterilizar el aire y la superficie de trabajo expuesta en capuchas de flujo
laminar entre usos. La efectividad de las luces es dudosa porque ellas no producen grietas, las cuales son
tratadas mas efectivamente con alcohol u otros agentes esterilizantes, los cuales corren a voluntad por
capilaridad. Las luces ultravioletas presentan una radiacion peligros, particularmente para los ojos, y ademas
plomo a voluntad para enloquecer de algunos panales de plasticos despejados (ejem: Perspex) después de 6
meses a 1 afio si es usada en conjuncién con alcohol.

Nota de seguridad: Si las luces ultravioleta son usadas, protegerse con gogles y toda la piel que pudiera ser
expuesta debe ser cubierta.



4.6 Procedimiento Estandar

La esencia de las buenas técnicas de esterilidad incluye muchos de los principios de las buenas practicas de
laboratorio estandar (ver tabla 4.1). Guardando la limpieza, despeja espacio de trabajo, y tiene sobre el solo lo
que requiere a tiempo. Preparar tanto como sea posible en avance, asi esos cualitativos que estan fuera de la
incubadora por corto tiempo posible y manipulacion de varios puede ser acarreada fuera répidamente,
facilmente, cepillado. Guardar siempre en linea directa de vista, desarrollar una conciencia de contactos
accidentales entre superficies estériles y no estériles. Abandonar el 4rea limpia y ordenar cuando usted termine.

Tabla 4.1. Buenas Técnicas de Asepsia.

SUJETO HACER NO HACER
Limpiar con algodén antes y después | Desordenar la campana de arriba
de usar Abandonar la campana en un
Campanas de flujo laminar Guardar una minima suma de derroche

aparatos y materiales en la campana
Trabajar en linea de vista directa

Trabajar sin antibiéticos Abrir frascos contaminados en
Checar cultivos regularmente, por ojo | cultivo de tejidos
Contaminacién y microscopio Acarrear células infectadas
-| Abrir la caja plateada Abandonar contaminaciones sin
3 reclamar disponer de ellos sin
peligro
Mycoplasma Prueba celular rutinaria Acarrear células infectadas
Obtenidos de fuente confiable Probar a descontaminar detalles
. " C nte lejana removida
Lineas celulares importadas hgcar para m.ycoplasma dOblter!e_r Ialfue te lej Vi
Validada de origen el ongina

Records guardados

Checar para mycoplasma
Validada de origen
Mandar sabana de datos
Triple envoltura

Lineas celulares exportadas

Cristaletia Guardar acciones por separado Usado por quimicos
Matraz .| Ventilar poco a poco si es sujetado Sujeto también altamente
Fregar los botes antes de colocarlos | Repartir entre lineas celulares
Medio y reactivos en la campanas Repartir con otros
Abrir solo en la campanas Verter
Use atorador de pipetas Usar la misma pipeta para
Pipetas Cambie si es contaminado diferentes lineas celulares
! -
Use plastico para agar Repartir con otras personas

Sobrellenar cilindros dispuestos

Tomado de Beunard N Fields. Fundamental Virology.
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5.3 Pruebas de Esterilidad.

A todas las soluciones y equipos a utilizar, se les hara prueba de esterilidad, lo mismo que a la campana. En
la campana, estufa, incubadora, horno, se pone una caja de petri con agar BHI abierta durante 5 min. Se tapa y
se incuba por 24 hrs. a 37° C. No debe existir ningun crecimiento.

Los medios y soluciones se ponen en caldo BHI y se incuba de la misma forma, para qué pase prueba de
esterilidad.

Nota: Después de terminar de esterilizar por filtro Millipore se abre para ver si no esta roto o mal puesto el
filtro.

Muchas soluciones necesitan ser esterilizadas por filtros Millipore ya que podrian desnaturalizarse, tal es el
caso del suero, medio ricos en amino4cidos, vitaminas y proteinas.

No debe ser filtrado un material viejo o contaminado, ya que taparian rapidamente lo poros del filtro, permi-
tiendo retrasarse en el trabajo.

Estos filtros tienen la ventaja de no alterar pH de las soluciones.




Tabla 5.1 Medios estandar para cultivos de tejido.

Comp t DME RPMI1640 Ham’s F-12

CaClk 200 33
Ca (NO3),. 4H,0 100
CuSO0, . 6H,0 0.0023
Fe (NO3)s. 9H,0 0.1
FeSO, 0.46
KCI 400 400 220
MgSO, . 7H,0 200 100 150
NaCl 6400 6000 7600
NaHCO; 3700 2000 1200
NaH,PO, . H,0 125
Na,HPO, 800 140
ZnS04 . H0 0.86
Glucosa 4500 2000 1800
Glutation 1
Hipoxantina 4.1
Acido lipoico 0.21
Metil linoleato 0.088
Rojo de fenol 15 5 12
Putrecina 0.16
Piruvato de sodio 110 110
Timidina 0.73
L- Alanina 8.9
L- Arginina 200
L- Arginina. HCI 84 210
L- Aspargina. H,0 57 15
L- Acido aspartico 20 13
L- Cistina 48 50
L- Cisteina. HCI. H,0 35
L- Acido glutamico 20 15
L- Glutamina 580 300 150
Glicina 30 10 75
L- Histidina 15
L- Histidina. HCI. H,0 42 21
L- Hidroxiprolina 20
L- Isoleucina 105 50 39
L- Leucina 105 50 13
L- Lisina . H,0 150 40 37
L- Metionina 30 15 45
L- Fenilalanina 66 15 5.0
L- Prolina 20 35
L- Serina 42 30 1
L- Treonina 95 20 12

4 L- Triptofano 16 5 2.0
L- Tirosina 72 20 54
L-Valina 94 20 12
Biotina 0.2 0.0073
D- Pantotenato de Calcio 4 0.25 0.24
Clorhidrico 4 3 14
Acido Félico 4 1 13
i- Inositol 7 35 18
Nicotinamida 4 1 0.037
Para- aminobenzoico 1
Piridoxal- HCI 4
Piridoxina- HCI 1 0.062
Riboflavina 0.4 0.2 0.038
Tiamina- HCI 4 1 0.34
Vitamina By, 0.005 14

En mg/1000 ml

“Kawamoto et al (1986) en “Antibodies a Laboratory Manual”
DME= Medio Minimo Esencial
RPMI1640 = Medio Minimo Esencial
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5.2.6 Solucidén de Penicilina — Estreptomicina.
Como la penicilina y la estreptomicina se hallan incorporadas en todos los medios, se prepara una mezcla de
ambas en una solucién.

En 100 ml. de PBS se disuelve una megaunidad de penicilina — mas 1 gr. de estreptomicina. Se distribuyen
en cantidades de alicuota de 5 ml y se almacenan a —20° C.

Al agregar 1 ml. de SPE a 100 ml de medio de cultivo, resultara una concentracion final de 100 unidades de
penicilina y 100 pg de estreptomicina por mi.

5.2.7 Medio minimo basal con Sales de Hank’s y Earle. (tabla 5.1)

Los medios de cultivo, seran hidratados en 950 ml. de ADE, esterilizado por filtros Millipore, se recibe en

matraces de 1 litro y se distribuye en botellas de leche de 100 ml. en la campana de flujo laminar. Se guardan a
4° C., debidamente etiquetados.

5.2.8 Medio preparado para usar.

e Hank'’s 100 ml.
e CO3 1.2ml.
e Piruvato 1ml
o L-Glt. 1ml.
« SPE 1ml.
 SFB 1 ml. para desarrollo

5 ml. para mantenimiento
5.2.9 Desinfectantes:

5.2.9.1 Yodo:
1=2gr
Nal = 2-4 gr
E =100mil

E = Alcohol etileno al 95%.

Disuelva el Nal en 5 ml de H,O dest. Adicione el | y afore con E al 95%.

5.2.9.2 Fenol:

Fenol al 5% en agua destilada.

39}
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5.2 PREPARACION DE SOLUCIONES

5.2.1 PBS: Solucién Amortiguadora.

1Lt
e NaCl 8gr.
o KCI 0.2gr.
e PO4HNa, 1.15gr.
o PO4HK 0.2gr.
e Rojo de Fenol 1% 0.5ml.
e Aforar cbp. 1Lt

El agua utilizada debe ser desionizada y esterilizada por autoclave.

AjustarelpH a 7.2
o Filtrar o Autoclavear
e Guardar a 4°C.

5.2.2 Glutamina:

Solucién concentrada 100X.

Pesar 2.92 gr del polvo y aforar a 100 ml con agua desionizada y esterilizada con autoclave.
Esterilizar por filtro Millipore.

Guardar en tubos de 5 x 15 ml. a -=20° C.

5.2.3 Carbonatos:

Es una solucién al 3.5% de Bicarbonato de Sodio con agua de desionizada.
Esterilizada con autoclave.

Autoclavear o filtrar.

Guardar a 4° C.

5.2.4 Piruvato:

e Solucién 100 milimolar con ADE (agua desionizada-esterilizada).
e Filtrar por Millipore.
e Guardar en tubosde 5-10mla4°C.

5.2.5 Tripsina-versene:

1Lt
¢ NaCl 8ar.
e KCI 0.4qr.
e Dextrosa 1gr.
e NaHCO; 0.58 gr.
e Tripsina 0.5
e Versene (EDTA) 0.2
* Rojo de Fenol al 0.5% 0.4 ml.
« ADE 9 1t
e Ajustar pH a 7.3 con NaHCO;
e Esterilizar por Filtros Millipore
e Guardar en frascos de 100 ml a -20° C.
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Capitulo 5. COMPONENTES DE MEDIOS DE CULTIVO

5.1 Preparacion de medios de cultivo y complementos.

Existe un sin nimero de medios apropiados para el cultivo y mantenimiento de las células y puede causar

confusién a una persona nueva en las técnicas de cultivo para tejidos. Basicamente hay dos tipos y son los
siguientes:

1. Soluciones Salinas Balanceadas (SSB), que son soluciones isotonicas de sales inorganicas y de
glucosa, amortiguadas con fosfatos, a las cuéles se les agrega suero sanguineo u otros productos
biol6gicos similares para el mantenimiento y desarrollo de las células.

2. Medios de cultivo definidos que estan compuestos por aminoacidos y vitaminas en cantidades conoci-
das, en una solucién salina balanceada donde se mantendran las células y posiblemente se promovera
algln desarrollo sin necesidad de nuevas adiciones.

5.1.1 Suplementos Bioldgicos:

En las primeras técnicas se embebian los fragmentos de tejidos en medio de un coagulo de plasma. Aunque
este método esta ampliamente superado, pero conserva todavia un lugar como técnica de investigacion,
particularmente en embriologia.

5.1.2 Suero Sanguineo:

Se han usado sueros de muchas especies, pero los mas comunes son: humano, ternera, fetal de bovino o el
de conejo.

Se recoge la sangre asépticamente y se deja coagular.

Se centrifuga para retirar todas las células sanguineas.

Se prefiltra.

Se pasa por una ldmpara de UV lentamente.

Se esteriliza por filtros Millipore estériles de 0.22 mm. de @

Se reciben en recipientes de 100 ml. y se aimacenan a -20° C.

O on B (D P =

Algunos sueros son citotéxicos, por lo cual es necesario comprobar cada nuevo lote con un cultivo celu!a_r.
para finalmente utilizarlo de forma general, también se debe comprobar si no tiene anticuerpos. La hemdlisis

minima en el suero puede ser no perjudicial, pero en exceso de hemoglobina se precipitara y arruinara la
confluencia de las células.

5.1.3 Liquidos Corporales:

Los liquidos, amniético, ascético y pleural se han usado con éxito pero su provisién es algo erratica y no tiene
aceptacion general.

5.1.4 Extractos de Embridn:

Se usan con frecuencia para incrementar el desarrollo celular en especial células recién aisladas. Pueden
sustituir al suero en algunos casos, especialmente en los cultivos de tejidos diferenciados.
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4.7 Trabajando en flujo laminar.

4.7.1 Fuera de linea.

Lavar y cepillar el area de abajo, y traer botes, pipetas, etc. Acarrear fuera los primeros procedimiento_s de
preparacion (preparacion de medio y otros reactivos) seguido por cultivo de trabajo. Finalmente, obtener arriba y
secar toda la superficie con 70% de alcohol

4.7.2 Purificacion de agua.

Purificar el agua es requerido para cristaleria ascendente, disolviendo medio en polvo, y diluyendo
concentrados. El primero de estos prop6sitos es generalmente satisfecho por la desionizacion por osmosis
reversa de agua, pero el segundo y el tercero requiere agua ultrapura (UPW), el cual demanda un tercer o
cuarto proceso de estado. El principio importante es que cada estado sea cualitativamente diferente; la osmosis
reversa puede ser seguida por filtracién en carbén vegetal, desionizacion, y filtracion por micropor (ejemplo: via
un filtro de millipore) o destilacién (con un elemento de silico-enfundada) puede ser sustituido para el primer
estado. La osmosis reversa es abaratada si su compensador de combustible paga la factura; si no, la
destilacion es mejor y mas verosimil para dar un producto estéril. Si la osmosis reversa es usada, el tipo de
cartucho debe ser escogido para convertir el pH del abastecimiento de agua, como algunas membranas pueden
volverse porosas en condiciones extremas de pH.

El desionizador debe tener una medida de conductibilidad monitoreando el flujo, para indicar f:uando.el
cartucho debe ser cambiado. Otros cartuchos deben ser fechados y reemplazados de acuerdo a Ia_s instruccio-
nes de manufactura. Un carbon orgénico total (TOC) puede ser usado para medir el monitor de coloides.

El agua purificada no debe ser almacenada, pero debe ser reciclada a través de un aparato continuamente
para minimizar infeccion con algas. Cualquier tuberia o reservorio en el sistema debe ser checado regularmente
(cada tres meses) para evitar el crecimiento de algas, limpiar por fuera con hipoclorito y detergente, y
atentamente enjuagar en agua purificada después del uso.

El agua es muy simple, pero probablemente la mas critica, constituyente de todo medio y reactivos,
practicamente medio libre de suero. Un buen control de calidad moderado es para checar el plateado eficiente
de una linea celular sensitiva a intervalos regulares.

A realizar:

Si el material se encuentra contaminado se inactiva por calor htimedo o por hipoclorito de sodio.
Se enjuagara y se pondra en una tina con Extran al 3% y 3% de hipoclorito de sodio, toda la noche.
Se lavara con mucho cuidado, tratando de no rayar el cristal.

Se enjuaga con agua corriente varias veces (5-10 veces).

Se enjuaga 5 veces en 4 tinas con agua destilada.

Se enjuaga 5 veces en 3 tinas con agua desionizada.

Se deja escurrir y se mete a secar 1 hora a 80° C.

Se envuelve el material de vidrieria con papel aluminio, en la boca de los frascos.

Se esteriliza en horno 2 horas a 180° C.

0. Material que no es de cristaleria o que por lo tanto no resistan el calor seco, se esterilizara por
autoclave a 121° C. por 15 minutos.

11. El material esterilizado se guarda en gavetas apropiadas.

=R =l = -




Capitulo 6 TOMA DE MUESTRAS

6.1 Introduccién.

El objetivo es proporcionar pautas basicas e imprescindibles para extraer, manipular y remitir muestras al
laboratorio de virologia tendientes a un diagndstico exitoso.

De la representatividad de la muestra dependera también dicho éxito.

El conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad y sus repercusiones organicas indicaran al profesional
qué muestra ha de extraer y cuando.

La mejor muestra es, siempre, aquella proveniente de un animal con los primeros sintomas o al que se mata y
se le practica la necropsia, pues esto evita el problema de la contaminacién post-mortem.

Para obtener la muestra adecuada en el momento oportuno es necesario conocer la fisiopatologia de cada
infeccion viral. Sin embargo existen reglas generales, por Ej.: Si la enfermedad est4 en la superficie se deben
cultivar secreciones solamente; si la enfermedad es sistémica, se deberan cultivar multiples sitios. De todos los

pasos en el diagnéstico de virus por aislamiento, los dos mas importantes son la obtencion de la muestra
adecuada y su correcta conservacion y envio.

Debe evitarse la demora en la obtencion de las muestras ya que para la mayoria de los virus existen mayores
posibilidades de éxito en un aislamiento o en la deteccion de antigeno en etapas tempranas de la enfermedad.
Existen excepciones a esta regla, por Ej., el citomegalovirus puede aislarse por largos periodos (semanas o
meses) de fluidos o secreciones en infecciones congénitas y adquiridas; el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B puede detectarse en circulacion durante aios en los portadores cronicos.

Las muestras para diagnéstico virolégico pueden obtenerse mediante hisopados (conjuntivales, genitales,
rectales, de fauces o de lesiones cutdneas), de sangre (viremia), aspirados nasofaringeos (ANF), orina (viruria),
liquido cefalorraquideo (LCR), materia fecal y 6rganos obtenidos por biopsias o autopsias.

Es imprescindible que junto con la muestra se envie un breve resumen de historia clinica, la fecha de
comienzo de la enfermedad actual y la fecha y hora de extraccion de la muestra.

Las muestras pueden obtenerse con jeringa y aguja estériles (sangre, LCR) o con hisopos estériles de
algodon (u otros materiales), los que deben colocarse en tubos con tapa hermética que contienen un medio de
transporte para virus (por Ej., medio de Stuart o de Hanks con 0.2 — 1 % de albuimina bovina, antibiéticos y
antimicéticos). La albimina o suero fetal bovino se afiaden para preservar al virus y los antibidticos y
antimicoticos para inhibir la flora que puede contaminar la muestra.

6.2 Envases e Instrumental.
6.2.1 Transporte y conservacion de las muestras:

La conservacion de la muestra puede lograrse de diferentes maneras, a continuacion se refieren algunos
métodos:

Congelacién: Se emplean termos que contienen biéxido de carbono sélido (hielo seco) para el transporte y
conservacion de las mismas por tiempo limitado.

(8]
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Ademas, en todos los laboratorios de virologia existen gabinetes de bajas temperaturas que pueden mantener
la muestra en condiciones adecuadas lo que garantiza una conservacion prolongada de la misma.

Liofilizacién: Esta técnica de amplio uso no solo para el trabajo con virus, se basa en la congelacién rapida
del material bajo régimen de alto vacio, lo cual hace que se produzca ademés la deshidratacién del mismo por
sublimacién del agua. En muchas ocasiones el producto a liofilizar puede ser mezclado con plasma o suero
original al 10 — 20 % u otro medio protector como la leche descremada.

Los materiales liofilizados pueden conservarse en frascos sellados en refrigeracion por periodos de tiempo
prolongados.

Glicerol: Es un método sencillo que se emplea para preservar virus y otros microorganismos. Aunque su
empleo no es tan reciente, sigue siendo un procedimiento muy (til sobre todo cuando no existen otros recursos.

El glicerol diluido al 50 % en agua o solucién salina se emplea con éxito para conservar materiales fecales,
secreciones y otros.

Aspirados Fluidos y Tejidos: Deben transportarse en contenedores estériles que no derramen su contenido.
Su procesamiento hay que realizarlo lo antes posible (en términos de unas horas). Incluso se recomienda la
inoculacién en el momento de la toma.

Hisopos: Deben colocarse en un tubo conteniendo 0.5 ml. de medio de transporte que contenga antibiéticos.
Los hisopos secos deben descartarse. La composiciéon del medio varia pero se recomienda la solucién de
Hank’s. Se mantiene en recuperacion.

6.2.2 Envases

Deben ser impermeables, estériles, y con buen cierre.
Esterilizados en:
» Autoclave 121° C, 20 minutos (olla a presion)

» Horno 160° C, 2 horas. 180° C, 30 minutos. En horno de cocina y con el material envuelto en papel, se
- considera que el vidrio se ha esterilizado cuando el papel adquiere color caramelo

6.2.3 Instrumental de Necropsia

Debe estar en perfectas condiciones, sin 6xido. Los bisturis, tijeras y demés instrumental de diéresis deben
tener buen filo.

6.3 Toma de muestras virales en humanos

6.3.1 Tomas de muestra en virologia.

6.3.1.1 Introduccion:

Los virus que infectan y causan enfermedad en el ser humano han recibido nombres y se les agrupado desde
varios puntos de vista. La clasificacion actual se hace con base en elementos propios del virus.

El punto de partida de cualquier trabajo lo constituye la fuente de material 0 muestra viral, su manipulaci(j)r) es
un aspecto muy importante, dependiendo el éxito del trabajo futuro de la correcta recogida, conservacion y
manipulacién de la misma.

La muestra que contiene virus debe colectarse de manera cuidadosa, en la etapa aguda de la enfermedad,
observando las reglas de asepsia y evitando que diversos factores como las temperaturas y el pH puedan
afectar el virus en la misma.

El material a colectar es muy diverso (TABLA 6.1) lo cual esta determinado por el histotropismo que presenta
el virus en cuestioén.
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Tabla 6.1.

MUESTRAS A COLECTAR PARA DIFERENTES VIRUS.

VIRUS MUESTRA

- Poliomielitis Heces fecales, médula espinal.

- Fiebre amarilla Sangre.

- Influenza Secreciones y lavados nasofaringeos.

- Parotiditis Saliva y orina.

- Rabia Saliva, cerebro.

- Sarampi6n Orina, sangre, nasofaringe.

- Viruela Pdstulas y secreciones de la piel.

- Molusco contagioso Nodulos de la piel.

- Adenovirus Regresiones Sist. Respiratorio,
Conjuntiva, heces fecales, y orina.

- Arbovirus Cerebro, sangre.

Aunque muchos virus producen cuadros clinicos perfectamente definidos y caracteristicos, muchas veces los
virus de familias diferentes pueden producir sindromes similares. La frecuencia con que éstos se recuperan a

partir de las muestras clinicas, varia de acuerdo al cuadro clinico, el tipo de muestra y la oportunidad de su
obtencion.

Se debe intentar colectar las muestras directamente del tejido u érgano afectado (CUADRO 6.2).
a) Infecciones de la piel 0 mucosas: es suficiente un raspado de la lesion.
b) Infecciones de las vias respiratorias: es suficiente contar con exudados faringeos.
c) Infecciones sistémicas: se colectan muestras en los sitios de entrada o de salida del
agente que se sospecha esta involucrado.

Cuagjro 6.2 .
TIPOS DE MUESTRA SEGUN EL SINDROME ASOCIADO

SINDROME MUESTRA ADECUADA
Coriza Aspirado nasofaringeo.
Faringitis Hisopo faringeo.

. Pleurodinia Hisopo faringeo.
Neumonia Aspirado nasofaringeo y traqueal, biopsia.
Meningitis Liquido cefalorraquideo, heces, hisopo
Aséptica-encefalitis " Faringeo
Gastroenteritis Heces.
Parotiditis Aspirado faringeo, orina.
Exantema vascular Aspirado o hisopo vesicular.
Exantema maculopapular  Aspirado nasofaringeo, heces.
Miocarditis, peritonitis Aspirado nasofaringeo, heces
Queratitis, conjuntivitis Raspado conjuntival y corneal.

Aspirado nasofaringeo.
El éxito en el aislamiento varia de 0.1 al 90 % de acuerdo a las siguientes condiciones:

a) Oportunidad de la toma de la muestra (en tiempo).

b) Sitio de toma de la muestra (adecuado)

c) Tiempo transcurrido hasta su llegada al laboratorio (horas).
d) Condiciones de envio de la muestra (refrigeracion).

e) Técnicas y experiencia con que cuenta el laboratorio.
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6.4 Tomas de muestras en general. Procedimientos.

A continuacion se describen, en ORDEN ALFABETICO, los procedimientos adecuados de tomay envio de
muestras clinicas (M) .

M1. Expectoracién (Esputo). »

Toma: Enjuagar la boca con agua destilada estéril o solucion salina. Obtener el esputo tras una expectoracion
profunda, preferentemente matinal. De no producirse expectoracion espontanea, puede inducirse el esputo con
nebulizaciones de suero fisiologico estéril (15 ml. durante 10 minutos). En un frasco de plastico, con capacidad
de 30 — 50 ml., de boca ancha y estéril, se recogen unos 5 ml. de expectoracion del paciente.

Envio: Las muestras se protegen del calor excesivo con refrigerante.
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M2. Exudado Cutaneo.

Toma: Con un hisopo de algodén se toma una porcion del exudado, evitando que sea muy superficial.
Inmediatamente se inocula en los medios apropiados.

Envio: Las muestras se protegen del calor excesivo con un refrigerante.

M3. Exudado Faringeo.

Toma: Se pide al paciente que se siente y coloque su cabeza hacia atrds. Se ilumina bien la cavidad
orofaringea y con un abatelenguas se empuija la lengua hacia abajo para facilitar el acceso a la parte posterior
de la faringe. Con un hisopo de algodén se hace un raspado de las areas hiperémicas, purulentas o necroticas,
asi como de las membranas o manchas de Koplic, si es que las presenta.

Envio: Agentes virales: El hisopo con la muestra se introduce en un tubo de tapén de rosca con 1 0 2 ml. de
Soluci6n Salina Isoténica estéril. Se rompe la varilla de madera a la altura del tapén y se tapa herméticamente.
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M4. Exudado Nasofaringeo. .

Toma: Se pide al paciente que se siente y coloque su cabeza hacia atras. Se introduce un hisopo de alginato
de calcio, dacrén o nylon (nunca de algodén en caso de sospechar Bordetella) por las fosas nasales hasta la
nasofaringe, sin tocar los cornetes y tratando de producir un acceso de tos. El hisopo se mantiene in situ de 10
- 15 segundos durante el acceso de tos, después de Jo cual se retira rapidamente.

Envio: Agentes virales: El hisopo con la muestra se introduce en un tubo de tapén de rosca con 0.5 mi. de
Solucién salina isotdnica estéril. Se rompe la varilla de madera a la altura del tapén y se tapa herméticamente.

MS5. Exudado Uretral.

Toma: Se recomienda al paciente que no orine por lo menos una hora antes de tomar la muestra. Se utiliza
un hisopo de alginato de calcio adecuado para tomas de muestra, el cual se introduce unos 2 a 4 cm. en la
uretra y se frotan las paredes haciendo girar el hisopo durante 5 a 10 segundos; con esta muestra se deben
hacer de inmediato frotes en portaobjetos limpios.

Envio: El tubo y las preparaciones se envia lo antes posible de modo que no lleguen al laboratorio después
de 24 horas.

Mé6. Exudado Vaginal y Endocervical.

Toma: Se utiliza un espejo vaginal para revisar el cérvix. Se toma la muestra con un hisopo, tomando todo el
flujo que haya en las paredes de la vagina. Cuando se sospecha de infeccién por Clamidias, se limpia el
exocérvix con un hisopo de algodén para eliminar el moco y el exudado, se introduce el hisopo (de alginato de
calcio o de dacrén, nunca de algodon) unos 2 a 4 cm. Dentro del canal endocervical y se rota cuidadosamente
presionando contra la pared, evitando el contacto con las superficies vaginales.

Envio: Se envia lo antes posibles, para que llegue antes de 24 horas, no necesita refrigerarse.

M7. Frotis Sanguineo:

Toma: Se limpia la yema del dedo o el I6bulo de la oreja con una torunda de algodén empapada en alcohol
etilico al 70 % y se deja secar. Con una lanceta estéril se hace una puncion firme y profunda y se limpia la
primera gota de sangre con un algodén limpio y seco. Se comprime de nuevo la yema o el I6bulo hasta que
forme una gota esférica. Se toca la parte superior de la gota con un portaobjetos muy limpio y con un extremo
de otro portaobjetos, se extiende la sangre para hacer un frote. Se deja secar a temperatura ambiente.
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Envio: Cada laminilla se protege individualmente, se empaqueta cuidadosamente en un recipiente y se envia
lo antes posible.

M8.Gargarismo.

Toma: Se proporciona al paciente un frasco de boca ancha con tapon de rosca, estéril, con 5 ml. de solucion
salina y se le instruye de modo que mantenga la solucion en la garganta el mayor tiempo posible mientras hace
gérgaras y depositando nuevamente el liquido en el frasco.

Envio: El frasco con la muestra se envia de inmediato, protegido con un refrigerante.

MS. Gota gruesa.
Toma: Ver las indicaciones de la M7 Frotis sanguineo.

M10. Hemocultivo.

Toma: Se limpia el sitio de la puncion con una torunda de algodén impregnada con etanol al 70 % o solucion
de yodo al 2 %. Si se trata de un adulto, se toman de 5 — 8 ml. de sangre total, sin anticoagulante, o de 2 a 3 ml.
si se trata de un nifio, siguiendo Ias indicaciones que se describen en el inciso M21. De inmediato la sangre se
inyecta a través del tapén (previamente desinfectado con alcohol) de un frasco con medio bifasico para
hemocultivo.

Envio: El frasco del hemocultivo se empaqueta bien en un recipiente con doble cubierta para evitar se
ruptura. No hay que refrigerario.

M11. Hisopo Rectal.

Toma: La muestra se toma introduciendo la punta de un hisopo de algodén humedecido en solucién salina o
medio de transporte en el recto y haciéndolo rotar ligeramente. Estara bien tomada si observamos un ligero
color café en el hisopo. Una vez tomada la muestra se introduce el hisopo hasta el fondo en un tubo con medio
de transporte que debe estar bien tapado (tapén de rosca). Para estudios virales mandarlo en refrigeracion,
aunque no se recomienda usar hisopo para el caso de virus.

Envio: Hay que refrigerar en el caso de estudios virales.

M12. Impronta de lesiones cutaneas.

Toma: En caso de una lesion ulcerosa, se presiona un portaobjeto perfectamente bien desengrasado sobre la
lesion. Si la lesion esta cicatrizada con la punta de un portaobijetos se levanta la cicatriz y se toma la muestra
como se indicé anteriormente. En caso de una lesién nodular, se pincha el nédulo con una lanceta y se
presiona con un portaobjeto sobre la lesion hasta que salga liquido tisular el cual contendra al parasito. Hay que
evitar en lo posible el sangrado durante la toma de la muestra. Se fija con alcohol metilico absoluto.

Envio: Las laminillas se envuelven individualmente y se empaquetan se protege de la luz solar y la humedad



M13. Lavado Faringeo.

Toma: Se pide al paciente que se siente comodamente e inclina la cabeza hacia atrds. Se mide la distancia
media entre la fosa nasal y la base del pabell6n auricular, para saber la profundidad a la que se debe introducir
la sonda. Se aplicard 1 ml. de solucién salina o PBS e inmediatamente se introducira la sonda, que estara
conectada a través de una trampa a un tubo o recipiente estéril para la recepcion del material.

Envio: La muestra se coloca en hielo hasta se procesamiento.

M14 Lavado Gastrico.

Toma: Debe ser efectuada por personal médico bien entrenado. Se introduce una sonda por via bucal hasta
el estémago en ayunas. La muestra se deposita en un frasco de boca ancha y de preferencia estéril.

Envio: El frasco se envia lo antés posible al laboratorio, donde no debe llegar después de 6 horas de tomada
la muestra. Se debe acompanar de refrigerante.

M15. Liquido Cefalorraquideo (LCR).
Toma: La obtencidon de la muestra es responsabilidad exclusiva del médico quien la tomara bajo rigurosas

condiciones de asepsia. Se deben recuperar unos 5 ml. los cuales se conservan en tubos de vidrio estériles con
tap6n de rosca.

Envio: Las muestras para el estudio de virus se enviaran en hielo, si el envio se retrasa méas de 24 horas, se
debe conservar a—-70° C.
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M16. Liquido pleural.
Toma: La obtencion de la muestra es responsabilidad exclusiva del médico quién la tomara bajo condiciones

rigurosas de asepsia. Se obtiene una muestra de aproximadamente 5 ml. en tubos de vidrio estériles con tapon
de rosca.

Envio: El tubo se envia lo antes posible al laboratorio acompafiado de refrigerante.

M17. Materia Fecal.

Toma: Las muestras fecales pueden ser obtenidas en recipientes limpios de boca ancha y con tapa hermética
que permitan su facil transporte, de preferencia que no sea de vidrio. Las heces obtenidas del suelo, excusado
asi como de pafial no son satisfactorias, debido a que pueden contaminarse con material extrafio. Heces
pastosas o formadas, al menos 1 o0 2 gr. Para virologia, afiadir de 2 a 4 gr. mas. Heces liquidas entre 5y 10 ml.

Envio: Estudios virales: El tiempo de envio debe ser menor a los tres dias y en condiciones de refrigeracion,
con la cantidad de 10 gr. Enviar sin medio de cultivo, pues este diluye las particulas virales disminuyendo la

sensibilidad. Si se trata de hisopo rectal en solucién salina, sueros y LCR. en envases apropiados
correctamente sellados.
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M18. Médula Osea.

Toma: La muestra debera ser tomada exclusivamente por el médico en condiciones rigurosas de asepsia. Se
obtienen aproximadamente de 0.25 a 0.3 ml. de material con una jeringa heparinizada estéril de 1 ml. dg
capacidad. La jeringa se gira cuidadosamente para mezclar el material aspirado y se deposita en un tubo esteril
con 0.5 ml. de solucidn salina fisiolégica.

Envio: Si el laboratorio estd cerca se manda en la misma jeringa cuidando la aguja para que no se
contamine, si va a tardar las muestras se conservan en refrigeracion.

M19 Orina.

Toma: Se usa un recipiente estéril, de boca ancha con tapa de rosca. Aunque el sondeo vesical es la forma
ideal para evitar la contaminacién, debido a la posibilidad de extender la infeccion en el paciente, se utiliza en
casos muy excepcionales en el hospital. Por esto, la miccion espontdnea es la técnica mas aconsejable:
después de una cuidadosa limpieza de la regién urogenital con agua y jabon y después con benzal al 1 %, se
instruye al paciente para que deseche la primera parte de la miccién y se colecta el chorro medio. Para
busqueda de virus debe ser la primera orina de la mafiana y recolectar un volumen de 10 — 15 ml.

Envio: Para estudios virales: se debera mandar con hielo y debe tardar menos de un dia.
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M20. Raspados de lesiones y/o costras.

Toma: Se lava bien el sitio de la lesion, primero con agua y jab6n y luego con alcohol al 70 %, utilizando gasa
(no debe utilizarse algodén) y se deja secar. Con bisturi estéril, se raspa el borde de la lesién y se recoge el
material que se desprende. Si la epidermis esta despendida se toman porciones de ésta. Para la bisqueda

morfoldgica del agente, las costras o escamas se colocan en una caja de petri estéril y se asegura la tapa con
cinta adhesiva para que no se abra

Envio: El material sélo debe congelarse cuando la muestra es para estudios virol6gicos.

M21. Sangre total.

Toma: La toma deberd hacerse en un lugar perfectamente iluminado y con el paciente comodamente
sentado. Se localiza una vena adecuada en el brazo del paciente y se coloca el tomiquete. Se desinfecta el
4rea de puncién con un algodén impregnado de alcohol al 70 %, se introduce la aguja con el bisel hacia arriba.
Si la muestra necesaria es sangre total hay que utilizar el anticoagulante adecuado segun el proceso que vaya
a seguirse, ya que algunos anticoagulantes pueden ser inhibitorios. Si la toma de sangre es para la obtencion
de suero, no debe usarse ningln anticoagulante. Si la sangre no fluye espontaneamente y se esta utilizando
una jeringa. Se jala el émbolo y se aspira con suavidad; si se estd empleando equipo al vacio se presiona el
tubo de ensaye hacia arriba. Al empezar a fluir la sangre el torniquete se retira y hasta que se haya obtenido la
cantidad de sangre que se requiere (generalmente 6 — 10 ml.) se retira la aguja y se coloca una torunda con
alcohol sobre el sitio de puncién ejerciendo presion para detener la hemorragia. Si la toma se hizo con jeringa,
la sangre se vierte de la jeringa ya sin aguja sobre el tubo estéril dejandola resbalar lentamente por la pared
para evitar hemdlisis. El tubo se tapa cuidadosamente.

Envio: Se protege del calor excesivo con un refrigerante y de la luz solar.

2 Utenga i

sangre, alire i

M22. Suero.

Toma: Se debe seguir la misma-técnica que para la obtencion de sangre total (M21), pero sin anticoagulante.
El codgulo formado se separa de las paredes del tubo con un aplicador de madera. Se debe esperar el tiempo
necesario para que se retraiga el coagulo y el suero se separa por centrifugacién a 2,500 — 3,000 rpm. El suero
no debe mostrar indicios de hemdlisis, ni debe estar lipémico y se debe conservar refrigerado o congelado, a
menos que se de otra indicacion. Actualmente existe un equipo comercial de tubos al vacio con un gel especial,
con este sistema se puede separar el suero directamente en los tubos centrifugando a 3,000 rpm por 5 minutos.

El suero se conserva en los mismos tubos por varios dias.

Envio: El tubo con la muestra se envia de inmediato, protegiéndolo del calor con hielo o un refrigerante.
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6.5 Conceptos Basicos de algunos desechos.

6.5.1 Desechos Bioldgicos.

Se considera desecho cualquier material a partir del momento en que haya sido descartado. Se consideran
Desechos Sélidos Hospitalarios (DSH) los generados por una Instalacion de Salud. La clasificacién de los DSH
sugerida en el presente manual estd basada en los criterios adoptados por la Organizacién Mundial de Salud
(OMS), los cuales establecen que la sangre y los liquidos corporales de todos los pacientes deben ser conside-
rados “potencialmente infectantes”.

6.5.2 Los desechos comunes.

Son desechos comunes los generados principalmente por las actividades administrativas, auxiliares y genera-
les, que no corresponden a ninguna de las categorias de desechos peligrosos. Son similares a los desechos de
produccion doméstica e implican las misma practicas de higiene en su manejo y transporte. Se incluyen en ésta
categoria los papeles, cartones, cajas, plasticos, restos alimenticios y los materiales de limpieza de patios y
jardines, entre otros. .

6.5.3 Los desechos peligrosos.

Se consideran Desechos Sélidos Hospitalarios Peligrosos (DHS/P) todos los residuos produ‘cidos en instala-
ciones de salud que de una forma u otra pueden afectar la salud humana o animal y el medio ambiente. Los
desechos peligrosos se dividen en desechos: Bioinfecciosos, Quimicos, Radiactivos.

6.5.4 Los desechos bioinfecciosos.

Los desechos bioinfecciosos son generados durante las diferentes etapas de la atencién de salud y represen-
tan diferentes niveles de peligro potencial, de acuerdo con su grado de exposicion ante los agentes infecciosos.
Se dividen en:

Infecciosos
Patolégicos
Punzocortantes
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6.5.5 Infecciosos

Materiales provenientes de salas de aislamiento, residuos biol6gicos, excreciones, exudados o materiales de
desechos provenientes de salas de aislamiento de pacientes con enfermedades altamente transmisibles. Se

incluye a los animales aislados, asi como también a cualquier tipo de material que haya estado en contacto con
los pacientes de éstas salas.

Materiales bioldgicos: cultivos, muestras almacenadas de agentes infecciosos, medios de cultivo, placas de
Petri, instrumentos utilizados para manipular, mezclar o inocular microorganismos, vacunas vencidas o inutiliza-
das, filtros de areas altamente contaminadas, etc.

Sangre humana y productos derivados: Sangre de pacientes; bolsas de sangre inutilizadas con plazo de
utilizacion vencida o serologia positiva; muestras de sangre para analisis; suero; plasma y otros subproductos.
También se incluyen los materiales empapados o saturados con sangre, plasma, suero y otros, aunque se

hayan secado, asi como los recipientes que los contienen o que se contaminaron, como bolsas plasticas, caté-
teres intravenosos, etc.

6.5.6 Patologicos

Residuos anatémicos, patoldgicos y quirargicos: Desechos patolégicos humanos, incluyendo tejidos,
organos, partes y fluidos corporales, que se remueven con las autopsias, la cirugia u otros, incluyendo las
muestras para analisis.

Residuos de animales: Cadaveres o partes de animales infectados provenientes de los laboratorios de
investigacion médica o veterinaria, asi como sus camas de paja u otro material.



6.5.7 Punzocortantes

Elementos punzocortantes que estuvieron en contacto con fluidos corporales o agentes infeccio_sos, iqcluyer_1~
do agujas hipodérmicas, jeringas, pipetas de Pasteur, agujas, bisturis, mangueras, placas de cultivo, cristaleria
entera o rota, etc.. También se considera cualquier punzocortante desechado, ain cuando no haya sido usado.

6.5.8 Los desechos quimicos

Son desechos generados durante las actividades auxiliares de las Instalaciones de Salud y que no han estado
en contacto con fluidos corporales ni con agentes infecciosos. Constituyen un peligro para la salud por sus
caracteristicas propias, tales como corrosividad, reactividad, inflamabilidad, toxicidad, explosividad. También se
incluyen en ésta categoria los farmacos vencidos que presentan caracteristicas similares de peligrosidad:

> DESECHOS INFLAMABLES

» DESECHOS CORROSIVOS
» DESECHOS REACTIVOS
» DESECHOS TOXICOS

» DESECHOS CITOTOXICOS
» DESECHOS EXPLOSIVOS

6.5.9 Los desechos radiactivos

1. Cualquier tipo de residuo con caracteristicas radiactivas o contaminado con radionucleidos es conside-
rado un desecho radiactivo.

2. Son generados en laboratorios de investigacion quimica y bioldgica, en laboratorios de andlisis clinicos,
en los servicios de radiologia y de medicina nuclear.

3. Estos desechos pueden ser sélidos o liquidos e incluyen materiales o sustancias cominmente utiliza-

das en los procedimientos clinicos o de laboratorio: jeringas, frascos, orina, heces, papel absorbente,
etc.

6.5.10 Los desechos especiales
Los desechos especiales son los que no estan incluidos en las categorias anteriores y por alguna caracteres-

tica particular necesitan un manejo diferente que se debe definir para cada caso.

¢ Desechos de gran tamafio y/o de dificil manejo.
* Contenedores presurizados

"« Desechos provenientes de la construccion de obras civiles.
¢ Farmacos vencidos que no clasifican como peligrosos.

6.6 Rotulacion de las muestras y datos anamnésicos

Datos Anamnésicos

Deben incluirse dentro de la caja, en un sobre protegido por una bolsa de nylon. El protocolo consignara los
siguientes datos:

a) Generales: b) Particulares o especificos:
= Fecha = Especie, raza, sexo, edad, uso.
= Nombre del establecimiento, ubicacion Geo- = Historia clinica del rodeo afectado.
grafica. = Morbilidad, mortalidad.
= Tipo de explotacion = Aparicion, hallazgos clinicos y de laborato-
= Cantidad de animales. rio, tratamientos.

= Distribucion dentro de los potreros.
= Superficie del establecimiento.

(%]
W



c) Adicionales:
= Datos en establecimientos vecinos, reservorios. Diagndsticos presuntivos.

d) Sobre el material: ;
= Tipo, fecha de recoleccion, método, fecha de remision, conservacion, medios, etc.

Rétulo

El rétulo del envase que contiene la muestra debe indicar:
¢ Tipo de muestra
¢ Fecha de toma de la muestra
¢ Animal al que pertenece

-

Tubos y frascos

= Se rotulan con tela adhesiva y/o etiquetas adhesivas.
= Las inscripciones se efectuan con boligrafo o a méaquina.
= No usar marcadores.

2. Jeringas: idem al a)
3. Capilares:

= Se rotulan con tela adhesiva formando una pequeda lengiieta en la que se realiza la inscripcion.
4. Paquetes:

= Los paquetes de papel de aluminio se atan con un piolin al que se adosa la tela adhesiva tal como si se
tratara de un capilar.

5. Rotulacién de cajas:

URGENTE

NOMBRE COMPLETO
TELEFONO
TIPO DE MUESTRA
FECHA
ANALISIS SOLICITADO

6.7 Remision de las muestras y acondicionamiento

Refrigeradas (4°C) (cuadro 6.3) MATERIALES NECESARIOS:
a) Deben llegar al laboratorio en 6 — 12 horas. Con “sachets” refrigerantes:
b) Muestras para aislamiento y sangre para
serologia. = Algodon. bolitas de telgopor

« Viruta o aserrin, carton
= Cajas de telgopor, a adhesiva

Con 1 a 4 Kg. de hielo en bloques 0 cubos en bolsa plastica resistente:
= |den punto anterior
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TECNICA:

Tapizar el fondo de la caja con las muestras en sus respectivas bolsas plasticas. Solucion C.
Agregar material de “collage”(viruta, telgopor, etc).
Luego colocar otra capa de algodén

Tapar la caja y asegurar su hermeticidad circulando la union de tapa y caja con una tela adhesiva.

Congeladas:

Muestras para aislamiento y suero para serologia

Con hielo seco

Con nitrégeno liquido (-196° C).

TECNICA:

Agregar a una caja de telgopor % de su capacidad de nitrégeno liquido
Incluir el material en bolsas plasticas.

No colocar recipientes de vidrio.

Tapar la caja y asegurar sus juntas con tela adhesiva.

Cuadro 6.3 : Toma y remision de muestras.

CONDICIONES DE

FQAEOC“(A)EEE%I%EJ MUESTRAS DE ELECCION TEMPERATURA
DE ENVIO
BHV .(Ero.vme Herpt?s Virus) — | De tracto respiratorio superior. De tracto geni- Refrigerados
1 Aliniciarse los sintomas

tal. SNC. Abortos: liquidos y 6rganos fetales

VDB (Virus de la Diarrea

De tracto digestivo, drganos Linfaticos, en es-
pecial ganglios mesentéricos. Médula 6sea,

Refrigerado o

Vicsl Beving) bazo, pulmén, higado, sangre exudado nasal eangetada
Pl (Para influenza) - 3 De tracto respiratorio superior e inferior. « &
Contenido nasofaringeo
AdVB (Adenovirus) S “ : ’
Liquido vesicular, trozo de epitelio de boca,
: patas o ubre afectados. Trozo de corazén "
FA (Flgbre aftasa) afectado. Contenido es6fago — faringeo.
Sangre.
VEV (Virus de la estomatitis d “ “ “
vesicular)
EVB (Epstein Barr) Com'enidq esofago-faringeo, M.F. hisopado 5
respiratorio.
CVB (Citomegalovirus) MF )
Pox V (Pox virus) Lig. Vesiculas. Trozo de epitelio afectado -
Rabia Asta de amon, cerebro y cerebelo
PPC o FPC Tonsila, ganglio linfatico. Hepatogastrico., %
(fiebre porcina clasica) bazo, rifén, higado, puimdn. Sangre entera.
PPA (Peste Porcina Africana) : ) - -
PVP (Parvovitrus Porcino) | Fetos Congelado
PRV (Pseudo-rabia) Encéfalo, médula, tonsila, pulmoén, bazo, rifién, Refrigerado

suero, feto entero

LA (Laringotraqueritis aviaria)
Al iniciarse los sintomas

Exudado traqueal




6.8 Apéndice
Medios de Soporte

a) Medio Vallee

Glicerina neutra 05 |
Agua tridestilada 0,5 |
PO4HK 09 g.
PO4HK; 1.13q9:

Ajustar a pH 7,6 con NaOH al 20%

b) Medio PBS pH 7,4 tampdn fosfato

Solucién A
NaCl 8,0 g.
KCI 02 g
HNa,PO, 1154,
KHzPOa 0.2 (018
H,O cs.p 1000 ml.
Solucién B
CaCl, 01 g.
H,O 100,0 ml
Mng 6 H,O 0.1 g.
H,O 100.0 ml.

c) OPG (Solucidn anticoagulante preservativa para sangre entera — Lengua Azul-)

Oxalato de potasio § q.
Fenol 5 @
Glicerina 500 ml.
H,O destilada 500 ml.




Capitulo 7. SISTEMAS INDICADORES

7.1 Animales de laboratorio.

7.1.1 Introduccién

Los animales que podemos utilizar en el laboratorio de virologia diagnostica son:

» Ratones: de preferencia lactantes de 1 a 5 dias de nacidos son los mejores y se utiliza via intracerebral

Ratones destetados: ya con pelo, nos sirve para el virus de la rabia y encefalitis.
Ratas.

Conejos.

Cobayos.

Gerbos(ratones canguro): para virus emergentes.
Equinos: dtiles para zoonosis.

Monos: excelentes por su similitud genética a los humanos, son muy caros. El mono verde esta en
extincion,

VVYVVVVY

Muchos de estos animales ya no se usan en el laboratorio por lo caro que resulta su mantenimiento. En
realidad, el uso del ratén queda limitado por ahora al aislamiento de los arbovirus, virus de la rabia y algunos
virus Coxsackie del grupo A; ratones lactantes de menos de 24 horas de edad son inyectados con
aproximadamente 0.02 ml. de suspensién de virus, por via intracerebral, y con 0.03 ml. por via intraperitoneal, y
posteriormente se observa durante 14 dias esperando el desarrollo de los signos patognoménicos antes de que
sean sacrificados para el estudio histopatolégico.

Los animales mas grandes se usan muy rara vez para el aislamiento viral de rutina, aun cuando los monos,
especialmente los chimpancés, se emplean rutinariamente, hoy en dia, en los laboratorios que los pueden
adquirir, para el intento de aislar virus humanos que todavia no son cultivables en ningin otro huésped
extrahumano, por ejemplo, el virus de la hepatitis y varios agentes responsables de infecciones lentas en el
cerebro del hombre, asi como para estudios experimentales de patogénesis viral e inmunidad, para probar
nuevas vacunas virales producir antisuero estandar.

7.2 Cultivo de tejidos.

El cultivo de tejidos es una técnica que nos permite reproducir y mantener células animales en circunstancias

artificiales, facilitdndonos el estudio de los virus, la preparacion de vacunas virales y la ejecucién de pruebas de
diagnéstico.

El cultivo de tejidos fue empleado en un principio por el afio de 1913, para la propagacion de virus vacunal.
Enders y Cols, en 1950 descubrieron que los poliovirus, podian ser propagados en cultivos de tejidos de origen
no neural. Este dio bases para los grandes avances de la Virologia.

Posteriormente se hicieron innovaciones de considerable importancia para el uso extensivo de cultivos
celulares de virologia, como fue la inclusion de antibiéticos, antimicoticos en el medio de nutrientes, condu-
ciéndonos estos a estudios de mayor duracién, sin el peligro de contaminacién de los cultivos; también el uso
de agentes dispersantes de las células para la propagacion de las lineas celulares fue el refinamiento de las

técnicas de monoestratos de cultivos celulares y la elaboracién de medios de cultivo, quimicamente definidos
libres de sustancias inhibidoras de virus

Caracteristica importante de los virus es que se puedan multiplicar en células vivas, por lo tanto para su
perpetuacion son inducidos a invadir células y aprovechar sus mecanismos sintéticos.




PREPARACION DE MONOESTRATOS CELULARES:

Las fuentes de células para |a preparacion de cultivos celulares son los tejidos que se tienen a partir de fetos,
de animales recién nacidos y animales adultos.

Los rifiones y testiculos son los mas frecuentemente usados, aunque en la actualidad se pueden cultivar
todos los tejidos animales.

Actualmente se usan tres tipos de cultivo celular:

1 Cultivo de Monoestratos.

Se divide en dos tipos: cultivos primarios y cultivos secundarios.
« Cultivos Primarios:

Los cultivos primarios no se emplean satisfactoriamente por la no uniformidad y |a naturaleza rugosa de
las células, pero aln asi se logra distinguir los cambios morfolégicos causados por algin virus.

Todo este proceso de metabolismo de las células, que se estén multiplicando, producen acidez del
medio que lo hace peligroso para las células, por lo cudl las células han obtenido su desarrollo, es
reemplazado por medio de mantenimiento, para disminuir el metabolismo y asi en ese estado de latencia
las células pueden ser mantenidas por algan tiempo.

« Cultivos Secundarios:

Para esta clase de cultivos, las células provienen de cultivos primarios, dando origen hacia monoes-
tratos. El término de monoestrato se usa para indicar que la capa de las células que ha crecido en la
superficie de la botella es del grosor de una célula. En este tipo de cultivo se prepara la dispersion del
estado del cultivo primario que haya crecido en la botella. Para la dispersion celular se usa tripsina al
0.25%, las células son cosechadas por centrifugacion, se lavan y se suspenden en medio de cultivo y se
cuentan. Luego se redistribuyen, se incuban de igual manera que los cultivos primarios.

2. Cultivos en Suspension:

En este tipo de cultivos las células proliferan mientras estas suspendidas en el medio de cultivo. Las
células se mantienen en movimiento para impedir que sedimenten en el fondo del recipiente. Debido a
que el incremento de células es de 4 a 5 veces, la suspension de células debe contener una concen-
tracion mas alta de células que la que usamos para la preparacion de cultivos de monoestratos.

3. Cultivo de Organos:

Este tipo de cultivo consiste en trozos pequefios de 6rganos, estos fragmentos son puestos en un
soporte de acero inoxidable contenido en una caja de Petri. Se pone medio de cultivo hasta que alcance
el nivel del soporte y se incuba en una estufa de CO, del 5 al 10%.

El crecimiento de este tejido es continuo, asi que la identidad o la parcial diferenciacion de las estruc-

turas es mantenida con éxito, la proliferacion excesiva de tejidos es controlada ajustando los constitu-
yentes del medio.

7.2.1 Cultivos en coagulos

Esta es de las primeras técnicas, que se utiliza aun hoy en dia; se usa especiaimente para estudios citolo-
gicos como excrecencias de un pedazo de tejido y se presta para la observacion continua de zonas selectivas.
De todos los métodos descritos, son dos los que combinan la mayoria de las ventajas.
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7.2.1.1 Cultivos en tubo de ensayo

1. Se diseca asépticamente el tejido que va a ser cultivado. Se coloca en una caja de Petri esterilizada y
Se separa con agujas.

2. Con una pipeta Pasteur se colocan unas cuantas gotas de plasma de pollo en el fondo del tubo de
ensayo.

3. Se hace girar el tubo suavemente entre las manos para extender el plasma sobre la superficie del tercio
inferior del tubo.

4. Se colocan tres o cuatro fragmentos del tejido sobre el 4rea cubierta por el plasma, el cual comenzaré a
coagularse. Si se requiere un coagulo més firme, se bafian los fragmentos con extracto embrionario

EEsp.

5. Cuando ya esta coagulado, se cubren los fragmentos con el medio de cultivo para tejidos:
SSB Hank 100 mi.
Hidrolizado de lactalbimina en solucion acuosa al 10% 5ml.
Suero sanguineo 10ml.
Solucién de Penicilina-Estreptomicina (SPE) 1ml

6. Se incuban los tubos y se examinan diariamente para observar el desarrollo

+ Si ocurre metabolismo se observara una caida del pH del medio.
+ Los cultivos se pueden alimentar, cambiandoles el medio segun requiera.

7.2.1.2 Cultivos en cubreobjetos

Los cultivos se pueden montar en cubreobjetos flotantes. Estos son cubreobjetos angostos que se introducen

en tubos de ensayo, que pueden retirarse después de la incubacién, para tefiirse y montarse como prepara-
ciones permanentes,

Se coloca una gota de plasma a 50% en solucion salina Hank, sobre el cubreobjetos.
Se sumergen uno o dos fragmentos de tejido en la gota. .

Se le agrega una gota de exiracto embrionario EEs; y se mezcla suave pero rapidamente.

LN

Se extiende sobre una superficie de aproximadamente 2 cm’, se extienden los fragmentos de tejido y
se deja formar el coagulo.

5. Se pasan los cubreobjetos a un tubo de ensayo y se cubren con el medio de cultivo como para cultivos
en tubo de ensayo.

7.2.2 Cultivos Monoestrato.

Si una suspension de células tisulares, incluida en un medio estimulante de desarrollo, se deja sedimentar
sobre la superficie interna de un recipiente adecuado, por ejemplo una botella médica plana, las células se
aplanaran y se dividiran para formar una capa de células que cubrira toda la superficie.

Se hace referencia a tres tipos de cultivos celulares, como sigue:

1. Cultivos de células primarias, las cuales son derivadas inmediatamente de tejidos.

2. Cepas de células diploides, las cuales son subcultivos subsiguientes de cultivos de células primarias de
tejidos diploides normales.

Las cepas celulares diploides finalmente falleceran después de 50 a 70 subcultivos a menos que ocurra una
mutacion que produzca células poliploides o transformadas.
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3. Las lineas celulares continuas, que son derivadas de células diploides transformadas o de tejidos
neoplésicos, pueden ser subcultivadas sin limite aparente.

Para producir monoestratos, las células deben obtenerse en condiciones ideales como una suspension de
células individuales procedentes de tejidos o por desintegracion de un monoestrato previo para realizar el
subcultivo. Se han usado diferentes enzimas para este propdsito, pero con mucho la més usada es la tripsina.

Agentes dispersos celulares

Se prepara una suspension al 2.5% de tripsina en polvo purificada (Tripsina Difco 1:250), en solucién salina
amortiguada con fosfatos de Dulbecco o solucién "A" (STF), agitando o batiendo durante una hora a 4° C. Se
clarifica y se esteriliza por filtraciéon. Se almacena a —20° C.

Para su uso se diluye al 1:10 en solucion “A™ STF. Esta dilucién se usa ya sea para disgregar 1ejidos o para
romper monoestratos celulares para subcultivos.

La propiedad de las células de adherirse a superficies adecuadas esta condicionada a la presencia de los
iones calcio y magnesio. En los subcultivos en monoestrato se puede usar un agente quelante el cual actia
retirando los iones calcio y magnesio, con lo cual libera las células de la superficie a la cual se hallaban
adheridas.

Se prepara una solucion patrén a 2% de acido etilen diaminotetraacético (EDTA o versene) en solucion “A;
STF, sin la presencia de iones calcio o magnesio. Se esteriliza en el autoclave durante 15 minutos a 15 Ib/pul”.
Se diluye al 1:100 en solucién “A" STF para usarse, lo cual produce una concentracion final al 1:5,000.

Para obtener monoestratos reproducibles, los tubos o los frascos deberan ser sembrados con un ndmero
regulado de células cada vez. Las células se pueden contar con el hemocitémetro y usando un colorante, se
pueden diferenciar las células viables de las no viables. Un hemocitémetro de lineas brillantes del tipo
Neubauer mejorado es el recomendado.

Método: A 1 ml. de suspension celular se le agregan 0.2 ml. de Azul tripan disuelto en solucién salina a
0.85%, el cual tefiird a las células no viables. Se llena la cdmara de recuento y se cuentan las células viables de
los cuatro cuadrados primarios de las esquinas. Se calcula el promedio de cuadrado y se multiplica por 6/5 para
considerar el titulo de dilucién con el colorante. Un cuadrado primario tiene las siguientes dimensiones: 1 mm x
1mm x 0.1mm, por consiguiente el factor 10° = 10 x 10 x 100, expresara el nimero de células por ml.

Por ejemplo:

Cuenta promedio en un cuadrado primario, 125 x 6/5 = 150
considerando la dilucién por el colorante
Células/ml. = 150 x 10° = 1,500,000 = 1.5 x 10°

Cultivos de epitelios ciliados embrionarios humanos (Hoorn, 1966)
Requerimiento:

» Instrumentos quirargicos esterilizados.
» Cajas de Petri esterilizadas.

Medio de cultivo para mantenimiento:

» Medio 199 100 ml.
» Solucion de bicarbonato de sodio al 3.5% 0.1 ml
» Solucion de penicilina-estreptomicina (SPE) 1ml
» Nistanina 5,000 microgramos/m. 1 ml.




Método:

1
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Se reseca la traquea de fetos abortados espontdnea o terapéuticamente de 12 a 26 semanas de
gestacion y se pasa a una caja de Petri.

Se reseca todo el tejido circunvecino.
Se abre con corte longitudinal por medio de tijeras de punta fina haciendo 3 6 4 tiras.
Se cortan transversalmente pedacitos de aproximadamente 20 mm®.

Se colocan 3 6 4 pedacitos en dreas formadas por lineas cruzadas en una caja de Petri, con la porcién
ciliada hacia arriba.

Se agrega medio de mantenimiento hasta el nivel del epitelio.
Se incuba a 37° C en una camara himeda.

Los cilios en movimientos se pueden ver por medio de luz incidente.

7.2.3 Clonas celulares.

Cualquier poblacion celular contendra células de distintas caracteristicas las cuales han sido derivadas del
tejido inicial, ya sea por mutacién o por muchos subcultivos. Para muchos propdsitos esto tiene poco
significado; pero para el estudio detallado y exacto de las células, obviamente es de desearse un cultivo de
células idénticas. Una linea celular se puede establecer a partir de una sola célula, la cual, al ser aislada, forma-
r4 una clona, semejante a una colonia bacteriana. Al cultivarse una sola célula, es mas dificil obtener las condi-
ciones Optimas que cuando se cultivan numerosas células, las cuales pueden superar 0 modificar condiciona-
dos (es decir medios en los cuales ya se han desarrollado células), previa filtracién, o altenativamente la
presencia de células con proceso metabdlico, pero que no se hallen en mitosis, pueden modificar suficien-
temente el medio para que una sola célula se desarrolle y se divida.

Método capilar:
Se tripsiniza un monoestrato celular y se resuspende en medio para desarrollo condicionado.
La concentracion celular se ajusta a aproximadamente 50 células/ml.

Se llenan a la mitad tubos capilares de 5 cm. de longitud con la suspensién celular y se sellan a |a flama
en cada extremo por medio de un micromechero Bunsen.

Se incuban los tubos capilares a 37° C. durante 24 horas y se examina cada uno de ellos al microsco-
pio.

Los tubos que contengan una o dos células saludables son seleccionados y se esterilizan por inmersién
en cloroformo.

Cada tubo capilar se rompe en 2 0 en 3 pedazos, los cuales se colocan cada uno en un tubo de ensayo
separado y se cubren con medio condicionado para desarrollo.

Se incuban a 37° C. y se examinan diariamente al microscopio.

La célula (nica contenida dentro del pedazo del capilar se divide y finalmente las células creceran fuera

del tubo capilar, invadiendo el tubo de ensayo, de donde pueden ser subcultivadas progresivamente en
recipientes mas grandes.

Método de la microgota.

Se tripsiniza un monoestrato celular y se resuspende con medio condicionado para desarrollo.

Se ajusta la concentracion celular para dar aproximadamente una célula en cada dos gotas de
suspension, al examen microscopico.




Se vierte parafina liquida esterilizada en cajas de Petri a una profundidad de 4 mm.

4. Luego se agregan de 3 a 4 gotas de la suspension celular a cada caja, las cuales se hundiran l3e_tin la
parafina liquida; ésta mantendra aisladas las gotas de suspensién celular entre si, pero permitira el
paso de gases dentro de €llas y de ellas hacia el exterior.

5. Seincuba a 37° C. durante 24 horas, se examina al microscopio cada gota anotando cuales contienen
una sola célula sana.

6. Se vuelve a incubar a 37° C., examinando diariamente hasta que se forme una clona de 30 a 40
células. El medio se puede retirar con una fina pipeta Pasteur capilar, reemplazandose con nuevo
medio si es necesario.

7. Cuando la clona esta suficientemente desarrollada, se puede sustituir el medio por suspensién de
tripsina a 0.25% en SSB Hank durante unos pocos minutos, con lo cual se liberan las células de la
superficie y pueden ser trasladas a un pequefio tubo de ensayo que contiene medio para desarrollo. Se
puede establecer una estirpe celular por cullivos sucesivos en recipientes cada vez mas grandes.

Método de células alimentadoras.

1. Se expone a los rayos X una botella médica o una caja de Petri que contenga un monoestrato celular,
para destruir la capacidad de las células para dividirse, permitiéndoles sin embargo metabolizar.

2. Se introducen unas cuantas microgotas de suspensién celular, preparada como se dijo para la técnica
de microgota. También se deben incubar unos cuantos cultivos irradiados, sin agregarles células, para
detectar las posibilidades de division de las células alimentadoras en caso de que las dosis de rayos X
hayan sido demasiado bajas.

3. Se incuba a 37° C., examinando diariamente al microscopio y cambiando el medio cuando sea
necesario, lo cual se indica por una caida en el pH.

4. Las clonas seleccionadas se pueden retirar, colocando sobre cada una un cilindro de vidrio de 12 mm.
de largo cuyo borde inferior se ha cubierto con grasa de silicon.

5. Se retira el medio contenido dentro del cilindro y se substituye con suspension de tripsina a 0.25% en
SSB Hank.

6. Se retiran las células una vez liberadas y se pasan a un tubo de ensayo que contenga medio para
desarrollo fresco, donde las células de la clona se dividiran y las células irradiadas iran falleciendo.

7. Se puede establecer una linea celular mediante subcultivos progresivos en recipientes cada vez mas
grandes.

7.2.4 Almacenamiento celular.
Las células pueden almacenarse durante afios a bajas temperaturas y aun conservar su viabilidad. Los
propésitos para el almacenaje celular son los siguientes:
Evitar la necesidad de subcullivos sucesivos de una estirpe celular que no esté en uso corriente.

2. Para mantener una provision de células contra la pérdida accidental de un cultivo celular, por ejemplo,
por contaminacion.

3. Para disponer de células como referencia. frente a células en uso corriente que puedan cotejarse para
evidenciar mutaciones, sensibilidad a los virus. etc.

4. Para mantener una confluencia de células diploides de baja viabilidad por pasos sucesivos, la .c!.aal
podria proveer esta clase de células durante muchos afios: en otras condiciones estas células irian
falleciendo después de 50 ¢ 70 subcultivos.

Cuando se congelan lentamente las células animales, se forman cristales de hielo extracelularmente, des-
hidratando a las células hasta que son bafiadas en un concentrado de sus propios solutos. Alternativamente, si
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las células son congeladas rapidamente, los cristales de hielo se forman intracelularmente y rompen la pared
celular.

En 1949 se encontrd que la glicerina protegeria a las células de los efectos de la congelacion al ligar el agua
impidiéndole cristalizarse, con lo que permanece todavia como solvente. Esta técnica se ha aplicado al cultivo
de tejidos con éxito aceptable, pero mas recientemente Lovelock y Bishop (1959), demostraron que el dimetil
sulféxido resultaba ser un agente protector mas confiable. Un factor critico en el proceso es el ritmo de
enfriamiento. Se ha encontrado que un ritmo de enfriamiento de —1° C. —2° C./ minuto hasta los -25° C.,
seguido de un enfriamiento rdpido a —=70° C. o mas bajo, produce la mejor supervivencia celular. Existe equipo

de enfriamiento regulado; pero su alto precio lo convierte en un lujo, de no ser para los bancos celulares méas
grandes.

Se pueden construir en el laboratorio dispositivos con un ritmo de enfriamiento satisfactorio, por el método de
prueba y error o0 mas simplemente aun, las células se pueden cambiar por pasos de refrigeracién a congelacion
y de alli a un congelador a —=20° C. y finalmente a un congelador a —70° C. Otro método consiste en construir
una caja de poliestireno de 2.22 cm. con dimensiones interiores de 10 cm. de profundidad por 28 cm’, con tapa
del mismo material. Las células que se desean congelar son envasadas en ampolletas y se colocan dentro de la

caja junto con una canastilla de alambre llena de “Cardice”. Después de una hora se retiran las ampolletas y se
almacenan a -70° C. o méas bajo.

Otro dispositivo, consiste en un bote de aluminio que contenga alcohol, dentro del cuat se colocan las células
en ampolletas. El bote flota en un vaso de precipitados de polietieno que contiene glicerina a 20% en agua,
dicho vaso flola a su vez en una mezcla congelante de alcohol con “Cardice”. La glicerina proporciona un
transporte lento de calor entre el bote de aluminio y la mezcla congelante.

Aunque las células se pueden almacenar mas o menos adecuadamente durante un periodo de algunos qﬁns
a—70° C., hay indicaciones de que con el uso del nitrogeno liquido se prolongan los periodos de almacenaje al
descender la temperatura hasta -195° C.

Algunos refrigeradores para nitrégeno liquido (Union Carbide U. K. Ltd.) tienen un “congelador bioldgico™
Este congelador es basicamente un ntcleo, al cual se adhieren las ampolletas, que se insertan en un tapén al
cual a su vez esta colocado en el cuello del recipiente de refrigeracion. El vapor que se forma sobre el nitrégeno
liquido enfria a las ampolletas a un ritmo que va desde —0.5° C. a =7° C./minuto, dependiendo de la posicion de
las ampolletas sobre dicho centro.

Método de la glicerina:

1. Se dispersan los monoestratos celulares con tripsina o con versene, se centrifuga descartando el

sobrenadante y se resuspende con MME Eagle que contenga 10% de suero sanguineo y 10% de
glicerina.

2. Se cuenta y se ajusta la suspension a 2 x 10° de células/ml.

3. Se deja en el refrigerador a 4°C durante |a noche para permitir que la glicerina penetre la membrana
celular.

4. Se enfria a un ntmo de —=1° C. a -2° C. hasta llegar a -25° C
5. Se coloca a-70° C. o mas bajo para almacenar

6. Para recuperar las células se deshiela rapidamente con movimientos circulares en un bafio de Maria a
37°C.

7. Se siembra una botella médica plana de 120 ml. con 1 ml. de la suspension celular y 9 ml. del medio
para desarrollo o proporcionalmente para otros recipientes.

8. Seincuba a 37° C. durante la noche y se repone el medio con otro para desarrollo fresco.

Método de dimetil sulféxido:

1. Se dispersan las monocapas celulares con tripsina o con versene, se centrifuga descartando el

sobrenadante y se resuspenden las células con MME Eagle que contenga 10% de suero sanguineo y
10% de dimetil sulfoxido.



Se cuenta y se reajusta la suspensién a 2 x 10° de células/mi.

Se enfria a un ritmo de —1° C. a —=2° C. por minuto hasta -25° C.

Se coloca a —70° C. o mas bajo para el almacenamiento.

Para recuperar las células se deshiela rapidamente con movimientos circulares en bafio Maria a 37° C.

Se centrifuga descartando el sobrenadante y se resuspenden las células con 10 volimenes de medio
para desarrollo.

Se repite una vez mas el paso 6).
Se siembra en una botella médica plana de 120 ml. con 10 ml. o a “prorrata” para otros recipientes.
9. Seincuba durante la noche a 37°C y se repone el medio por ofro nuevo de desarrollo.

L O
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Preparaciones para cromosomas.

Algunas veces es necesario colejar el patrén cromosomico de las células de cultivo de tejidos, para
determinar el grado de mutacion que pueda haber ocurrido durante un periodo de tiempo. Hay varios métodos
disponibles y el de Iman (1968) se ha usado para el cultivo de tejidos con buenos resultados.

o Reactivos:

. - .
Colcemida. Esta es un derivado de la colquicina (N-desacetil-N-metilcoquicina), que frena la divisién de la
metafase al inhibir la formacién del huso.

Solucion patrén:

Colcemida (Ciba) 100 mg.
Agua desionizada 100 mi.

Se prepara una soluci6n de trabajo a 0.1 mg% diluyendo la solucién patrn al 1:1,000 con SSB Hank.
o Tripsina:

Solucién patrén (al 1%):

Tripsina de Difco (1:250) 14q.
SSB de Hank 100 ml.
Solucion de trabajo (0.05%):
Suspension patron de tripsina 1 ml.
SSB Hank 19 ml.
<o Fijador:
Alcohol metilico 75 ml.
Acido acético glacial 25 ml.

Se prepara fresco cada vez antes de usarse.

o Colorantes:

May-Griinwald, ya preparada (G. T. Gurr).
Giemsa R. 66, ya preparada (G. T. Gurr).

Método:

Deben usarse células procedentes de peliculas celulares jovenes, ya que asi contendrdn una alta proporcion
de células en mitosis. Un tratamiento de choque con frio antes de aplicar la Colcemida parece aumentar la
proporcion de células en mitosis en cultivos de mas edad.

1. Se colocan los cultivos a 4° C. durante 30 minutos
2. Sevuelven aincubar a 37° C. durante 30 minutos.
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13.

14,
15.

16.

17,

18

19.

Se agregan 0.2 ml. de la solucién de Colcemida a 0.1 mg% a cada 5 ml. del medio.
Se incuban los cultivos durante 5 horas a 37° C.

Se retira con cuidado el medio de las capas celulares.

Se disgregan las peliculas celulares con suspension de tripsina a 0.05% a 37° C.
Se centrifugan a 500 rpm. durante 10 minutos, se descaria el liquido sobrenadante.

Se agrandan las células resuspendiéndolas en SSB Hank diluida al 1:4 en agua desionizada.
Se coloca a 37° C. durante 20 minutos.

. Se centrifuga a 500 rpm durante 10 minutos, se descarta el liquido sobrenadante.
. Sin romper el sedimento, se fija con la mezcla alcohol metilico, acido acético durante 30 minutos.
. Se descarta el fijador y se resuspenden las células en nuevo fijador (0.25 ml.), aspirando y expulsando

con la pipeta hasta lograr una suspension homogénea de células.

Se sostienen las laminillas, que se han enfriado en agua helada, a un angulo de 45° C. y se deja correr
una gota de la suspension celular de arriba abajo.

Se secan los frotis con movimientos vigorosos en el aire y finalmente a la flama.

Se fifien durante 3 minutos en el colorante de May-Griinwald diluido al 2:3 en solucién amortiguada
fosfatada con pH de 6.8.

Se escurre el colorante y se substituye por el de Giemsa, diluido al 1:4 en solucién amortiguada
fosfatada con pH de 6.8, durante 20 minutos.

Se lava con agua simple y se sumerge las preparaciones en solucién amortiguada fosfatada con pH de
6.8, durante 1 0 2 minutos, hasta lograr la diferenciacion.

Se secan completamente con papel filtro o secante.

Se flamean ligeramente y se montan con DPX (G. T. Gurm)

7.2.5 Aplicaciones virologicas del cultivo de tejidos.

Introduccion.

Se pueden mantener durante semanas monoestratos de células sin desarrollo, empleando medio esencial
minimo, por ejemplo, el medio 199 o el MME Eagle sin suero sanguineo, permitiendo asi que los virus se
desarrollen en un medio ambiente relativamente estable. Un virus penetrard en una célula susceptible y se
replicara, frecuentemente dafiando o matando a la célula. Los efectos de los virus se pueden inhibir con
antisueros especificos si el virus entra en contacto con anticuerpos homologos, mientras sea extracelular. De
esto se deduce que los virus pueden ser identificados usando antisueros conocidos, y asi también se pueden
detectar y cuantificar los anticuerpos usando virus conocidos. Como en todos los métodos cuantitativos, los
agentes reaccionantes deben ser normalizados. El titulo de un antisuero estd condicionado a la cantidad de
antigeno (virus), y el antigeno puede inundar a un antisuero a concentracion demasiado baja. El méiodo
disefiado por Karber (1931) se usa para determinar el punto final a 50% (TCDsq 0 sea la dilucidn viricida total de
50% de los virus) de una titulacion sérica o viral, es decir, la dilucion a la cual 50% de los cultivos inoculados
resultan positivos cuando se leen los resultados.
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Titulaciones de virus:

Dilucion viral Positiva . Negativa Porcentaje de
positivas
107 3 0 100
10?2 6 0 100
10° 4 2 &
107 1 6 17
10° 0 0 0

Se aplica la formula de Kirber.
Logaritmo negativo de la dilucion mas baja.

_[Sumadei%posmvg ~05 ) elintervalo ,mammiw:_[ 100+100+66+17 <) x1=
100 100
-1.0-(28-05)x1=10-23=-33

Por consiguiente el punto final al 50% o TCDs = 1077

Ejemplo de titulaciones séricas:

Diluciones séricas Positiva Negativa (protegida) Porcentaje
(protegido)
116= 1077 0 6 108
1:32=10"" 2 4 66
1:64=10"% 4 2 33
1:128 = 107" 5 1 17
1:256 = 107+ 6 0 0

Aplicando la formula de Kérber,
33
2| LS I plT —05)::0.3) =-12-(2.16-05)x03=-12-05=-1.7
100
Por consiguiente al titulo del suero = 10" " = 1/50

La aplicacion del cultivo de tejidos a la virologia depende del efecto que los virus ejercen sobre las células y
los medios mediante los cuales son detectados.

7.2.6 Tipos de cultivo de tejidos.
Hay 3 métodos principales de iniciar un cultivo (tabla 7.1).

(1) Cultivo de 6rganos implica que la arquitectura caracteristica del tejido invivo es retenida, al menos en parte

en el cullivo. Hacia este fin el tejido es cullivado en la interfase gas- liquido (sobre una bolsa, reja o gel), lo cual
favorece la retencion de una forma esférica o tridimensional.
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(2) En cultivo de explante primario, un fragmento de tejido es puesto en un vidrio (plastico)- interfase —liquida,
donde, siguiendo con apego, la migracion es promovida en el plano de el substrato liquido.

(3) Cultivo celular_implica que el tejido, o sin crecimiento del explante primario, es dispersado (mecanicamente
o enzimaticamente) dentro de una suspension de células la cual después puede ser cultivada como una
monocapa adherente sobre un substrato sélido 6 como una suspension en el medio de cultivo.

Porque de la retencién de la interaccion de células fundada en el tejido del cual el cultivo fue derivado, cultivos
de drganos cuidados para retener la diferenciacion apropiada de ese tejido. Ellas no crecen rapidamente (la
ploriferacién celular es limitada hacia la periferia de el explante y es restringida principalmente para tejidos
embrionarios) y por lo tanto no puede ser propagado; cada experimento requiere explantaciones frescas; lo cual
implica mayor dificultad y poca reproducibilidad de la muestra que es lograda con cultivo celular. La cuantifica-
cidn es sin embargo, mas dificil y la cantidad de material que puede ser cultivada es limitada por las dimen-
siones del explante (1mm?) y la dificultad requerida para la diseccién y colocacién del cullivo. Sin embargo los

cultivos de 6rganos retienen interacciones histolégicas especificas sin las cuales puede ser dificultoso para
reproducir las caracteristicas del tejido.

Los cultivos celulares pueden ser derivados de explantes primarios o células dispersadas en suspension.
Porque la proliferacion celular es frecuentemente fundada en tales cultivos, la propagacion de las lineas
celulares se vuelven factibles. Una monocapa o suspension celular con una significante fraccion de crecimiento,
puede ser dispersado por tratamiento enzimatico o dilucién simple y replantado o subcultivado, dentro de los

frascos nuevos. Esto constituye un pase, y las hijas del cullivo asi formadas son el comienzo de una linea
celular.

La formacion de una linea celular de un cultivo primario implica:
(1) Un incremento en el nimero total de células terminando varias generaciones.
(2) La ultima predominancia de células o linajes celulares con la capacidad para alto crecimiento. resultando en,

(3) un grado de uniformidad en la poblacion celular. La linea puede ser caracterizada, y las caracteristicas a
voluntad aplicadas para la mayoria de estos lapsos de vida finitos. La derivacion de continuos (o “establecidos”

como ellos fueron conocidos) las lineas celulares generalmente implican un cambio fenotipico, o transfor-
macién.

Cuando las células son seleccionadas de un cultivo, por clonacién o por algin otro método, ia sublinea es
conocida como una tendencia celular. Una caracterizacion detallada es después implicada. Las lineas celulares
o tendencias celulares pueden ser propagadas como una monocapa adherente o en suspension. El cultivo de
monocapas significa que, dan la oportunidad, las células voluntariamente propagadas de este modo.

Anclaje dependiente medios apagados hacia (y generaimente, algin grado de extension hacia) el substrato
es un prerrequisito para la proliferacién celular. Cultivos de monocapa es el modo de cultivo comun para la
mayoria de células normales, con la excepcion de células hematopoyéticas. Cultivos en suspension son
derivados de células que pueden sobrevivir y ploriferarse sin ataduras (anclaje-independiente); esta habilidad es
restringida para células hematopoyéticas, transformacion de lineas celulares, y células procedentes de tumores
malignos. Puede ser mostrado, sin embargo, que una pequeiia proporcion de células que son capaces de
ploriferacion en suspension, existen en muchos tejidos normales. La identidad de esos vestigios sucios de
células, pero una relacion hacia el tallo celular o precursor celular in vivo que de llenado de células
diferenciadas, como, normalmente, la mayoria de células diferenciadas no se divide.
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Tabla 7.1 Propiedades de diferentes tipos de cultivo

CATEGORIA | CULTIVO DE ORGANOS EXPLANTE CULTIVO CELULAR
Organos embrionarios, Tejido disgregado, cultivo
Fuente fragmentados de tejido Fragmentos de tejido primario, linea celular
adulto propagada.
Dificultad Alto Moderado Bajo
Bioquimico, molecular,
Caracterizacion | Facil, histologia Citologia y marcadores | inmunolégico y ensayos
citolégicos
Histologia Informativo Dificultoso No aplicable
Diferenciacion x 5 Perdido, pero debe ser
Bioguimica Fosibe Hetaropenesa relndueido
Propagacién No posible Posible Procedimiento
Replicacion de
muestra,_ B Altq in_termueslreo. Allq in_terrnuestreo, Bajo nivel de variacion
reproducibilidad, | variacion variacion
homogeneidad
Cuantificacion | Dificultad Dificultad Faick; mucies tooisas

disponibles

Tomado de Wiley Liss a Wiley John. Culture of animal Cells a Manual of Basic Technique

7.2.7 Cultivo primario de embrién de polio (fibroblastos).

“alal i

Material:

Embriones de pollo, vivos, observados en

el ovoscopio.

Embudos con gasa estéril.

Pinzas estériles

Tijeras rectas y curvas estériles

Soluciones:

Suero Fetal Bovino
Medio de crecimiento

Medio de mantenimiento

Técnica:

« Cajas de Petri.

« Camara de Newbawer

= Tubos de centrifuga estériles

= Vaso de precipitados para desechos.

« Azul de Tripdn al 0.1%
e« Alcohol al 70%

« Lugol

Se eligen huevos embrionados de 9 a 11 dias de edad.
Se observan al ovoscopio la viabilidad de los embriones.

Trabajando en condiciones estériles, se procede a limpiar los huevos por inmersion en etanol al 70%.
Se limpia con gasa estéril y se le pone un poco de lugol, en la parte donde se encuentra |la cdmara de

aire.

Se hace un pequeiio orificio con cuidado con la punta de la tijera y se corta toda la parte de arriba de la

camara de aire.

Se saca el embrion con pinzas eslériles y se pone en una caja de Petri estéril, se lava dos veces con

PBS.
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7. Se corlan, ojos, pico, alas, patas y visceras, lo deméas del cuerpo se lava dos veces con PBS.

8. Se corta en pequefos pedacitos y se pasa por una jeringa estéril a un matraz de tripsinizacion, con 10
veces el volumen de tripsina al 0.25% del volumen tisular, precalentada a 37° C.

9. Se pone en un agitador magnético durante 5 min.

10. Se pasa por un embudo con gasa estéril, y lo que queda en la parte de arriba, se vuelve a poner en el
matraz con el mismo volumen de tripsina y se pone en el agitador magnético durante 20-30 min.

11. Se pasa por un embudo con gasa y se colecta, el liquido en fubos estériles de centrifuga, con 10 ml. de
medio al 10% de suero 0 se deja sedimentar y se decanta el sol.

12. Se centrifuga durante 15 min. a 1000 r.p.m.
13. Desechar el sobrenadante y se suspende el sedimento celular en medio limpio.
14. Realizar el conteo en la caAmara de Newbawer:
Se diluye 0.5 ml. de suspension + 0.1 ml. de colorante.
# total de células = # de células contadas X 2400 x ml. de susp.
6
De los 4 cuadros primarios de las esquinas, se calcula el promedio y se multiplica por 6/5, considerar el

titulo de dilucion con el colorante. Un cuadro tiene las siguientes dimensiones 1 mm. x .1 mm. por
consiguiente el valor del factor de dilucién es 10° y nos dara el # total de células por ml.

15. Se pone en cada botella una concentracion de aproximadamente 2 x 10°, utilizando 15 ml. por cada
botella de medio de cultivo. Figura No.

16. Se tapan herméticamente y se incuban a 37° C hasta confluencia en la botella de leche, se cambiara el
medio a las 24 hrs.

17. Se podra realizar pase, 0 se podra infectar

7.2.8 Cultivo primario de rifidon de cerdo (células epiteliales).

Materiales:
« Botellas de leche « Pipetas estéeriles
e Embudos estériles « Camara de newbawer
e Pinzas estériles « Tubos de centrifuga estériles
« Tijeras estériles « Vaso de precipitados para desechos

= Cajas de Petri estériles
Soluciones:

= Medio de crecimiento y mantenimiento
« Suero Fetal Bovino

« L-Glutamina

= Antibioticos

« Azulde Tnipan al 0.1%

« Alcohol al 70%



1.
12.

7.29

R

Técnica:

Se eligen de felos de cerdos de 3 meses de edad, riflones, transportados bajo condiciones asépticas y
sumergidos en medio de crecimiento, en bafio de hielo.

Llegando al laboratorio se desecha el medio en que se transportaron los rifiones y se lavan 2 veces con
PBS+antibidticos.

Se elimina la pelvis renal y la membrana (capsula) que la cubre, asi como las ramificaciones de tejido
membranoso, haciéndolo con mucho cuidado.

Se corta en pedacitos muy finos con un bisturi o tijeras pasando la pulpa a una caja de Petri estéril y se
lavan los fragmentos dos veces con PBS.

Los fragmentos se pasan a un tripsinizador con tripsina-versene al 0.25%, colocéndose en un agitador
magnético durante 30 a 45 min. a temperatura ambiente.

Se pasa por una gasa estéril y se recibe en tubos de centrifuga con medio preparado, se centn'fug_a a
1000 r.p.m. por 10 min. si los fragmentos no estan totalmente tripsinizados, se procede a repetir la
tripsinizacion.

Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células, si se desea se pueden lavar dos veces con
PBS.

Se cuenta las células de igual forma que el anterior tratamiento.
Poner una concentracion de 2 x 10° células por ml.

- Cerrar hermeticamente cada botella de leche ya preparada con 15 ml. de medio de crecimiento y las

células.
Roturarias correctamente.

Después de 24 hrs. de cambia de medio de crecimiento y a la confluencia de las células en las botellas
se cambia a medio de mantenimiento.

Cultivo de rindn de aves.

Material: Soluciones:
El mismo + lguales
Técnica:

De un ave adulta, anestesiada con éter o cloroformo, limpiada de todo el cuerpo con desinfectantes.
Se abre de la parte ventral hacia el abdomen.

Se obtienen los rifiones

Se lleva la tripsinizacion de la misma forma anterior

Se pone la misma concentracion de células por ml. en medio de crecimiento.

Se repite los pasos 10-12

7.2.10 CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Materiales:

Botellas de leche

Tubos de centrifuga estériles
Pipetas estériles

Perillas

Soluciones: Medio de crecimiento y medio de mantenimiento, Tripsina-Versene
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Técnica:

1. Se descongela una linea celular (ver la técnica de descongelacion).

2. Se pone en medio de crecimiento.

3. Alas 24 hrs. se le cambia el medio de crecimiento.

4. La confluencia se presenta aproximadamente a los 3 dias.

5. Serealizara un pase, se desecha el medio que tiene y se lava dos veces con tripsina-versana, luego se
desechan y se le agrega 5 ml. de este misma tripsina-versene y se incuba a 37° C. por 5 min. Después
se le da unos pequeiios golpes, se toman las células con pipeta estéril, se dejan caer tres veces en la
misma botella. )

6. Se pasan a tubos de centrifuga estériles y se centrifuga 10 min. a 1000 r.p.m.

e

Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en medio preparado.

8. Se reparte en botellas de leche una concentracion aproximada de 2 x 10° células por ml. con 15 ml. de
medio de crecimiento.

9. Seincuban a 37° C., hasta que se observe un cultivo confluente.
7.211 Infeccidon de monoestratos celulares.

Estudios hechos en el campo de la Virologia han demostrado que ciertas lineas o sistemas celulares son
susceptibles con mayor o menor grado a ciertos agentes virales y en ocasiones son totaimente resistentes o no
se puede detectar |la presencia de esas particulas en una forma determinante. Se han preparado con diferentes

temperaturas y los resultados obtenidos nos indican que hay diversidad en la capacidad de infeccion,
determinados por varios factores.

Por otra parte la deteccion de la presencia de los virus en cultivos celulares pueden manifestarse de
diferentes formas y en ocasiones es casi imposible determinaria. Dentro de las técnicas mas usualmente
usadas para la deteccion de los virus en cultivos celulares, tenemos: La observacién directa del efecto
citopatico que producen ciertos virus; La inmunofluorescencia que nos permite conocer la presencia del virus en
una forma definida y especifica: La hemoadsorcion que en algunas ocasiones sirve para indicar la presencia de
virus en cultivos celulares; La observacion directa de las particulas viricas en el microscopio electrénico, nos

indica la presencia del virus y por ultimo la inhibicion metabolica de células que producen ciertos virus, también
nos indica la presencia de alguno de ellos.

Algunos virus producirdn alteraciones microscopicas visibles en las células huéspedes. Los virus de la
poliomielitis determinan que las células se redondeen, se encojan y se vuelvan picnoticas. Los adenovirus
producen efectos de "Encaje Viejo" con aglomerados de células unidas por hilos citoplasméticos. Los virus de

la Parotiditis epidémica provocan la union de células en un sincitio multinuclear. Los herpesvirus hinchan a las
células en fos sobre la capa celular.

Técnica:

A los cuitivos celulares confluente, se les inocula 1 ml. de virus y se incuban durante 1 hr. a 37° C

2. Poner el medio de mantenimiento y cerradas se incubaran a 37° C. durante 7 dias, revisandolos diaria-
mente. comparando cada botella con una botella de cultivo celular sin virus (control).

3. Terminado el periodo de los 7 dias, se inactivaran por calor himedo y se lavaran las botellas.
7.2.12 Prueba en placas.

Un método preciso para detectar la infectividad de los virus en cultivos celulares es la prueba de placa =
Unidades formadoras de placas. Esta écnica fue adaptada por primera vez por Dulbecco y desde entonces ha
sido ampliamente modificada y ampliada por algunos virologos

L
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Las pariculas viricas que infectan y se multiplican en las células se encuentran localizadas en
concentraciones que dan origen a las placas. Estas son areas circunscritas de degeneracion celular, estando
todo el sistema en un estado semisdlido (gel), lo cudl inmoviliza las células pero permite que el virus se
disemine de la célula infectada originalmente a las células vecinas.

Una caracteristica de las células vivas es que se tifien con colorantes vitales como el rojo neutro. En este
caso las placas son concentraciones de virus donde las células estdn muertas y que no se tifien al contacto del
colorante vital, por lo cuél por comparacion de color, las placas pueden verse cuando se aplica una luz de
contraste, eliminando turbulencias. Esencialmente una placa es formada a partir de una particula viral. Uno de
los principales usos de esta prueba es la cuantificacion de la infectividad viral, asi como la capacidad de
neutralizacion de sueros. También lineas puras de virus pueden ser purificadas con este proceso por medio de
la subpases de la progenie de virus a partir de una sola placa.

Cuando una cepa celular infectada se cubre con medio de cultivo para mantenimiento, los virus son liberados
por las células infectadas y se diseminan a través del medio liquido para infectar otras células. Sin embargo si
el medio se solidifica con agar, no puede ocurrir la diseminacion de los virus y la extension de la infeccién se
limita a aquellas celulas que se hallan inmediatamente adyacentes a las células infectadas al principio.

Se obtiene con facilidad una atmasfera que contenga CO,, en una estufa que vaya conectada a un tanque de
CO;, purgando dos veces la camara, después de poner las cajas de incubacidn. Aproximadamente pasa un 5%
de CO,.

Hay dos métodos por medio de los cudles se pueden obtener UFP

1. El método original de Dulbecco (1952), que consiste en cubrir a la célula infectada con medio de cultivo
que contenga gelosa, la ventaja de esta técnica consiste en cubrir a la célula infectada con medio de
cultivo que contenga gelosa, la desventaja de esta técnica consiste en la necesidad de cultivar las
células en un monoestrato confluente.

2. Cooper disefio un método mediante el cual una suspension de células infectadas se mezcla con gelosa
y se vacia con una cepa sobre una pelicula basal de gelosa. La técnica de Cooper, aunque permite la
disponibilidad inmediata de una técnica de placas, requiere mas celulosas iniciaimente, ya que no
ocurriran mas divisiones celulares una vez que las células se mantengan en un medio de gelosa.

Material:
+ Botellas de leche = Cajas de Petri Falcon
« » Tubos de centrifuga estériles « Pipetas
+ Tubos de ensaye estériles = \/aso de precipitados.
Soluciones:
« PBSapH=72 « Pen-Strep
« Tripsina Versene « Piruvato: Sol. Amortiguadora de fosfatos-
« MEM con sales de EARLE formol al 10%
« Suero fetal bovino « Solucion de Giemsa al 20%

« L-Glutamina




10.

11,
12.
13.
14.
15;

Técnica:

Botellas confluentes con cultivo celular de PK-15, se lleva a cabo la metodologia para hacer pase de las
células con fripsina-versene.

En cajas de Petri Falcon se pone aproximadamente 2 x 10° por ml., cada caja lleva 2.5 ml. de Medio de
crecimiento con la concenfracién adecuada.

Las cajas se incubaran a 37° C. por 48 hrs. en atmésfera de CO; (31.5 grs. de CO;), hasta confluencia.

En zonas de esterilidad se hacen las diluciones en tubos de ensaye con 0.9 ml. de PBS y clocandose
0.1 ml. de virus pasando 0.1 ml. en cada tubo, hasta 10%, homogenizandolas bien.

De estas preparaciones se tomara 0.1 ml. y se pondra en las cajas (1 caja por dilucién).
Se incubara una hora a 37° C. en atmasfera de CO,.

se prepara MEM con sales de EARLE 2 X adiciondndole agarosa al 1.5% en una proporcion de 50%
cada uno.

Se elimina el liquido de infeccidn y se le agrega al medio 2.5 ml. de MEM 2X, agarosa por placa.

Se incubaré durante 5 dias y se le agregara 2 ml. de PBS formol a la capa de agar formada,
incubandose durante 1 hr. a 4° C.

Después de 1 hr. se sacan y se elimina el contenido y se lavardn al agua corriente, hasta que se
deseche todo el agar de la caja Falcon.

Se sacaran a temperatura ambiente.

Se teiiiran con el colorante de Giemsa durante 1 hrs.

Se lava con agua corriente, hasta que el agua salga clara.
Se secaran a temperatura ambiente.

Se medirdn cada placa y se contara el # total de placas para realizar Unidades Formadoras de Placas.

7.2.13 Congelacion de células para cultivos celulares.

7.

A.-

Desprender las células del vidrio con T-V como si fuera a realizar un pase.
Agregar una pequefa cantidad de medio y centrifugar las células a 6000-8000 r.p.m. durante 5 min.

Hacer una suspension de células (aproximadamente 1 cc de paquetes de celulas en 10 ml. de medio)
en el medio usual de iniciacion con 20% de suero y 10% de Glicerina (esterilizada por autoclave).

Con una jeringa estéril de 10 ml., poner 1 ml. de la suspension de células en cada una de las
ampolletas especiales para congelar.

Sellar las ampolletas con un soplete de propano

Poner las ampolletas en el congelador, previamente enfriadas, 1 hr. a 4° C., 24 hrs. en refrigerador —
70° C. y después pasarlas a nitrogeno liquido, hasta 1 afo, pueden durar.

Cuando las celulas estan listas, pueden ser conservadas por este método.

7.2.14 Descongelacion de células para cultivos celulares.

!

Nos e whN

Sacar las ampolletas congeladas del tanque de nitrégeno liquido e inmediatamente descongelarlas en
bafio maria a 37° C. agitandolas.

Esterilizar la parte externa de la ampolleta sumergiéndola en una solucion de ETOH al 70%.
Remover la suspension de células con una jeringa.
Romper la ampolleta. utilizando gasas impregnadas de ETOH

Poner las células ya descongeladas con una jeringa de una botella de Blake con medio de crecimiento.
Cambiar el medio de cultivo a las 5-8 hrs

Incubarlas en la estufa a 37° C.
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Con las células de una botella de Roux, se pueden hacer 3 ampolletas y estas nos van a dar 3 botellas de
Blake 6 de Roux.

Técnica usada en el Instituto de Virologia de la Universidad de Cornell.

L

e B S

-

Colectar las células por tripsinizacion.
Centrifugar 1000 r.p.m. x 10 min.

Preparar 1:20 de la suspension del paquete en medio de crecimiento en glicerina estéril en una razén
de 0.5:8.5:1. La concentracion final de las células es de 5%.

Distribuir 1 ml. con una jeringa en los viales para congelacion y ponerio en una caja.

Almacenaré en el refrigerador a 4° C. por 2 hrs.

Transferira la caja a —=20° C. por 2 hrs.

Pasarla al REVCO a -70° C. toda la noche.

Finalmente ponerias en el tanque de nitrégeno liquido (-196° C.), mantener siempre el nivel del N.

C.- Método de la Glicerina

Se dispersan los monoestratos celulares con tripsina-versene, se centrifuga descartando el sobrena-
dante.

Se resuspende con medio de crecimiento (10% de suero sanguineo y 10% de glicerina).

Se cuentan y se ajustan las células a 2 x 10° cel/ml.

Se pone en el refrigerador a 4° C. durante la noche, para permitir que |a glicerina penetre en la
membrana celular.

Se enfria a un ritmo de -1° C. a =2° C. hasta llegar a -25° C.
Se coloca a -70° C. 6 -196° C.

Para recuperar las células se descongela rapidamente con movimientos circulares en bafio maria a 37°
C.

Se pone en una botella Roux, la cantidad del vial mas medio de crecimiento.
Se incuba a 37° C.. hasta confluencia.

D.- Metodo del Dimetil Sulféxido.

Se dispersan las células con tripsina-versene y se centrifugan.

Las células se resuspenden en medio de crecimiento (10% de suero sanguineo y 10% de Dimetil
Sulfoxido). )

Ajustar la suspension a 2 x 10° cel/ml.

Se llevan a cabo los pasos 4 a 9 del tratamiento anterior.

7.3 Embrion de polio.

0O Extractos de embrion

Se usan con frecuencia para incrementar el desarrollo celular, en especial de las células recién aisladas.
Pueden sustituir al suero en algunos casos, especialmente en el cultivo de tejidos diferenciados. El embrion se
prepara normalmente como extracto a 50% (EEs;) en solucion balanceada. Se pueden usar embriones de
muchas especies, pero el material mas simple es el huevo fértil de gallina incubado durante 12 dias.



a Método

1. Se examinan los huevos a trasluz para determinar su viabilidad y se marca el espacio de aire.

2. Se limpian las cascaras de los huevos con alcohol a 70°C.

3. Serompe y se retira la cascara sobre el espacio de aire.

4. Se retira la membrana y la corioalantoides.

5. Se pinza suavemente el embridn por el cuello y se extrae.

6. Seenjuaga el embrion en solucion salina balanceada para remover sangre y yema.

7. Se pasa el cilindro de una jeringa de 10 mi., se adapta el émbolo y se comprime el embrién,

recogiéndose en un frasco universal.

8. Se le agrega a la pulpa un volumen igual de solucién salma balanceada y se deja reposar durante
30minutos a la temperatura del cuarto.

9. Se centrifuga durante 15 minutos a 3,000 rpm.
10. Se retira el liquido sobrenadante y se almacena a menos 20° C.
11. Se siembra una muestra para comprobar esterilidad.

7.3.1 Inoculacion de embriones de pollo. (fig. 7.1)

Rous y Murphy en 1911, utilizaron embriones de pollo para la propagaci6n del virus del Sarcoma. Para 1931
este estudio se expandia mas y permitia estudiar virus como el de la Enfermedad de Newcastle y el de la
bronquitis infecciosa, pudiéndose replicar en embnon de polio. Pero no llegaron a obtener resultados satisfac-
torios; hasta que Burnet y Cols. (1940-1942), demostraron que los Mixovirus, Herpesvirus y Arbovirus, crecian
en embriones de pollo y pudieron ser aislados, Los criterios para la infeccién difieren dependiendo del virus que
se trate y edad del embridn. Algunos virus producen cambios patoldgicos tales como hemorragias, petequias en
la membrana, muerte del embrién, elc. Sin en cambio otros virus no producen efectos tan notables y sin
ninguna patologia observable. La infeccion y el crecimiento de tales virus como el de Influenza y el de Paperas
no producen signos notorios, pero pueden ser detectados por otras propiedades como es la hemoaglutinacion.

Hasta entonces de los avances de los cultivos celulares, el embrién de pollo era uno de los medios mas
comunes para la propagacion, titulacion, modificacion y produccion de virus en la elaboracién de vacunas,
presentando ciertas ventajas y desventajas.

Ventajas:

y

Los huevos embrionarios se pueden adquirir con facilidad.
2. Son baratos.
3. Son de facil manejo.

Desventajas:

1. Alto nivel de proteina (Inhibe el crecimiento del virus).

2. Posibilidad de contaminantes virales y bacterianos. Para evitarlo se requiere trabajar con embriones
libres de enfermedades cuyo costo es mayor y dificil de conseguirlos

Algunos de los factores que influyen sobre el crecimiento del virus en embrion de pollo son:
1. Edad del embnon.

Via de inoculacion

Dilucion y volumen del inéculo

Temperatura de incubacion.

Tiempo de incubacion tras |a inoculacion
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6. Estado fisioldgico y nutricién de las aves, especialmente por lo que respecta a deficiencias vitaminicas y
empleo de inhibidores o activadores enzimaticos.

Observaciones: Para el aprendizaje de la técnica de inoculacién en huevo fértil por diferentes vias, es
recomendable |a utilizacion de colorantes.

Es indispensable que se llegue al dominio de las técnicas de inoculacion en el embrién de pollo, por la
selectividad que presentan algunos virus y de lo cudl se elige la via de inoculacién, y por lo consiguiente la edad
del embrién para llegar a buenos resultados. La sustitucion arbitraria de la via de inoculacién o de la edad del
embridn, puede conducir al fracaso nuestro experimento. Ya que generalmente la cosecha de los materiales
infectados del huevo embrionario tiene como propésito recuperar a altas concentraciones de los virus
inoculados. Ademas es muy importante la revision del cual se va a cosechar ya que la mayor produccioén de
virus de obtiene de embriones moribundos y no de los embriones muertos. Algunos virus requieren de periodos
de observacion cortos, cada 8 a 10 hrs. mientras que para otros es suficiente una observacion cada 24 hrs. Los
embriones moribundos, los cuales presentan movimientos lentos se pueden guardar en el refrigerador hasta el
momento de la cosecha general.

Respiracion del Embrion. Los primeros 18 dias de incubacion son designados como periodo Prenatal,
durante este periodo el intercambio de CO; y O; se lleva a cabo a través de la membrana corioalantoidea.

Por el dia 19 el embrién formado comienza a picar el saco de aire y su respiracion consiste en una difusion y

conveccion del aire de la cdmara hacia los pulmones a este periodo se le conoce como Periodo Paranatal, del
19 al 21 dia.

El periodo Posnatal, comienza después que el pollito pico el cascaron, en ese momento se pone en contacto
con el aire atmosférico y comienza su respiracion pulmonar,

. atbumina

o
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Fig. 7.1 Partes de un embrion de pollo

Tomado de Manual de practicas de virologia UNAM
Obijetivos:

* El alumno conocera las técnicas comunmente utilizadas para inocular huevos fértiles de gallina.
e Adiestrar al alumno en el manejo de las técnicas para la cosecha de membranas y liquidos
extraembrionarios, con el fin de recuperar, identificar y titular al virus inoculados.
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7.3.2 Vias de inoculacion.

7.3.2.1 Cavidad Alantoidea: (Fig. 7.2)

Material:
= Jeringa de insulina e Lapiz
« Aguja calibre 27 de 1 pulg. de largo. e Tintura de Yodo
+ Hisopos « Ovoscopio
o \Vela « Embriones de 9 a 12 dias.

e Perforador

Técnica:

1.  Seleccionar los embriones por transluminacién, utilizando el ovoscopio, delimitar la camara de aire,

localizar al embrién y marcar el sitio de inoculacion con una X, sobre la camara de aire, cerca de la
base y opuesto al embrion.

Desinfectar con lugol y perforar en el sitio de inoculacion (perforador).

Introducir la aguja hipodérmica en el huevo, aproximadamente media pulgada, como marca la figura.
Depositar el inoculo (de 0.1 ml. a 0.2 ml. a aproximadamente).

Retirar la aguja, sellar con parafina y volver a desinfectar.

Incubar a 37° C. durante 18, 24, 48 hrs. hasta muerte del embrion.

Observar y revisar durante 5 dias a los embriones inoculados.

N LR eN

Fig. 7.2 Inoculacion por cavidad alantoidea
Tomado de Manual de practicas de virologia UNAM




7.3.2.2 Cavidad Amniética. (Fig. 7.3)

Material:

* Agujas de 26 a 28 de calibre y 1 pulg.
e %delargo (aprox. 4.5 cm.)
e Y lodemas de lo utilizado en la anterior via de inoculacion.

« Embriones de 7 a 12 dias.
Técnica:

1.  Seleccionar los embriones por transluminacion, utilizando el ovoscopio, marcar la cAmara de aire,
localizar el embrién y marcar el punto de inoculacion en el centro de la cdmara de aire.

Desinfectar el sitio de inoculacion y perforar.

Introducir Ia aguja hacia la sombra que da el embrion. Poner el indculo en la cavidad de 0.1 ml. a 0.2
ml. toda esta manipulacién debe hacerse observando el embrion en el ovoscopio.

Retirar la aguja y sellar con la vela.
Sequir los pasos 6, 7, 8 de la ofra via de inoculacién.
6. Observar la figura

Fig. 7.3 cavidad amnidtica

Tomado de Manual de practicas de virologia UNAM
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7.3.2.3 Membrana Carioalantoidea. (Fig. 7.4)

Material:

* Embriones de polio de 10 a 11 dias,
* Agujas de calibre 27 a % pulg.

e Agujas de calibre 26

+ Bulbo.

Técnica:

1. Seleccionar a los embriones de la misma manera y marcar la cdmara de aire sobre la MCA, evitar no
tocar algun vaso sanguineo.

2. Desinfectar €l lugar de inoculacién, sitio contrario al embrién y la parte recta hacia arriba de la camara
de aire.

3. Succionar con un bulbo a través de la perforacion hecha en la camara de aire y observar en el
ovoscopio la formacion de una camara de aire artificial, mantener el huevo en posicién horizontal con el
punto de inoculacion hacia arriba.

4. Introducir ligeramente la aguja con el bisel hacia abajo y deposilar el indculo en la MCA de 0.1 ml. a 0.2
ml., balancear suavemente el huevo para distribuir el indculo,

Sellar primero el sitio de inoculacion y después la perforacion sobre la camara de aire.

Incubar en posicién horizontal con el punto de inoculacion hacia arriba.
Incubar a 37° C

Fig. 7.4 Membrana Corioalantoidea
Tomado de Manual de practicas de virologia UNAM
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7.3.2.4 Saco Vitelino

Material:

« Embriones de 5 a 6 dias.
e Agujas calibre 22 de 11/2 pulg. de largo

« Resto de |la primera parte.
Técnica:

1. Seleccionar a los embriones de la misma forma, marcar la camara de aire y el punto de inoculacién en
el centro de esta.

Desinfectar el punto de inoculacién y perforar la cascara.
Insertar la aguja perpendicularmente e inocular de 0.5a 1 ml.
Retirar la aguja y sellar.

Incubar a 37° C.
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Fig. 7.5 Saco Vitelino
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7.3.3 Cosecha de membrana de liquidos extraembrionarios.

7.3.3.1 Liquido Alantoideo.

Material:
e Tijeras e Huevo féril inoculados.
« Pipetas = Pinzas
e Desinfectante « Hisopos
« Charola » Agujas calibre 22, 26 de 1 pulg. de largo.
« Tubos de centrifuga » Matraces
« Baiio de hielo = Recipientes para desechos.
Técnica:

-

Seleccionar al ovoscopio los embriones vivos, delimitar la cdmara de aire; enfriarlos a 4° C. durante 2 a
4 hrs. 6 durante ¥z hr. a =70° C

2. Colocar el huevo en la charola en posicion vertical con el extremo romo hacia arriba, desinfectar la
cascara que cubra la cama de aire.

3. Quitar el casquete que cubre la camara de aire y la membrana de la céscara y membrana
corioalantoidea, que forman la base de la misma.

4. Aspirar el liquido alantoideo con una pipeta o con una jeringa con aguja calibrada 18 y con ayuda del
abatelenguas.

5. Mezclar los liquidos cosechados y centrifugar durante 10 min. a 1500 rpm, guardar el sobrenadante en
volumen de 0.5 ml. a—70° C. hasta su utilizacion.

7.3.3.2 Liquido Amniotico.

Material:

El mismo que el anterior.

Técnica:

pars

Llevar a cabo los pasos 1, 2, 3 anteriores.

N

Levantar el saco amnidtico con las pinzas y aspirar el liquido con la aguja calibre 26.
3. Guardar el liquido cosechado a ~70° C. hasta su utilizacion.

NOTA: El embrion de pato se usa igual que el de pollo, para alimento viral, ya que algunos virus tienen la
afinidad por estas células, también se llegan a usar huevos de codorniz en algunos casos.
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Reportar:

Indicar los errores cometidos y dificultades que haya encontrado durante el aprendizaje de esta técnica.
Porque es impartante determinar la edad del embrién de acuerdo a la inoculacion con diferentes virus.
Porque algunos virus (lengua azul) se reproducen mejor en embridn de pollo que en cultivos celulares.
Mencionar el uso de embrion de pato en virologia.

Lesiones que causan determinados virus (Diagndstico).

Que virus pueden crecer, titularse y cosecharse en embrion de pollo.

Que lesiones tedricas tendria que obtener en su virus dado y cuéles obtuvo, discitalo.

@ N O oW N

Llenar tablas de resultados:

Via de inoculacién virus 1°. 29, 32 4°, 5%, Lesiones y C.

» Discuta sus resultados.

Vias de inoculacién de virus

VIRUS VIA DE INOCULACION ANIMAL
Poxvirus Subcutanea Ratén
Reovirus ; Parenteral Raton

HSV-1 { Oftalmica Raton

HSV-1 Oftalmica Conejos

HSV
HSV-2 [' Vaginal Cerdos de Guinea
Virus de la Gripa ' Se instala en el hocico Neumonia en ratén
Virus de la Gripa Intracerebral Toxicidad en ratén

Tomado de Manual de practicas de virologia UNAM
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Capitulo 8. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

8.1 Pruebas bioquimicas y biofisicas.

8.1.1 Formacion de placas.
Técnica de placas.

Cuando una capa celular infectada se cubre con medio de cultivo para mantenimiento, los virus son liberados
por las células infectadas y se diseminan al través del medio liquido para infectar otras células. Sin embargo, si
el medio se solidifica con agar, no puede ocurrir la diseminacién de los virus y la extension de la infeccion se
limta a aquellas células que se hallan inmediatamente adyacentes a las célufas infectadas al principio.
Empleando colorantes adecuados, las areas de células muertas aparecen como agujeros o placas en la capa

celular y se pueden contar para calcular el nimero de unidades formadoras de placas (UFP) contenidas en la
suspension viral (Fig. 8.1).

Si se usa un recipiente cerrado (por ejemplo, una botella médica plana), se puede emplear medio de cuitivo
de formulacién normal; pero si se usan recipientes abierntos (por ejemplo, cajas de Petri), se requiere un método
de regulacién del pH.

Fig. 8.1. Placas

Si se cambia el amortiguador en un sistema dependienle del biéxido de carbono por otro amortiguador

organico, como el tris (hidroximetil) aminometano. las técnicas de placa se pueden hacer en una atmosfera de
aire.

Se disuelve 2.42 g de tris (hidroximetil) aminometano con 100 ml. de solucién salina balanceada Hank (SSB).
A esta solucion se le agregan 76.8 mi. de solucidn de acido clorhidrico 0.5 M y se ajusta el volumen a 400 ml.

con SSB Hank. La dilucion final resulta de 0.05 molar del amortiguador de tris (hidroximetil) aminometano con
pH de 7.6.

Desafortunadamente algunas célutas de mamiferos no prosperan bien en el medio amortiguado con tris
(hidroximetil) aminometano (THAM) y requieren un amortiguador de bicarbonato de sodio/CO, con la
consecuente complicacion de la atmosfera de CO, si se emplean recipientes abiertos.

Se obtiene con facilidad una atmésfera que contenga CO,, pasando por el recipiente una mezcla de CO; a
5% en aire de un cilindro a presion, regulando ta velocidad de flujo con un flujometro o con un mandémetro. Por

otra parte el CO; puede generarse dentro de una incubadora sellada usando el amortiguador de Pardee (Bellet,
1960).

Se diluye dietanolamina industrial a 60% con agua desionizada y desclorizada y, en caso necesario, con
carbén activado.
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Para prevenir la autooxidacion, se le agregan 3 ml. de solucién acuosa a 3% de tiourea a 400 ml. de la
dilucién de dietanolamina a 60%. La mezcla se coloca en una botella herméticamente cerrada mezclada con
200 ml. de solucion de acido clorhidrico 6 N y 120 g de bicarbonato de potasio y se agita hasta que se aclare a
37°C. Se almacena en la incubadora a 37°C. Cien ml. en un vaso de precipitados son suficientes para producir
una almésfera al 5% en un recipiente cerrado de 10 It. Al varar la cantidad de acido, se pueden obtener
concentraciones vanables de CO,.

Hay dos métodos por medio de los cuales se pueden obtener placas. El método origina! de Dulbecco (1952)
que consiste en cubrir a la célula infectada con medio de cultivo que contenga geiosa. La desventaja de esta
técnica consiste en la necesidad de cultivar las células en un monoestrato confluente. Cooper disefio un método
mediante el cual una suspension de células infectadas se mezcla con gelosa y se vacia como una capa sobre
una pelicula basa! de gelosa. La técnica de Cooper, aungue permite la disponibilidad inmediata de una técnica
de placa, requiere mas células inicialmente, ya que no ocurriran mas divisiones celuiares una vez que las
células se mantengan en un medio de gelosa.

La gelosa que se use para sobreponer a ia capa basal debe ser pura y libre de agentes citotoxicos. Hay
disponibles gelosas de alta calidad (agar Difco Noble y agar Difco lon); pero resulta mas barato usar Difco Bacto
que haya sido lavado cinco veces con agua desionizada, tres veces en acetona y dejado secar a 37° C, La
gelosa se prepara a una dilucion de 1.6% en agua desionizada y se esteriliza en el autoclave a 10 Iblpulg2 de
presién durante 20 minutos.

Medio con agar:

» Medio esencial minimo de Eagle a concentracion 10X 10 mi.
s Agua desionizada 40 ml.
s Suero sanguineo 2ml.
s Solucion de penicilina-estreptomicina en solucion salina isotonica 1 ml

Agregando ya sea de:

* 3 ml de solucion de bicarbonato de sodio/CO, a 4.4%. para incubacion, en una atmosfera de 5% de
CO; en aire o recipientes de cultivo sellados, 0

¢ 1 ml de una solucidn de bicarbonato de sodio/CO, a 4.4% y 4 ml. de solucion amortiguadora 0.05 M de
Tris (hidroximetil) aminometano. para incubacion en una atmésfera de aire.

Se coloca el medio de doble fuerza en bano Maria a 44° C agregado de un volumen igual de agar a 1.6%,
fundido. Se mezclan bien antes de usarse.

» Titulacion de virus (Dulbecco, 1952)

1. Se desarrollan células de un monoestrato confluente.
Se desecha el medio y se lavan las células dos veces con STF “A”.

Se escurre bien cada monoestrato celular.

A oN

Se diluye la suspension de virus en décuplos progresivos (logaritmicos) y se agregan 0.2 ml. a cada
monoestrato celular

5. Se deja que se adsorban los virus durante 45 minutos a la temperatura del cuarto, meciendo los cultivos
cada 10 minutos. para asegurar una distribucion pareja del inéculo.

6. Se cubre con gelosa hasta una profundidad de 4 mm.. usando una pipeta de 10 ml. con punta de
grueso calibre

7. Sedeja asentar y solidificar 1a cubierta con la gelosa y se pasa a la incubadora.
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» Titulacién de virus (Cooper, 1955)

Se vierte una capa basal de medio de cultivo, usando 7 ml. para cada caja de Petri de 10 cm.
2. Se deja solidificar.

Se distribuyen suspensiones celulares que contengan 10 células en volimenes de 0.9 ml. en tubos de
ensayo de 7.5 x 1.27 cm.

4. Se diluyen las suspensiones de virus progresivamente por décuplos (logaritmicos) con STF “A”
(Dulbecco) y se agrega 0.1 ml. de cada dilucion a cada uno de tres tubos con suspension celular.

5. Se agrega 1 ml. del medio con gelosa a un tubo que contenga célulasivirus, se mezcla y se vierte
inmediatamente sobre la capa del medio basal. Se repite ta misma operacién vaciando cada tubo por
separado ya que la mezcla esta muy cerca del punto de solidificacién del agar.

6. Se deja solidificar y se coloca en la incubadora.
Después de la incubacion se tifien las células viables, quedando las placas de células muertas como areas
claras. Tradicionalmente se usa el rojo neutro; pero més recientemente se han empleado las sales de tetrazolio

(Cooper, 1959). Ambas son agregadas después de la incubacién, usando suficiente cantidad para inundar la
superficie del agar.

Colorante rojo neutro:

e Yoduro de rojo neutro, vital 0.01g.
e Cloruro de sodio 0.85¢.
e Agua desionizada 100 mi.

Colorante de tetrazolio:

Cloruro de 2-(p-yodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolio a 0.15 g% en solucidn salina isoténica con NaCl a
0.85%.

La concentracion viral en una suspension se puede caicular faciimente contando las placas y ajustando las
diluciones. Por ejemplo. si un indculo de 0.1 ml. con dilucion viral de 10™ produce 50 placas, entonces la
concentracion de la suspension original = 50 X 10 X 10" = 5 X 10° unidades formadoras de placas (UFP) por ml.

» Identificacion de virus.

Las técnicas de placas normalmente no se emplean para identificar a los virus, sin embargo se pueden usar
modificando una de las técnicas para anticuerpos que se describen después.

» Deteccion de anticuerpos

Los métodos que incorporan el antisuero en agar son costosos e innecesarios. Hay dos métodos disponibles
que requieren una cantidad minima de antisuero.

s Método 1. Reduccién de pilaca. El virus a prueba y el antisuero se hacen reaccionar juntos y las
mezclas luego son probadas para buscar virus residuales, como en el siguiente ejemplo:

1. A 0.2 ml. de una suspension del virus a prueba que contenga 2 X 10° UFP, se le agregan 0.2 ml. de
suero sanguineo desconocido diluido al 1:10. Se dejan reaccionar a la temperatura del cuarto (o en
refrigeracion a 4° C si se trata de los virus termolabites), durante 20 minutos.

2. Se agregan 0 2 ml. de la mezcla virus / suero a cada uno de tres monoestratos celulares favados y
escurridos en una caja de Petri de 10 cm. y se deja que se adsorban durante 45 minutos a ia
temperatura del cuarto, meciendo las cajas cada 10 minutos, para asegurar una distribucion
homogenea.

3. Se cubren con gelosa hasta una profundidad de 4 mm., se deja solidificar y se colocan en la
incubadora
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También se preparan en paralelo grupos testigos de virus y diluyente. Después de tefiir, los monoestratos
inoculados con la mezcla de virus mas anticuerpos homdlogos mostraran una reduccién en el nimero de
placas, comparadas con los monoestratos inoculados con las mezclas de virus/diluyente.

Método 2. Inhibicion de placas. Los monoestratos celulares son inoculados con una suspensién de
virus a una concentracion tal que las placas que se forman resuitan confluentes, es decir, todas las
células serdn destruidas y después de un periodo de adsorcién cubiertas con medio de gelosa. Se
cargan por capilaridad con antisuero algunas cuentas pequefias huecas de aislamiento (cuentas de
aislamiento de espinazo de pescado, N° 2: Taylor Tunnicliffe & Co., 125 High Holbom, London W. C. )
y se colocan sobre la superficie del medio con agar. Durante {a incubacion se difundiran los anticuerpos
a través del agar, protegiendo a las células en la vecindad de las cuentas de la extension de la
infeccion.

A monoestratos celulares lavados y escurridos en cajas de Petri de 10 cm. se les agrega 0.1 ml. de

suspension de virus a prueba de contengan 10" UFP/mI. Se dejan adsorber durante 30 minutos a la
temperatura del cuarto y luego se cubren con medio con agar a una profundidad de 4 mm.

Sobre la superficie del medio con gelosa se colocan cuentas de espinazo de pescado, que contengan
suero sanguineo desconocido y antisuero testigo normalizado.

Se colocan las cajas en la estufa de temperatura constante a 37° C. y después de tedirlas se
examinan para detectar la inhibicion de las placas alrededor de las cuentas.

Titulacion de los anticuerpos.

Los anticuerpos pueden ser titulados por el método de inhibicion de placas. El area de inhibicién de
torno a la cuenta que contenga el antisuero es proporcional a la concentracion de anticuerpo (Fig. 7). El
titulo de anticuerpos de un suero desconocido se puede calcular comparando las zonas que produce
con las de un antisuero normalizado, cuyo titulo de anticuerpo ya ha sido determinado por otro método.

8.1.2 Ciclo Replicativo.

Ciclo de replicacion.

GENERALIDADES:

HOSPEDERO: Rangos VIRUS: Habilidad de sintesis de Proteinas:

Susceptibilidad

CARACTERISTICAS: Aseguran la replicacion

Empacar el genoma
Alterar estructura o funcion

o

L

......... .

A FASE DE ECLIPSE
B FASE DE LIBERACION Y MADURACION
C DISMINUCION VIRAL
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INICIACION DE LA INFECCION:

1. Ataque, Antireceptor — Receptor.

2. Penelracion: Proceso dependiente de energia; traslocacion, endocitosis o fusién.

3. Descubierta: Eventos después de la penetracion, expresion de las funciones virales.
ESTRATEGIAS DE MULTIPLICACION:

0 Los virus DNA ulilizan transcriptazas celulares para la sintesis de RNA.

0 Producir mRNA para cada gen o formar una poliproteina.

0 Ventaja competitiva o inhibicion de la sintesis o transduccion de los mRNA celulares.
ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DE GENOMA VIRAL:

0 Genes virales DNA o RNA de un o dos cadenas.

FUNDAMENTO:

Una suspension de virus es adicionado a un cultivo celular y el tiempo permite la absorcion del virus a la

célula, las células son lavadas. con amortiguador para remover el virus no absorbido, el medio de nutrientes
es adicionado con amortiguador y los cultivos son incubados. En intervalos es analizado el fluido

sobrenadante para la presencia de 10s virus liberados y las células todas para determinar la presencia de
virus intracelular.

SN =

© ®~ND

Material:

Suspension de virus e«  PBS estéril

Cultivo celular ¢« Medio de Hanks de mantenimiento
Tubos de centrifuga e Pipetas 1y 10 mi.

Tubos prueba e Bafo de agua 37° C.

Congelador

Método:

Agrupar 13 lineas de cultivo de tejidos en tubos, de 5 cada una.

Preparar una solucién de virus con medio de Hanks de 100 TCIDsp e inocular cada tubo con 0.1 mi., Incubar a
37°C.

Cada hora por cinco horas recolectar el fluido de 5 tubos. centrifugar. etiquetar y congelar a ~70° C.

Lavar la célula de los tubos 5 veces con PBS. desechar el liquido, agregar 1 ml. del medio de Hank y colocar a ~
70° C

Al final de las cinco horas se tendran 8 lineas, desechar los fluidos, lavar con PBS, agregar 1 ml. de medio de
mantenimiento a todos los tubos y reincubar fos cultivos

Alos 40 tubos se les realiza el procedimiento de 3 y 4 en intervalos de 8, 12, 24, 36, 48, 72, 96 y 120 horas.
Congelar y descongelar los tubos por 3 veces

Preparar diluciones de todas las muestras y titutar.

Dibujar u diagrama del ciclo de crecimiento indicando los periodos indicando el total de virus, intracelular y
extracelular.

A eclipse
B latente
C maduracion

D liberacion
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EXPRESION Y REPLICACION DE GENOMAS:

CLASE VI CLASE Ii
VIRUS mcRNA() | | VIRUS mcDNA(+)
Con Ti = DNA (-)

CLASE1
VIRUS bcDNA(+/-)
CLASE IV CLASE {1l
VIRUS mcRNA(+) | ] “7] VIRUS bcRNA(+/-)
ConTi
mRNA
A
CLASE YV

VIRUS mcRNA(-)

ENSAMBLE MADURACION Y LIBERACION:

1. Virus no envueltos. Ensamblar y adquirir infectividad dentro de la célula. Desintegracién de la célula en
la salida.

2. Virus envueltos. Ensamble y maduracion por la expulsion desde la superficie celular.
Herpesvirus: Envoltura y maduracién al interior de la membrana nuclear. Citolitico

8.1.3 Determinacién de tamaifo.

Se han desarrollado varios métodos para ayudar a ta determinacién del tamafio viral. Los métodos directos de
medida involucran el uso de un microscopio electronico con el que el tamaio asi como la forma pueden
determinarse. Las técnicas con el microscopio electronico no involucran el uso de materiales especializados y
equipo normalmente disponible en el laboratornio promedio. Estos métodos no se discutiran aqui.

Es una practica comun para medir el tamafio viral indirectamente por medio de técnicas que usan filtros de
membranas no tratadas. Las suspensiones del virus son clarificadas primero pasandolos a través de filtros de
200 y 300 milimicras. Los filtrados clarificados. pasan a través de membranas de porosidad mas pequenas, para
la determinacion del tamafno. Los virus pueden ser adsorbidos a éstas membranas, incluso aquellos cuya
porosidad es dos o tres veces mayor que el didmetro del virus que esta bajo estudio.

Desarroliando un procedimiento por medio del cual la suspensién de virus es pasada a través de membranas
cuya porosidad es dos veces el diamelro del virus. Los filtrados contienen del 50 al 100% de tos virus presentes
inicialmente. son usadas para virus viscosos para que pasen a través de las membranas de porosidad més
pequena. Las membranas son pretratadas con proteina (10% de suero de ternera) que se adsorbe a las
membranas y evita adsorcion del virus. Pueden tratarse virus que son resistentes a los detergentes con lauril
sulfato de sodio y pueden filtrarse a través de las membranas no tratadas. Virus detergente-sensibles, lipofilicos
pueden ser diluidos en agua destilada para reducir la concentracion de sal (debajo de 0.002 M) y la tensién
superficial y luego filtrados a través de membranas no tratadas.

Mientras clasifica segun el tamano exclusivamente. no es adecuado para la clasificaciéon viral, es un
paramelro interesante por encima de! estudio de os virus. Puede considerarse que el tamafo real de los virus
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es aproximadamente uno y medio veces mas pequefio que el filtro mas pequefio por medio del cual pudo pasar.
La estimacion de tamaiio por filtracion toma como una primera presuncién que las dimensiones del virus son
uniformes, por ejemplo: esférico.

Donde esto es verdad, la dnica limitacion de un virus gue atraviesa los poros de un fitro (aparte de la
adsorcion) seria su tamano. Cuando un virus no es esférico, como el virus de la varicela, muchos no pueden
atravesar el filtro porque su forma ocluye las aperturas del fiitro. La pérdida numerosa de virus en esta prueba
podria interpretarse como una indicacién de que los virus a filtrarse son de un tamafo que requeriria un filtro de
porosidad mas grande. Las determinaciones de tamafo por filtracion pueden ser interpretadas con cuidado
hasta que la configuracién del virus involucrado es determinada. La disponibilidad de un microscopio electrénico
puede facilitar ambos estudios, la configuracion y la determinacién del tamafo y puede usarse junto con, 0
como un alternante a, la filtracién estudiada.

1. Materiaies:

e Suspensioén del virus. « Almohadilla clarficante, similar al millipore
e Cultivos de tejido inoculado. AP 25.

e Medio de Hanks’, estéril. « TRIS buffer.

o PBS, 10X, estéril. « Filtros adaptadores, estériles.

e Agua destilada, estéril. e Jeringas, estériles.

« Lauril sulfato de sodio al 10%, estéril. e Tubos de prueba, estériles.

e Suero fetal de ternera, estéril. » Pipetasde 1.0, 5.0y 10 ml., estéril.

e Filtros de membrana de 450, 300, 200,100 « Tubo de prueba rack.

y 50 milimicras, 25mm. de diametro, estéril.

Método:

a. Preparacién de proteina de la cubienla

Prepare 100 ml. de suero de ternera al 10% en agua destilada. Para esterilizar el suero, filtrelo a través de
una almohadilla clanficante millipore 25 psi. Entonces pase el suero, filtrelo a través de membranas de 300,
200, 100 y 50 milimicras, en serie, contener en un adaptador de |a jeringa. Agregue PBS 10X al filtrado finat en
tal volumen que restaure la isotonicidad.

b. Pretratamiento de fiitros.

Filtros de membrana tratados con 5 ml. de suero de ternera preparado anteriormente pasandolo a través de
membranas de 25 mm. cuya porosidad es dos veces la esperada para el virus a ser probado.

c. Filtracion de virus, membranas tratadas.

(1) Rapidamente deshiele la suspension del virus. Centrifugue a los 205 rpm. por 10 min. Para quitar ruinas
de la celuta. Quite una muestra para ser tituiada como un control del no filtrado. Tratar otras muestras
como se indica abajo.

(2) Prepare un poseedor de filtros que contenga una serie de membranas tratadas (por ejemplo, 200, 100 y
50 milimicras) y lo ata a una jeringa.

(3) Filtrar 5 ml. de suspension del virus clarificado a través de la serie de membranas a 1 psi y coleccione el
filtrado en un tubo de prueba esteril.

(4) Titular cada filtrado y prueba de no filtrado de virus en un sistema indicador apropiado y determinar el
titulo.

(5) Nota: Si prefiere. el virus puede filtrarse a través de membranas separadas de porosidad decreciente.
Quite una muestra de cada filtrado subsiguiente para titular ef virus.
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d. Filtracién de virus, membranas no tratadas.

(1) Pasar una muestra de 5 ml. de virus no diluido a través de una jeringa que posea un filtro con
membrana no tratada en serie. Ensaye el filtrado en un sistema indicador apropiado.

(2) Diluya otra muestra de un ciento de virus en agua destilada y filtre 5 ml. A través de otra serie de
membranas no tratadas. Ensaye ei filtrado.

(3) Diluya otra muestra de virus (nueve partes) con una parte de un 10% de solucion de lauril sulfato de
sodio. Filtrese 5 ml. de esta suspensién a través de una serie de membranas no tratadas. Ensaye el
filtrado.

Determinacién de tamaino.

Si no ha habido ninguna adsorcion de virus a las membranas del filtro, no debe haber, o sélo minima,
disminuya el titulo del filtrado (comparado con el control) después pase a través de una cierta porosidad de
membrana y complete la desaparicion del virus después de pasar a través de la siguiente membrana més
pequena. Por ejemplo, el titulo del control es de 10-6.5. El titulo de la suspension del virus de prueba es de 10-
6.25 después de pasar a través de un filtro de 100 milimicras y ningun virus es detectado después del paso de
la suspension a través del filtro de 50 milimicras. Puede asumirse, por consiguiente que el virus es por lo menos
de 100 mmc.. y probablemente en alguna parte entre 50 y 100 mmc. de tamafio.

Si el titulo del virus control es de 10-6.5 y el titulo de la suspension del virus de prueba es de 10-6.25 después
de pasar a través de una membrana de 200 mmc., 10-3.5 después de pasar a través de una membrana de 100
mmc., y ningun virus puede descubrirse después del paso a través de una membrana de 50mmc., por ejemplo,
existen dos posibilidades. Que alguna adsorcion todavia esté ocurriendo o que la forma del virus no es esférica.
La adsorcion debe ser dirigida fuera desde pequefo, si cualquiera, ocurrid con fa membrana de 200 mmc, (la
adsorcion debe aplicar a todas fas membranas). Mas probablemente es que el virus esta realmente en alguna
parte entre 50 y 100 mmc. de tamaiio y no es esférico desde que puede atravesar la membrana de 200 mmc.,
sin la pérdida del titulo pero empieza a dejar caer grandemente, pero no completamente, en el paso a través del
filtro de 100 mmc. de porosidad.

8.1.4 Efecto del calor.

Como una ayuda para la clasificacion viral es importante saber que efectos tiene el calor sobre las particulas
de los virus con 1as que se trabajan

En algunas ocasiones es necesario destruir la actividad viral (por autoclave) y en otras preservar la actividad
viral.

La mayor parte de los virus son totaimente estables a la temperatura del lugar cuando se suspenden en un
medio complejo o tejido.

Las diferentes medidas de temperatura elevada son de 50°-60° C. donde la desnaturalizacién de la proteina
es etevada.

La prueba estandar usa una T cte. de 56° C. para la medida de la inactivacion terminal la temperatura de los
virus se maniuvo constante. En intervalos las muestras fueron retiradas y ensayadas en un sistema indicador.

Materiales:
s Suspension de virus « Gradilla para tubos prueba
» Inoculacién de cultivo de tejidos u otro « Cultivo de tejido de carnero
sistema indicador « Bano maria 56° C.

o Tubos prueba de 12 x 72 mm. cstériles
» Pipetas estériles de 1 y 10 mi.



Método:

Colocar una suspension sin diluir del virus en un pequefo tubo prueba estéril. Colocarlo en un bafo de
agua a 56° C en un nivel de agua de !a suspension en el tubo.

En intervalos de %, 1, 2, 4, 6 y 8 hrs. (u otros tiempos como decida) tomar una muestra y preparar una
serie de diluciones en medio de Hank.

Tratar como es usual para un cultivo celular u otro sistema hospedero. Comparar con un virus control
sin calor tlitulandolo simultdneamente. La pérdida mas grande que 1 logo en titulos en 1 hora es
considerado por ser indicativo de la labilidad al calor.

La recoleccion y el cambio de pase del cuitivo del virus tratado con calor, en una prueba la cual
determina la labilidad del Ag CPE, no necesariamente determina la viabilidad de los restos del genoma
viral. Los Ag virales son separados de la pariicula infectiva y a menos que se realice un repaso del
material tratado se sabe si el CPE fue labil o no. Por ejemplo si el matenal tratado con calor no causo
en un tiempo CPE, el virus sin tratar produce CPE, un recolectado y repaso de los cultivos en los cuales
el matenal tratado fue inoculado es entonces necesario.

Si se tiene que CPE reaparece en el primero, sequndo y tercer paso serial, uno puede postular que original y
unicamente el Ag CPE fue destruido pero no la infeccion. Cuando el virus es recuperado y repasado, la
replicacion del virus esta infectada y produce todos los Ags que requiera.

8.1.5 Sensibilidad a solventes lipidicos.

l.- Fundamento: Los viriones con lipidos en su envoltura.

Se inactivan rapidamente con detergentes sintéticos y con disolventes organicos como: éter. cloroformo y
formol. Destruyen en virion y liberan 1a capside y acido nucleico en diversos estados de agregacion.

Il.- Metodologia:

Materiales y reactivos.

Suspension viral. o Pipetas graduadas estériles de 1y 10 ml.
Cultivos de tejidos sin inocutar u otro o Cajas Petri estériles
sistema indicador « Eter etilico. grado anestesia.

Tubos de ensaye con tapdn de rosca y de
12 x 72 mm. estériles

Procedimiento-Sensibilidad al Eter.

Suspension viral en tubo con tapén de rosca

Problema: Controles:
Adicionar 20% éter Positivo: Virus envuelto + 20% éter
Negativo' Virus desnudo + 20% éter

Negativo: 20% NaCl al 0.85%

A,

‘ Cerrar los tubos perfectamente y agitar ‘

2
{ Incubar a 4° C. 18-24 hrs Agntar a intervalos ‘

] |

[ - . .
i Colocar la suspension dentro de cajas Petri, no tapar completamente para

L

|
Y
Titular el material residual del problema y de los
L controles. con el sistema indicador




Procedimiento-Sensibilidad al Cloroformo

Materiales y reactivos:

e Suspension viral
« Cullivos de tejido sin inocular u otro sistema
indicador

e Tubos de ensaye de 12 x 72 mm. estériles

« Pipetas graduadas estériles de 1 y 10 mi.
« Tubos de centrifuga estériles
« Cloroformo grado reactivo.

4{ Centrifuga suspension viral para remover desechos celulares.

’_-

A

Problema:
1 ml. de virus + 0.5 ml. de cloroformo

Y

Controles:
Positivo: V envuelto + 0.5 ml. de cloroformo

Y

Negativo: V desnudo + 0.5 ml. de cloroformo
Negativo: V envuelto + 0.5 mi. de S.S.F.

Agitar manualmente por 10 min. A t” ambiente

h 4

Centrifugar a 33 rpm. por 5 min.

I

Utilizar ta capa superficial {fondo cloroformo. interfase
opaca) para titulacién, con el sistema indicador

Procedimiento-Sensibilidad al formol.

Materiales y reactivos:;

e Suspension viral.

« Cultivos de tejido sin inocular u otro sistema
indicador.

« Medio de Hank estéril.

« Formol comercial (37% dil. 1:2000).

« Bafo de agua.
e Tubos de ensaye de 12 x 72 mm. Estériles.
» Pipetas graduadasde 1y 10 ml.

Problema: Controles:

Mezclar suspensién viral 50/50 con formol Positivo: V envuelto 50/50 con formol 1 2000

1:2000 Negativo: V desnudo 50/50 con formol 1.2000

Negativo: V envuelto + medio de Hank
| |
\
v
‘—1 Incubar a 37° C.; agitar la muestra por intervalos de 1, 2, 3, 4 6y 24 horas J

A4
‘ Diluir fa muestra problema en medio de Hank 11100

L

A4

indicador

Titular la muestra problema los controles en sistema




ll.- Interpretacién: Si el titulo del problema excede el control por 1 log 10, es considerado susceptible al
solvente lipidico.

IV.- Ejemplo: mixovirus, arbovirus, herpesvirus, coronavirus.
V.- Tipo de diagnéstico:
O Es util como etapa inicial en fraccionamiento quimico de algunos virus.

O Diferenciacion de virus envueltos.

8.1.6 Sensibilidad a pH.

En general, los virus prefieren un ambiente isoténico con pH fisiolégico, pero sus limites de tolerancia son
bastantes amplios. De hecho la infectividad de ciertos virus puede realmente ser protegida contra la inactivacion
del calor suspendiéndoios en soluciones molares de sales comunes como Mgz', pero para otros virus la
situacién es inversa. La razén de las diferencias entre los virus a este respecto es desconocida, interesan
principalmente a los que trabajan en laboratorios de investigacién y a los que preparan vacunas.

La sensibilidad viral hacia el pH acido puede ser testificada de acuerdo con Ketler.

1.- Materiales.

e« Suspensién de virus. « Tubos de prueba, 12 x 72 mm., estériles.
« Células de tejido celular desinfectadas u e Pipetas, 1y 10 ml., estéril.
otro sistema indicador. e Tubo de prueba rack.
+ Medio de Hanks, estéril « Cultivo de tejido rack.
« HCI, 0.1N.
2.- Método.

a) Adicione HCI diluido al medio de Hanks’, removiendo y tomando pruebas con un pH metro hasta
alcanzar un pH de 3.0. No regresar los fluidos probados al bote del medio estéril.

b) Diluir la muestra del virus a 10" en un medio de pH = 3.0. diluir otra muestra de virus en el medio de
Hanks' como un control. Incubar ambos a temperatura ambiente uno por ¥ hora y el otro por 1 hora.

c) Preparar una serie de diluciones de cada uno en el medio de Hanks' y titule en el sistema indicador
apropiado. Una reduccion del titulo de 1 log 10 o mas después de 30 minutos es interpretado como

labil. Retencion del titulo lleno, o perdida de menos de 1 log de 10 de actividad, es considerado como
indicativo de estabilidad.

8.1.7 Determinacion de acido nucleico.

8.1.7.1 Determinacion de acidos nucleicos por Feulgen.

Este método ha sido empleado en la determinacion de la clasificacion primaria de un virus, si este es de ARN
0 ADN. Los virus de ADN se replican en el nucleo, donde ocasiona un incremento en fa intensidad de los
agregados tefidos de rosa a rojo-pUrpura. Esto es absolutamente esencial que la prueba enzimatica enlistada
bajo contro! sea realizada al mismo tiempo. Adicionalmente. cultivos de células no infectadas y cultivos
infectados con virus de ARN y ADN no provocaran la respuesta descrita anteriormente y las células
permaneceran de color azul. Algunos virus, entonces, pueden ser sospechosos de ARN con lo que no pueden

realizar pruebas adicionales como Naranja de Acridina, la cual, confirmard esta prueba asi como tambien
identificara virus de ARN.

Controles:

< Control (+), cultivos de células infectadas con virus ADN.
< Control {-). cultivos de células no infectadas y cultivos infectados con virus de ARN.
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Metodologia:

El fluido de Carnoy es recomendado para |a fijacion celular antes del uso del reactivo de Feulgen.

Lavar las células infectadas en PBS (3 veces).

Fijar las células en solucién de Carnoy por 20 minutos.

Transferir en etanol al 95% por 2 minutos.

Transferir en etanol al 70% por 2 minutos.

Lavar en agua por 2 minutos.

Transferir en HCI (1N) y dejar 2 minutos.

Transferr en HCI (1N) precalentado a 60° C. y conservario de 10-20 minutos.
Transfenr en HCI (1N) por 2 minutos a temperatura ambiente.

Lavar rapidamente en H,0.

Reaccionar con el reactivo de Schiff por 30 minutos.

Lavar con agua de 5-15 minutos, eliminando el exceso de reactivo.
Contrastar con verde claro (0.5%), y lavar con agua.

Rapidamente deshidratar en etanol al 70%, 2 minutos.

Rapidamente deshidratar en etanol al 95% (2 veces).

Rapidamente deshidratar en etanol al 100% (2 veces). Transferr a xileno.
Examinar al microscopio.

VOOV OOLLVLLVLLLVLLULVLOLVLLLOLVLY

8.1.7.2 Naranja de Acridina.

Este método es utilizado para la identificacion del tipo de acido nucleico de un virus en cultivos celulares. Es_lo
es posible hacerlo debido a que el DNA o RNA pueden ser marcados con cationes aromaticos como el ion
etidio, proflavin o el naranja de acndina presentando la siguiente fluorescencia.

DNA cadena doble amarillo-verde
Cadena sencilla roja
RNA cadena doble amarillo-verde
Cadena sencilla roja
Técnica:
9 Lavarlos cultivos infectados con PBS.
O Fijar las células infectadas en Carnoy's (cloroformo. alcohol absoluto y &cido glacial en pr_oporciones 3.
6, 1 respectivamente).
> Hacer inmersiones sucesivas en etanol al 95, 75, 50 y 25%
O Poner en solucidon amortiguadora de 5-10 min.
S Colocar en naranja de acridina en buffer al 0.01%
S Colocar en solucion amortiguadora de 2- 3 min.
2> Montar.
S Examinar en microscopio de fluorescencia.
S Se deben procesar simuitaneamente cultivos celulares problema y control.

e Cullivos celulares no infectados.
¢ Cultivos celulares con virus DNA conocido.
« Cultivos celulares con virus RNA conocido.
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8.1.8 Actinomicina D.

Historia. El primer agente antibidtico cristalino aislado de un caldo de cultivo de especies de Streptomyces
parvullus, fue la actinomicina A (Waksman y Woodruff, 1940). La actinomicina D, se obtuvo posteriormente
(Waksman Conference on Actinomycins, 1974). La actinomicina tiene efectos benéficos en el tratamiento de
numerosos tumores, especialmente ciertas neoplasias de ia infancia y coriocarcinoma.

. Polipéptido que liga con ADN. Conjunto de varios antibidticos de estructura similar de Actinomicinas
A, B, C, D descubierto en 1953 por alemanes, (C-D) se usa en la Terapéutica por ser menos Toxicas y
mas activas. Inhibe crecimiento de Virus ARN: Poliovirus, Mengovirus, Reovirus.

Uso: Enfermedades infecciosas (linfosarcomas, Mielomas)

Accion Citostatica (Detencion de Tumores).

Materiales:

« Suspension de Virus. s Actinomicina D

e Cultivo de tejido. ¢« Pipetas 1.0 -10ml.

= Medio de Mantenimiento Hank’s. e Tubos de Prueba 12 x 72 mm.
Métodos:

= Determinacién preliminar de Actinomicina D.

= Preparar diluciones de Actinomicina D en medio de Hank's de 1.0, 0.01. 0.005y 0.001 pg/mt
= Determinar concentracion a las células.

Test:

= Preparar Actinomicina D contenida en medio de Hank's a concentracion deseada del antibiotico.
.= Agregar 1.0 ml. de Actinomicina D a 64 tubos, Incubar a 37° C/24 hrs.
= Inocular la mitad de los cullivos (32 tubos) con diluciones de serie décuplas de virus. (0.1 ml. x tubo) 4
tubos por dilucién.
= Incubar a 37° C/48 hrs. y observar el crecimiento de Virus.
< Grabar en CPE*.

Medio Hank's.

Solucion A: Solucion B: Solucion C.
NacCl 160 g. CaCl, 28 g KH,PO. 1.2Q.
KClI 8 g H,0 destitada 800 ml. Na,HPO, 1.2q.
MgSO., 4 g Dextrosa 200g
H,O deslilada 800 ml. Rojo de Fenol 04g

Soluble en Agua
Agua destilada 1000 mi.

Disolver los ingredientes en 1 litro de agua, meter en autoclave las 3 soluciones a 10 ib. por 10 min. Vaciar la
soluciones en tubos estériles guardar en refrigeracion.

8.1.9 ANALOGOS DE BASE

Fundamento:

Un anélogo de base es una sustancia que es suficientemente similar en estruclura a un residuo de purina o
pirimidina normal para ser incorporado a una cadena de DNA en fugar de la base a 1a que se parece.

Los analogos mas citados son el 5- bromuracil (BU) y el 2- aminopurina (AP). El primero es un analogo de la

timina, mientras el ultimo es un analogo de la adenina. Cuando son incorporados al DNA, cada uno de estos
analogos hace par como las bases a las que reemplazan. Pueden también tomar formas tautoméricas que
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resuitan en fa misma alteracion de las propiedades de los enlaces de hidrégeno. Esto causa un dafo al DNA
mediante errores en la formacion de pares de bases mediante el tautomerismo.

Efecto del 5bromo-2deoxiuridina (BUDR) en virus:

A) Reactivos:

s Virus A DNA. *» Medio de mantenimiento.
e Virus B RNA. « Medio de mantenimiento + BURD
o Cultivo de células Hep-2. 100meg/ml.

Metodologia:

» Prepare 10 diluciones de los virus A y B (1:10 hasta 1:10°) en 2 ml. de medio de mantenimiento.

= Agregue a los cultivos celulares de Hep-2 0.9 m!l. de medio.
= Inocule 3 cuitivos con 0.1ml. de c/dil. de virus.

» Prepare 10 diluciones de los virus A y B (1:10 hasta 1:10° ) en 2 ml. de medio de mantenimiento +
BURD.

= Agregue a los cultivos celulares de Hep-2 0.9 ml. de medio + BURD
< Inocule 3 cultivos con 0.1 ml. de ¢/dil. de virus.

> Incluya 3 cultivos celulares con medio de mantenimiento y otros 3 con medio de mantenimiento + BURD
como controles celulares, sin virus.

» Marque los cultivos y pongalos en posicion inclinada a 34° C. Examine los cultivos diariamente usando
embriones de pollo.

> Eltipo de acido nucleico puede ser determinado por varios métodos. La replicacion de los virus DNA es
inhibida por BURD, mientras que la replicacion de virus RNA no es afectada. El BURN es convertido en
monofosfato por la timina quinasa.

Este monofosfato es convertido en di y trifosfato los cuales sirven como precursores del DNA y son
incorporados en lugar de la timidina. Esto lleva a la inhibicion de la replicacion de virus DNA, mientras que l0s

virus RNA pueden seguir su replicacion.
Ejemplo:

Poliovirus podra continuar su ciclo normalmente; mientras que Herpesvirus si es afectado, y su replicacion
sera inhibida.

8.2 Pruebas para determinacién de Antigenos (Ag) y pruebas especiales.
8.2.1 Hemoaglutinacion / Desenmascaramiento por Fluorocarbono.

Las preparaciones de los cuitivos celulares pueden variar a la actividad de hemoagiutinacion, y se ha
encontrado que ciertos inhibidores pueden estar presentes en fluidos como el suero que enmascaran la
reaccion de HA. Estos inhibidores pueden ser de naturaleza compleja pero como muchas veces es conocida,
existen muchos métodos por los cuales estas pueden ser removidas del material que contendra a los virus entre

los cuales estan: Tratamiento con calor, Acetona, Eter, Tripsina, Caolin, Centrifugacion a alta velocidad y
Fluorocarbono.

Ejemplos:

Influenza: Glucoproteinas e inhibidores Termolabites
New castle: Muco proteinas
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Materiales:

s Cultivos infectados 24 hrs. ¢ Pipetasde 1.0 ml. y 10.0 ml. estériles

e Genesolv-D (lrifluorotricloroetano, CC12F- o Tubos de la prueba 12 x 72 mm. Estériles
CC1F2) e Tubos para centrifuga estériles

¢ Homogenizador Servall, frio y estéril ¢ Mechero Bunsen

e PBS estéril

s Células rojas de la sangre, tipo apropiado

Método:

A) Tratamiento con Fluorocarbono.

* Veinticuatro horas post inoculacién del virus, enfriar y deshelar los cultivos tres veces. Cosechar los
fluidos.

» Al liquido cosechado, agregar un volumen igual de Genesolv- D, homogenizar a 44,000 RPM por tres
minutos, en frio. Centrfugue a 205 g por 10 min.

* Quitar el liquido sobrenadante a un tubo de prueba estéril.
« Etiquete con los volumenes, tratamiento y datos.

B) Test.
» Prepare diluciones en serie del liquido sobrenadante dobles en PBS. Agregue 0.4 ml. de cada dilucion
por triplicado en tubos de la prueba estériles pequenos.

e Lavar apropiadamente tres veces con PBS estéril los glébulos rojos. Haga una suspension al 1% en
PBS y agregue 0.1 m!. a cada tubo de la prueba.

e Agite todos los tubos. Ponga un juego a 4° C.. un juego a la temperatura de! cuarto. un juego a 37° C.
por una hora o hasta que todas las céluias rojas reaccionen.

e Leerla hemoaglutinacién.

Ventajas:

« Cabe decir que fos inhibidores son mas frecuentemente encontrados en preparaciones derivadas de
tejido de animales que en aquelios provenientes de cultivos celulares.

« Nos permite no dar un falso negativo para la presencia de hemaglutininas.
« Este método nos permite realizar una correcta titilacion en la hemoaglutinacion. ‘}.'

'l'magen de una aglutinaciéon en tubo

Tomado de: www.sanidadanimal.info/inmuno/quinto1
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En la primera linea se observa el suero control positivo y en la segunda el negativo. Los sueros problema por
duplicado han sido colocados en el resto de |a placa, se observan posilivos (azul) y negativos (sin color).

Hemaglutinacién

El fendmeno, fue descrito primero en 1941 por Hirst, analizo cuidadosamente si se mezclaban globulos rojos
con liguido alantoideo de huevos infectados con virus de la gripe las células se aglutinaban, encontré que la
reaccion no era dependiente de la temperatura y requeria electrolitos en el medio. La reaccion se podria
bloguear con anticuerpos contra el virus y su velocidad dependia de la concentracion virica. La proteina HA del
virus de la influenza. Se une a las particulas virales a las células susceptibles y es el antigeno principal contra el
cual se dinge los anticuerpos neutralizantes (protectores).

La HA hemaglutinina ta proteina de la superficie del vinén, es una glicoproteina que se presenta en forma de
muchas espinas cortas que se proyectan de la envoltura viral. Ei virus se unird a cualguier eritrocito, de la
especie que sea, siempre que lleve los receptores celulares complementarios que son glicoproteinas de una
clase diferente. La hemaglutinacién para los virus de la influenza y los paramixovirus, pero no para otros, se
complica por el hecho de que e! virus también lleva una enzima neuraminidasa, que destruye los receptores
glicoproteicos de la superficie del eritrocito y permite al virus liberarse nuevamente.

La secuencia primaria de la HA contiene 566 aminoacidos. se corta en dos subunidades, la HA1 y la HA2, que
permanecen firmemente unidas por un puente disulfuro. la lisis que separa a la HA1 y HA2 es mediada por
proteasas celulares y es necesaria para que la particula del virus sea infecciosa. La antigenicidad de la NA
funciona al final de la replicacion viral. Es una enzima sialidasa que retira el acido sidlico de los gluconjugados.
Facilita la liberacion de la particula viral de la supericie de las células infectadas durante el proceso de -
gemacion y la ayuda a evitar ia autoagregacion de los viriones, retiran los residuos de acido sialico de las
glucoproteinas virales.

Hemaglutinacion:

VIRUS GLOBULOS ROJOS RESULTADO
Mixovirus De pollo, de cobaya, humano
Se necesitan iones monovaleste, la Positiva

reaccion tiene lugar a 4° C., elusion
espontanea a 37° C.

Virus pustulosos Se emplea normaimente pollo aduito,
temperatura optima de 37° C. no hay Positiva
elusion.

Sarampion Preferiblemente células de mono, Positiva

optimo a 37° C.. no hay elusion.

Arbovirus Preferentemente células de pollo joven
o de ganso, ligeramente sensible al pH Positiva
(Se requiere 6.0 a 7.0) Inhibida por lipidos
normales en suero.

Polioma Céiulas de Cobayo

Enterovirus Células humanas del grupo O, El virion
Tiene capacidad hemaglutinante, No todos Negativa
los enterovirus pueden hemaglutinar
La reaccion ocurre en frio y la disociacion
espontanea a 37° C.
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Hemaglutinacion:

La primera observacién fue cuando se mezclaron glébulos rojos con liquido alantoideo de huevos infectados
con virus de la gripe, las células se aglutinaban y sedimentabas rapidamente, Hirst analiz6 cuidadosamente y
encontr6 que la reaccién de aglutinacion no era dependiente de la temperatura y requeria electrolitos en el
medio. La reaccién podia bloquear con anticuerpos contra el virus y la velocidad dependia de la concentracion
virica. Concluyo que una capa de complejos célula-virus era la responsable de la reaccion de aglutinacion. La
HA hemaglutinina la proteina de la superficie del viridn, es una glicoproteina que se presenta en forma de
muchas espinas cortas que se proyectan de la envoltura viral. El virus se unira a cualquier ertrocito, de la
especie que sea, siempre que lleve los receptores celulares complementarios que son glicoproteinas de una
clase diferente. La hemaglutinacién para los virus de la influenza y los paramixovirus, pero no para otros, se
complica por el hecho de que el virus también lleva una enzima neuraminidasa, que destruye los receptores
glicoproteicos de la superficie de! eritrocito y permite al virus liberarse nuevamente.

Material:
e Suspension de virus. « Pipetasde 1.0y 10.0 ml. estériles.
¢ Gldbulos rojos citratados. e Centrifuga.
e BBS,001M,pH72 e Aguaali°C.
e Tubos de centrifuga. e Gradilla.

e Tubosde 12 x 72mm.

Método:

Separacidn de las células de plasma citratado.

Preparar suspension al 0.5% de glébulos rojos en PBS.

Preparar serie de doble dilucién (1:10 a 1:640) de virus en PBS (suspension).
Anadir 0.4 ml. de gr. al 0.5% al tubo homogenizar e incubar a 37° C.

YV VOV

1.2.1.1 Inhibicién de la Hemoaglutinacion.

FUNDAMENTO: Los acidos nucleicos de muchos virus codifican proteinas de superficie que aglutinan
eritrocitos de varias especies, esta prueba se basa en la inhibicion de la hemoaglutinacion viral por un
anticuerpo especifico el fenomeno de hemoaglutinacion no es evidente y se visualiza la sedimentacion de los
glébulos rojos formando el caracteristico botdn rojo; se usa para detectar indirectamente la presencia de virus
hemoaglutinante como ortomixovirus, paramixovirus, y los arbovirus-toga virus (incluyendo la rubeola), flavivirus
y bunyavirus; por que el virus es una proteina extraiia por o cual se producen anticuerpos contra el antigeno.

La reaccién de las hemoaglutininas virales con los eritrocitos da como resultado un reticulo de células
aglutinadas que sedimentan en forma irregular en un tubo o cubeta de micro titulacion, las células no
aglutinadas sedimentan en forma de botén compacto.

Esta técnica es altamente sensible y especifica, debido a que Unicamente mide aquellos anticuerpos dirigidos
contra la hemoaglutinina viral: la rapidez, sensibilidad especifica y costo minimo de la técnica hace que sea
empleada en muchos laboratorios para la caractenzacion de 10s virus y/o anticuerpos.

MATERIAL:
e Suspensién del virus. « Tubos de centrifugar estériles.
e Antisuero especifico. « Tubos de prueba 12 x 72 mm. estériles
« Eritrocitos de ta especie adecuada (pollo, . Pipetasde 1y 10 ml estérles
ganso, cobayo 0 humanos grupo o « Centrifuga.
tripsinizados) extraidos en solucién de « Bano Mariaa37°C.
Alsever o citratados.
« PBS estéril.
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METODO:

=

=3

=3

Hacer diluciones dobles seriafes dei antisuero en PBS comenzando con una dilucién 1:10. Distribuir la
dilucion del suero en 0.2 ml. en pequefos tubos.

Titutar el antigeno como en la prueba de HA. Determinar la dilucion que contenga 4 unidades HA por
0.2ml.

Por ejemplo:

Si el titulo de HA del virus es 1:80 representa 1 unidad HA, de esta manera, una dilucién 1:10 puede
contener 8 unidades HA en 0.4 mi. o 4 unidades HA en 0.2 ml.
Afadir 4 unidades de antigenos en 0.2 ml. en cada tubo con antisuero.

Incluir los siguientes controles:

(1). suero solo dilucién 1:10, 0.4 ml.

(2). antigeno solo 4 unidades, 0.4 ml.

(3). suero positivo conocido 1:10, 0.4 mi.
(4). suero negativo conocido 1:10, 0.4 ml.

Incubar de 30 a 60 min.

Anadir 0.4 ml. de erntrocitos al 5% a todos los tubos. Afiadir. Colocar todos los tubos a una temperatura
apropiada también los controles tienen que asentarse completamente.

Leer el titulo, la dilucién mas alta de la hemoaglutinacion inhibido por el virus y es expresado como la
reciproca de la dilucién del suero

Ho hemoagiutinacion ’ Hemoaglutinacion

Leer la titulacién reversa como sigue:

(o) (o)
4 3+ 2e - -
Leer los controles.
/o
o) () (0) (o)
4+ -

Tomado de Practical Virology. Metselaar, D and Simpson, D.I.H. Ed. Medical Publications Oxford

(1) suero solo debe ser negativo.

(2) antigeno solo debe ser negativo.

(3) suero positivo conocido debe ser positivo
(4) suero positivo conocido debe ser negativo.



INTERPRETACION:

Se tomara como punto final de la actividad del suero, la maxima dilucién en que el fendmeno de
hemoagiutinacién ha sido inhibido, el resultado final se expresa en unidades inhibidoras de 1a hemoaglutinacion
(UIHA), la reciproca de la dilucién del punto final de la aclividad del suero, mulliplicada por las unidades
hemoaglutinantes de! suero por unidad del volumen.

La presencia de reacciones IHA de diluciones inferiores a 1/10 (40 u 80 UIHA) son consideradas negativas,
de 1/10 a 1/40 (80 a 320 UIHA) indican exposicion previa del virus, valores superiores a 1/180 (mayor de 640
UIHA) representa a la infeccidn reciente.

8.2.2 Hemoadsorcion.
Técnicas de hemoadsorcién.

Parece ser que algunos virus hacen que las superficies celulares del huésped, sean capaces de adsorber a
los eritrocitos de algunas especies. Los virus de esta categoria no son liberados por la ruptura de 1a célula, sino
que se escapan durante un periodo de dias. En realidad, los eritrocitos son adsorbidos por los virus de la
superficie celular. El fenémeno de la hemoadsorcién pueden ocurrir con o sin la presencia del efecto citopético.

< Deteccion de virus (por ejemplo, 1os mixovirus).

1. Después de un periodo de incubacién adecuado (de 5 a 10 dias se retira el medio de cultivo de los
tubos).

2. A cada tubo se le agregan 0.5 m!. de una suspension a 0.5% de eritrocitos humanos del grupo 1V-0, en
solucion salina isoténica de NaCl y se ponen en el refrigerador a 4° C. durante 30 minutos.

3. Se examinan al microscopio hasta que ios cullivos positivos de desarrollo de fos virus muestren a los
eritrocitos adsorbidos por el monoestrato celular.

*» ldentificacion de virus.
Como en todos los sistemas de identificacion, se usan antisueros de referencia normalizados, para inhibir el

efecto viral. Sin embargo muchos sueros sanguineos contienen inhibidores no especificos de la hemoadsorcion
y éstos deben eliminarse antes de usarlos.

1. A una parte de suero se agregan cuatro pares de enzima destructora de receptor (EDR) (Burroughs
Wellcome Co., Euston Road, London N. W. 1)), que es una enzima que se halla presente en los
filtrados de cultivos de V. Cholerae.

2. Seincuba a 37° C. durante la noche y se inactiva a 56° C., en bafio Maria, durante 30 minutos. con lo
cual se destruyen también cualesquiera inhibidores termoiabiles.

3. Como es imposible determinar la cantidad de virus presentes en la prueba, los sueros sanguineos se
usan a una dilucién de 1.5 hecha con el EDR.

4. Se deben inocular suficientes tubos con cultivos celulares con el virus hemoadsorbente desconocido y
se incuban durante 5 0 7 dias.

Se retira un tubo y se examina para comprobar hemoadsorcion.

6. Siresulta positivo, se desecha el medio de cultivo de 10s tubos restantes y se substituye con 0.5 ml. de
antisuero tratado con EDR, empleando un tubo por suero.

7. Seincuba a la temperatura del cuarto durante una hora.

8. Sedescarta el antisuero y se agregan 0.5 ml. de una suspension de hematies humanos de grupo 1V-0
a 0.5% en solucion salina isotonica.

9. Seincuba en el refngerador a 4° C. durante 30 minutos y luego se examina cada tubo al mnc_roscopio
para comprobar la hemoadsorcion. El tubo que contenga anticuerpos homologos frente al virus bajo
prueba no mostrard hemoadsorcion.



< Deteccién y titulacion de anticuerpos.

Ya que la prueba se lleva al cabo sobre virus cultivados en desarrollo, es imposible calcular, con exactitud ia
titulacion viral, Las titulaciones de anticuerpos mediante los métodos de inhibicion de la hemoadsorcion no son
de uso general, pero las pruebas de neutralizacion realizadas como con los métodos para comprobar 10s
efectos citopaticos, pueden hacerse usando la hemoadsorcion para detectar tos puntos finales.

8.2.3 Radioinmunoensayo {RIA).

Consiste en la inhibicién competitiva de 1a union de un antigeno radiactivo (trazador) a su anticuerpo
especifico, con el antigeno no marcado.

Evaluacion de la unidn de una sustancia radiomarcada con un anticuerpo o proteina receptora:

Ac + Ag* Ac-Ag*

A 4

A\

Ag Ac-Ag

El proceso obedece a ia ley de accion de masas. Cuando mayor sea la cantidad de Ag no marcado presente,
menor serd la cantidad de trazador que se una al Ac.

Se puede determinar las concentraciones del antigeno y muestras complejas de fluidos bioidgicos con
suficiente sensibilidad y especificidad.

Requisitos:

« Eltrazador sea altamente radiactivo.
+ El anticuerpo sea altamente especifico en baja concentracion.
« Isotopos radiactivos:
o El radiois6topo es un atomo inestable que va desintegrandose y emite particulas subatomicas y/o
energia en forma de radiacién que puede ser medida con aparatos apropiados.
o Los is6topos mas comunmente empleados son:
» 1311 Vida media de 8 dias.
» 1251 Vida media de 60 dias.
~ 1251 Aumenta el tiempo de conservacion de las preparaciones radioyodadas
» Laenergia emitida esta constituida por radiaciones gamma.

* Para producir el radical activo:

o Electrolisis por corriente continda.
o Cloramina T.

o Lactoperoxidasa.

o Lactoperoxidasa-giucoxidasa.

Para la realizacion de un RIA se efectuan dos ensayos fundamentales:

1. Ensayo de titulacion: Ajuste de la concentracién de los Ac especificos.

2. Ensayo de desplazamiento: Consiste en la elaboracion de una curva patron empleando una dilucion fija
del antisuero (titulo) frente a una serie de concentraciones conocidas del Ag.

Luego del procedimiento de la informacion es posible calcular la concentracion de muestras desconocidas
mediante ia interpolacion de ias respuestas dentro de los mismos rangos.

84



Dos variantes:
e Andlisis competitivo

Sigue las leyes de accién de masas, que especifica las relaciones entre las sustancias problema y la
proteina de unién, el anticuerpo o el receptor.

e Analisis no competitivo:

Conocido como inmunorradiométrico (IRMA) o tipo sandwich, que a diferencia del analisis competitivo,
que se tituld para alcanzar una respuesta con el uso minimo de Ac, en este se emplea un exceso de Ac.

En este método se emplea una técnica de separacion en fase solida de anticuerpo libre para discriminar
entre este y el anticuerpo unido a su ligando.

Otra caracteristica de este analisis es el empleo de dos anticuerpos dirigidos hacia sitios

Con los datos obtenidos puede graficarse el antigeno marcado combinado contra el antigeno no
marcado que se adiciona.

La curva regresiva es lineal lo que permite hacer la cuantificacion por interpolacion de los resultados
obtenidos.

Se aplica en:

s Hormonas: insulina, oldosterona, FSH humana, progesterona, testosterona, tiroxina, vasopresina.
e Proteinas: alfa-fetoproteina, Ag carcinoembridnico, IgE, Ag de superficie de virus de hepatitis B.
o Acidos nucleicos ADN

* Vitamina B12.

¢ Medicamentos: Digoxina, LSD. barbituratos.

« Enzimas: Pepsina y tripsina.

8.2.4 Sondas / Hibridacion.

Hibrido. Se denomina con este témmino al producto resultante de dos progenitores distintos, fue propuesto por
Gregor Johann Mendel en 1865.

Hibridacion DNA-RNA. Se fundamenta basicamente por la compiementariedad de los pares de bases de

fragmentos especificos en la cadena de DNA para la formacion de una cadena nueva con RNA o DNA
compiementano.

Ejemplo: Hibridacion DNA-RNA.

En esta técnica el DNA es desnaturalizado por calentamiento lo cual hace que se separen las dos cadenas de
la hélice doble. Cuando ia solucion se enfria una parie de las cadenas de DNA se uniran y se enrollaran; esto
es, las cadenas complementarias se “encuentran” unas a otras y reconstituyen hélices dobles. Cuando se
afade RNA a la solucion de DNA desnaturalizado y la solucion se deja enfnar lentamente, parte del RNA
formara hélices dobles con el DNA, si estos fragmentos de RNA son complementarios a unas partes del DNA.

La existencia de complementariedad muy extendida entre DNA y RNA es una indicacién convincente de que
el DNA actua como un molde sobre el cual se hace un RNA complementario.
La hibridacion del DNA-RNA se empled para mostrar que la infeccion por fagos da lugar a la produccion de
mMRNA especifico de fago 0til para la proliferacion del mismo.

Interpretacion:

Para la interpretacién de dicha técnica es necesario la ulilizacion de varias técnicas como: Sondas
radioactivas, electroforesis, transferencia de Western, Inmunofluorescencia entre tas mas comunes.
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Sondas.

Generalmente las sondas son acidos nucleicos marcados radiactivamente cuya complementariedad localiza
con precision una secuencia determinada de DNA.

Por lo tanto si deseamos localizar el gen de la B-globina, deberemos usar mRNA de la R-globina marcado
radiactivamente o cDNA marcadg radiactivamente se formaran hibridos RNA-DNA o DNA-DNA entre el gen
especifico y la sonda. La auto radiografia localizara entonces la sonda radioactiva.

8.2.5 Reaccion en cadena de polimerasa.

Durante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se permite replicar entre cientos de miles y millones de
veces, en el transcurrir de pocas horas e in Vitro, pequefias cantidades de ADN. La reaccién imita un fenémeno
de replicacion del ADN que ocurre en forma natural en la célula. La reaccion “in Vitro” necesita la presencia de
una cadena de ADN “diana” donde esta incluido el fragmento que se puede amplificar, un par de cebadores
(cadenas simples de ADN, entre 15-30 nucledtidos) que limitan la talla del segmento que se va amplificar,
nucleodtidos que son precursores de [as nuevas cadenas de ADN (adenina, timina, guanina y citosina) y la
enzima polimerasa, taq polimerasa, la cual usando como inicio l1os cebadores va a formar las cadenas nuevas.

Metodologia:

La PCR es un proceso que consta de tres pasos que forman un ciclo, el que se repite un nimero determinado
de veces.

#* Un ciclo de PCR consiste de los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion.
2. Union (alineacion)
3. Extensién.

* Este proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que automaticamente controla y
alterna las temperaturas durante periodos programados de tiempo para el numero apropiado de ciclos
(usuatmente 30-40 ciclos).

Paso 1: Desnaturalizacion por calor.

En la desnaturalizacién por calor el ADN se calienta hasta una temperatura de 92° a 96° C. separando la
doble hebra de DNA en dos hebras sencillas rompiendo los enlaces de hidrogeno que unen a las bases,
mientras que [os enlaces entre la desoxirnbosa y los grupos fosfato permanecen intactos.

Paso 2: Alineacion ~ Union del Partido al Objetivo.

En el segundo paso, la temperatura se reduce usualmente entre 40° C. y 65° C., para pemitir el “aparea-
miento” de cada una de dos cadenas cortas de nucledtidos (oligonucledtidos) con cada una de las hebras
separadas del ADN molde. Se trata de segmentos de ADN de cadena simple, sintetizados en et laboratorio y
disefiados de manera tal que permiten definir los limites del tramo de ADN que se desea replicar. Obviamente,
para que se pueda producir el apareamiento, cada uno de estos oligonucledtidos, a los que se denomina
“iniciadores” o primers, debe ser complementario del tramo al que tienen que unirse en las cadenas separadas
del ADN molde. )

Paso 3: Extension.

Una vez que los cebadores se unieron a sus secuencias complementarias, se eleva la temperaturaa 72° C. y
la enzima Tag DNA polimerasa se usa para replicar las hebras de DNA. La Taq polimerasa comienza el proceso
de exiension en direccion 5 a 3' agregando los nucledtidos correspondientes. obteniéndose la hebra
complementana de DNA. Para ello, la ADN polimerasa usa desoxidonucledsidos trifosfato (dANTPs) agregados a
la mezcla de reaccion. La temperatura a la que se realiza el tercer paso esta condicionada por aquella a la cuél
“trabaja” la enzima ADN polimeresa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion,
apareamiento, extension) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad original se
encuentra disponible para ser nuevamente replicado en una segundo ciclo. El resultado de la aplicacion de

numerosos ciclos “en cadena” da lugar a la amplificacion geométrica del segmento de ADN delimitado por los
cebadores 0 primers.
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Diferentes tipos de PCR:

* PCR/Tag

Para replicar el ADN, la técnica PCR hizo uso, en un principio, de la ADN polimerasa de la bacteria
Escherichia Coli. Pero esta enzima resulta desactivada debido a la alta temperatura requerida para
desnaturalizaria doble cadena del ADN, por lo cual debia agregarse enzima fresca al comenzar el tercer paso
de cada ciclo. Este inconveniente fue solucionado de manera ingeniosa cuando se la reemplazd por su
equivalente de la bacteria “terméfila” Thermus aquaticus. En efecto, la ADN pofimerasa de este microorganismo,
denominada Taq polimerasa, actia eficientemente entre los 75° C. y los 80° C. y resiste mas de dos horas a
93° C. De esta manera es posible mezclar todos los componentes de la PCR al comenzar el primer ciclo y la

reaccion en cadena puede llevarse a cabo mediante equipos automatizados que realizaran los ciclos térmicos
programados.

#* PCR a partir de RNA.

El genoma de muchos virus de importancia clinica esta compuesto de RNA en lugar de DNA, los mas

sobresalientes son el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el Virus de la Hepatitis C (HCV) y la familia
de Enterovisus (EV):

#* Transcripcion Reversa-PCR (RT-PCR).

Dado que el RNA usualmente es de una sola hebra y es sensibie al calor, es necesario hacer una
transcripcién reversa (RT) antes de iniciar ia amplificacion por PCR. La transcripcion reversa genera una copia

de la hebra de RNA, pero esta copia es DNA complementario (CDNA) el cual es estable al calor y puede resistir
la metodologia PCR.

Los pasos de la RT-PCR son:

1. Transcripcion reversa: Union del partidor a la secuencia de RNA objetivo. 3
2. Transcripcion reversa: La polimerasa r7th cataliza la extension del partidor mediante la incorporacion de
nucleétidos complementarios.

Fin de transcripcion reversa, se obtiene la hebra def cDNA complementario al RNA.
4. PCR.

w

El analisis de las muestras.

El hecho de que las moléculas de ADN obtenidas al finalizar la reacciéon en cadena correspondan
efectivamente al fragmento de interés queda asegurado por fa intervencion de los primers que definen los
extremos “derecho” e “izquierdo” de este fragmento. Asi, una vez que fa reaccién a finalizado. el tamario del
fragmento multiplicado puede determinarse sometiendo los productos de la reaccién a una electroforesis en gel
de agarosa o poliacrilamida. Por otra parte, la identidad de! producto puede ser confirmada mediante hibridacion
(union complementaria) con una sonda marcada radiactivamente, cuya secuencia de base esté contenida en el

fragmento de interés. La localizacion de las sondas radiactivas se logra, en ambos casos, mediante autoira-
diografias.

Una estrategia distinta para confirmar ia identidad del fragmento replicado consiste en realizar dos reacciones
de PCR consecutivas. Al finalizar la pnmera, una alicuota de la misma es sometida nuevamente a[ proceso 'de
multipticacién tras haber colocado dos primers internos. Mediante el empieo de esta metodologia, conocida

como nested PCR (PCR anidada). ia filiacion de los fragmentos obtenidos queda confirmada por el hecho de
que poseen tamanos previsibles.

Para diseiar los primers que hacen posible replicar un fragmento de ADN mediante la técnica PCR es
necesario conocer, en la mayoria de |os casos, la secuencia de bases total o parcial de dicho fragmento.

La técnica PCR puede ser utilizada, en algunos casos, para clonar genes cuya secuencia de bases es

desconocida. Cabe preguntarse como se disefian. en este caso, los primers necesarios para realizar fa
amplificacién. ta respuesta a esta pregunta ia da el conocimiento del codigo genético. Si se determina
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experimentalmente la secuencia de aminoacidos que constituyen un segmento de la proteina cuyo gen se
quiere clonar, se puede deducir cuales son la secuencias tedricas de todos los posibles ARN mensajeros que
codifican para ese segmento. Con esta informacién se fabrican los dos primers, cada uno de los cuales es, en
realidad, una mezcla de todos los oligonuclettidos posibles que el cédigo genético permite deducir para
codificar el segmento de proteina elegido. Dicho de-otro modo; varias secuencias de nucleotidos pueden dar
lugar a un mismo amino4cido. La reaccion de PCR se realizar con estas dos mezclas de “prnimers
degenerados”™. En cada mezcla, sélo uno de los oligonucledtidos seré totalmente complementario del fragm.emo
de ADN a amplificar y funcionara realmente como primer. Una vez amplificado el fragmento, se estudia la
secuencia y se comprueba su correspondencia con la de |a proteina previamente caracterizada.

Aplicaciones en el diagnoéstico. La PCR ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias de diagn(’)stic_o en
numerosos campos de la medicina. Por ejemplo, existen métodos de deteccion por PCR de agentes infecciosos
como los virus de la hepatitis B y C, del papiloma humano, de Epstein Barr y citomegalico. En relacién con el
SIDA es posible detectar regiones del genoma del virus de la inmunodeficiencia humana (HiV) amplificadas por
PCR a partir de sangre extraida de pacientes seropositivos. Esta técnica puede ayudar a resolver resultad_95
inciertos provenientes de las pruebas habituales y ha sido aplicada en el diagnéstico de la infeccion en recién
nacidos de madres seropositivas. En tales casos, el uso de la técnica PCR evita el problema que se plantea por
el hecho de que la presencia de anticuerpos recibidos de la madre impide saber, hasta que éstos desaparecen
aproximadamente un afio después del nacimiento, si el propio organismo del nifio ha generado anticuerpos
porque se encuentra infectado. .Pueden detectarse también otros microorganismos patégenos como las
clamidias, la bactena Escherichia coli enterotoxigénica, el vibrion del colera y los tripanosomas.

La técnica PCR ha facilitado enormemente el diagnéstico de enfermedades hereditarias como hemoglobina-
patias (talasemias y anemia faiciforme), la fenilcetonuria, las hemofilias A y B, la deficiencia de alfa 1
antitripsina, la distrofia muscular y la fibrosis quistica. Esta dltima es la mas comuin de las enfermedades
autosomias recesivas severas que afectan a la poblacion blanca.

Problemas de la técnica PCR: Uno de los problemas mas evidenles que presenta esta técnica, sobre todo
cuando se le utiliza como herramienta de diagnostico, es la posible generacion de resultados falsamente
positivos. Podria llegar a indicar, por ejempio, la presencia de secuencias virales en personas no infectadas.
Esto es consecuencia de la extrema sensibilidad del método. Los falsos positivos pueden generase por
contaminacién de una muestra a partir de una Gnica molécula de ADN proveniente de otra muestra. Esta
molécula sera amplificada en la PCR y aparecera como una banda en el caso de electroforesis en gel o como
una respuesta positiva en una hibridacion con una sonda radiactiva. La causa mas frecuente de falsos positivos
es el “arrastre” de secuencias de ADN amplificadas en reacciones previas. Tales secuencias pueden estar
presenten en los equipos de laboratorio y en los reactivos, pudiendo espaciarse por medio de aerosoles. Fren}e
a eslo, los expertos recomiendan la realizacion de controles negativos muitiples (reacciones de ampliﬁ(_:amon
con todos los reactivos, excepto el ADN molde), ademas del uso de técnicas de esterilidad y de micropipetas
que eviten la generacion de aerosoles como precaucion para prevenir ia contaminacion de las muestras.

Contaminacién entre muestras:

* Utilizar material de un solo uso
* Utilizar pipetas de desplazamientos positivo 6 puntas con filtro.
- Abrir 10s tubos uno a uno -

* Contaminacion por ambiente.
* No trabajar con plasmidos recombinantes.
* Contaminacion por producto amplificado.
= Separar FISICAMENTE las zonas de “pre” y “post” PCR
= Utilizar material de laboratorio diferente en ambas zonas.
= Utilizar métodos de descontaminacion.
o Luz UV
o HCI
c Enzimas: Uracil-N-Glycosylase (UNG).
*  Utilizar reactivos prePCR ya preparados, analizados y conservados en alicuotas.
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Princlpios de la Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR fue reportada por primera vez en 1985; de esa fecha hasta ahora esta metodologia ha experimentado
numerosas modificaciones, siendo la mas importante de ellas la ocurrida en 1986 donde se introdujo por primera vez el uso
de una polimerasa termoestable, la Taq polimerasa, lo cual implicé un cambio radicat en la técnica y su definitiva aceptacion
por la comunidad cientifica internacional.

Durante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa "se multiplica” un fragmento de acido nucleico hasta 10” veces, la
reaccion imita un fenémeno de replicacién det ADN gue ocurre en forma natural en la célula. La reaccion "in Vitro” necesita
la presencia de una cadena de ADN "diana” donde esta incluido el fragmento que se puede ampilificar, un par de cebadores
(cadenas simples de ADN, entre 15-30 nucleétidos) que limitan la talla del segmento que se va amplificar, nucledtidos que
son precursores de las nuevas cadenas de ADN (adenina, timina, guanina y citosina) y la enzima polimerasa, taq
polimerasa, la cual usando como inicio los cebadores va a formar las cadenas nuevas.

La reaccion tiene lugar en tres fases. Durante la primera o desnaturalizacion el fragmento original de ADN se calienta
hasta una temperatura de 92° a 96° C.; esto provoca la separacién de las dos cadenas. En la segunda fase, llamada
hibridacién, la temperatura de la mezcla se rebaja hasta 40-60° C. para que los cebadores se eniacen con el ADN
escindido. En la tercera fase de extension o polimerizacion, la temperatura de ia mezcla se eleva hasta 72° C. para la
extension, una enzima la Tag DNA polimerasa la cual es termoestable y es la que en buena cuenta ha permitido la
optimizacion del proceso PCR en una forma relativamente sencilla, copie rapidamente la motécula de ADN.

Estas tres fases constituyen un ciclo completo de PCR, que se realiza en menos de dos o tres minutos. Teéricamente, el
ciclo de PCR se puede repetir sin limite, pero la polimerasa, los nucledtidos y los cebadores suelen renovarse al cabo de
unos 30 ciclos. Estos 30 ciclos, que duran menos de tres horas, bastan para producir mil millones de copias de ADN.

Esta caracteristica identifica ala PCR como una herramienta poderosa y valiosa en todos los campos de la Biomedicina

En el terrenoc del diagnéstico de las enfermedades infecciosas, la PCR detecta directamente en diferentes tipos de
muestras, patdgenos tradicionalmente dificiles de cultivar tales como, Clamidia, Legionella y Micoplasma y/o aguellos que
requieren de largos periodos para su desarrollo in Vitro y/o que se encuentra en muy baja concentracion en los liquidos
biolégicos y son dificiles de aislar, como es el caso del Mycobaterium tuberculosis, enfermedad en la que muchas veces el
tratamiento empirico tiene que iniciarse antes del diagnostico definitivo, apoyandose Unicamente en el cuadro clinico.
Mediante el uso de la PCR se puede identificar en una pequeia muestra biologica al Mycobactenium tuberculosis, en tan

sdlo 4 horas, en lugar de las 6 semanas que toman las técnicas del cultivo convencionales con una alta sensibilidad y
especificidad.

En virologia, esta tecnologia nos permite identificar al agente infeccioso independientemente de su respuesta serologica,
una gran ventaja en el diagnostico de algunas enfermedades virales en los cuales los anticuerpos aparecen luego de un
largo periodo de la infeccion y a veces en forma impredecible o en aquellos numerosos casos donde se quiere precisar si la
presencia de anticuerpos es sefial de infeccion antigua o activa como puede ser el caso del haltazgo de anticuerpos a
Hepatitis C y la necesidad de precisar si el virus esta presente o no. También es de gran aplicacion en el diagnéstico de
enfermedad viral neonatal donde el diagnéstico seroldgico de la infeccion es generalmente enmascarado por la presencia
de anticuerpos matermos circulantes por ejemplo el VIH. En ta actualidad ya se dispone de sistemas de identificacién de
Chlamydia trachomatis, Dengue y sus serotipos, Helicobacter pilori , HIV, Hepatitis C, Mycobactenum tuberculosis,
Neissenia gonorrheae, Papiloma virus y sus diferentes tipos, Mycoplasma pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Herpes
simple, Citomegalovirus, Treponema pallidium, etc. Ademas la técnica ofrece una alternativa novedosa para investigar la
evolucion y diversificacién de los microorganismos en una forma rapida y sencilla, las investigaciones en esta area basica
han tenido implicaciones muy importantes desde el punto de vista epidemiologico y ha implicado el desarrollo de una nueva
ciencia conocida como Epidemiologia Molecutar. En el megaproyecto internacional "Genoma Humano" ta PCR y las
microtécnicas de secuenciacion han permitido un avance mucho mas rapido que lo previsto.

También se ha introducido el uso de PCR para el estudio del complejo mayor de histocompatibilidad que son fos
antigenos HLA, especialmente, los de la region HLA-D conocidos en la actualidad como moléculas HLA de clase It. Con
ello, se puede realizar pruebas de paternidad y la identificacion de tejidos. En criminalistica esta técnica ha revolucionado la
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Técnicas moleculares en el diagnéstico de las ETS
PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Vanantes:

é RT-PCR

é Nested PCR

é Semi Nested PCRé

DNA Amplificado

SR

Deteccion de productos en gel de Agarosa y coloracion BET
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Equipamiento Laboratorio PCR

iCuidado con la contaminacion|
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Detecclon / Identificacion VPH

Amplificacion de una regién comtuin a todos los VPH

—Region L1 open reading frame (Manos et al, 1990)
Tipado por digestién con enzimas de restriccion

-Busqueda de enzimas que permitan identificar el mayor numero de tipos (software)
Interpretacién del patron de bandas por electroforesis (digitalizacion + software)

—Cada tipo de virus ha de presentar un patrén de restriccién distinto y caracteristico.

Tipificacion de VPH mediante enzimas de restriccion




8.2.6 Reaccién en cadena de polimerasa (PCR) De tiempo real (PCR / RT/ PCR TAQMAN)
PCR
La PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) es una técnica que nos permite copiar secuencias especificas
de DNA de forma tal que, en cada ciclo del proceso se duplica el nimero de moléculas.
Metodologia:

Esta se lleva a cabo en tres pasos:

1. Desnaturalizacion. Es el inicio de cada ciclo, para que la DNA polimerasa funcione, se necesita que
ambas cadenas de DNA molde se separen. Esto se consigue al exponer fa doble cadena de DNA a
temperatura de 82 a 98° C

2. Alineamiento. Este se lleva a cabo a una temperatura de entre 42 a 60° C. y consiste en la union de un
pequefio fragmento de DNA a la cadena molde y sirva como sitio iniciador o anclaje para la DNA
polimerasa. El tamafio del fragmento (iniciador) generalmente es de 18 a 22 bases.

3. Extension. Esta se da a una temperatura de 70 a 74° C. La DNA polimerasa agrega al iniciador las
bases correspondientes a la cadena complementaria.

Posteriormente los productos de PCR se deberan analizar en geles de acrilamida o agarosa.

Reactivos:
e Cadena molde de DNA. e Solucion amortiguadora tris pH 7.1-7.2.
« Oligonucleotidos iniciadores. « Agua bidestilada.
* DNA polimerasa taq. « Aceite mineral.

e Mezcla de desoxinucleétidos.

PCR a partir de RNA (RT-PCR).

Algunos m.o. y retrovirus contienen la enzima llamada transcriptasa reversa que puede hacer copias de DNA

a partir de RNA. Esta enzima es aislada y clonada, y su actividad puede ser explotada para hacer DNA
complementario a partir de RNA in Vitro.

Para que la transcriptasa reversa construya una cadena de DNA complementario a partir de RNA, se requiere
de un sitio de iniciacion. Existen tres tipos de iniciadores que pueden utilizarse para hibridar el RNA:
hexameros (random primers), oligo-dT e iniciadores especificos. Los hexameros son los menos especificos y
consisten de una mezcla de hexanucledtidos con secuencias al azar, por 1o que se obtienen transcripciones
inespecificas a partir de todo el RNA. El oligo-dT es un oligonucledtido compuesto de varias timinas (12-18) que
se unen especificamente a la cola de poliadeninas que caracterizan al RNA mensajero. Los iniciadores
especificos los disefia el investigador y permite la sintesis de DNA complementario exclusivamente del
mensajero que contiene la secuencia que se pretende amplificar. La utilidad de !a RT-PCR es determinar con

precision la expresion de genes de diversos tejidos y a partir de ahi clonarlos secuenciarios o utilizarlos como
sonda para un analisis Norteen blot.

Ejemplo: Enfermedades hereditarias, en infecciones amplificacion del material génico bacteriano o viral, en
neoplasias malignas. amplificacién de oncogenes y otras proteinas asociadas al cancer.
PCR-TAQMAN

* Es un sistema de alta cuantificacion de secuencias de acidos nucleicos, combinando ciclos térmicos,

con una deteccion fluorescentes de los productos de la PCR.

La deteccion cuantitativa de secuencias de acidos nucleicos especificos es posible usando el ensayo de
nucleasa fluorogénica 5'.

*

Si al blanco de interés esta presente, a la prueba se le anade especificidad marcando los sitios de ios
primers de adelante y atras, el resultado es un incremento en la intensidad de la fluorescencia.

Este proceso ocurre en varios ciclos de PCR y no interfiere con a acumulacioén det producto del PCR.

La fluorescencia es inducida por la luz de un laser. la fluorescencia emitida es captada por fibras
dirigidas a un espectrografo con una camara de carga-acoplada (CCD).



8.2.7 Quimioluminiscencia.

Emision de radiacion desde una especie excitada electronica o vibracionalmente y que no esta en equilibrio
térmico con su entorno debido a una reaccion quimica, caracteristico de un producto de oxidacion.

Los compuestos quimiluminiscentes son llamados quimiolumindforos: luminol, isoluminol, éster de acridina.

Método:

» Inmuno ensayo de quimioluminscencia CIA o LIA
» Técnica de luminiscencia del antigeno en fase sélida (SPALT)

Fundamento: Fijacion del quimioluminéforo a un Ag o Ac.

El antigeno es inmovilizado en una fase sélida (poliestireno).

Reaccion de oxidacion por un agente oxidante y un catalizador.

Técnica:
1.
2. El anticuerpo es marcado con un quimioluminéforo.
3. Formacion del complejo inmune.
4.
Usos:

< Determinar la viabilidad de las células. Medicion directa del ATP.

CITOMEGALOVIRUS
MUESTRA
CONDICIONES
ESTABILIDAD
PROCESO

INFORME

HERPES !-li
MUESTRA
CONDICIONES
ESTABILIDAD
PROCESO
INFORME

RU_BEOLA, ANTICUERPOS
MUESTRA

CONDICIONES
ESTABILIDAD

PROCESO

INFORME

V. REFERENCIA

RUBEOLA, ANTICUERPOS
MUESTRA

CONDICIONES
ESTABILIDAD

PROCESO

INFORME

19G

Suero.

Muestra sin lipemia.

Refrigerada de 2 a 8° C. una semana o congelada por dos meses.
Diario.

En 24 horas.

19G

Suero.

Muestra no lipémica, no hemolizada.

Refrigerada de 2 a 8°C. por una semana, congelada a -20° C. por una semana.
Diario..

En 24 horas

19G

Suero.

No hay.

Refrigerada de 2 a 8° C. por una semana, congelada a —20° C. 2 meses.
Diario.

En 24 horas.

Negativo Menor de 10.

IgM

Suero.

No hay.

Refrigerada de 2 a 8° C por una semana, congelada a 20° C. 2 meses.
Diario.

En 24 horas.
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Chapma & Hall. Checoslovakio. 1993.

8.2.7.1 SPALT

La quimioluminscencia se basa es un espectro de emision de una especie excitada que se ha formado en el
Curso en una reaccion quimica; el resultado de este espectro es caracteristico de un producto de oxidacion.

Cuando la quimioluminscencia ocurre en organismos vivos es llamado bioluminiscencia; este es un fenémeno
que usualmente es catalizado por la enzima luciferaza dependiendo de un sustrato especifico llamado {ucife-

rina. El compuesto que tiene la capacidad de ser quimioluminiscente es conocido como quimioluminéforo (estos
son el luminol, isoluminol, ester de acridina).

Los métodos utilizados en la quimioluminscencia son inmuno ensayos, COMO iNMunNo ensayo quimiotumins-
cencia (CIA o LIA), en los inmuno ensayos se pueden fijar un quimiolumindforo a un antigeno o anticuerpo.
Cuando un anticuerpo es marcado con un quimioluminofo, el antigeno es inmovilizado en una fase soélida
(polioestireno), después de que se forme el complejo inmune ya formado, [a luminiscencia es generada por un
agente oxidante y un catalizador. Este método es llamado la Técnica de luminiscencia del antigeno en fase
sélida (SPALT). El método de bioluminiscencia puede ser usada para medir directamente al ATP para
determinar la viabilidad de las células. Cuando la célula es metabdlicamente activa esta genera ATP. mientras
que esta muerta al ATP es degradado rapidamente.
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Tomado de: Miroslac F. Handbook of Inmunochemistry
Chapma & Hall. Checoslovakio. 1993.

Quimiotuminiscencia:
« Ocurre cuando una mofécula emite un fotén como resultado de una reaccion quimica, en la cual cada

uno de sus intermediarios o productos finales se dejan en un estado de excitacion electronica.

» Lamayoria de las reacciones quimioluminiscentes producen fotones en el rango comprendido entre 400
nm. (violeta ) — 750 nm. {rojo)
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Estas reacciones son poco comunes, ya que la mayoria liberan energia en forma de calor y como se requiere
de una gran cantidad de energia para producir un foton (aproximadamente 200 kJ), la mayoria de las
reacciones quimioluminiscentes son de tipo oxidativo, de esta manera estas reacciones involucran oxigeno,
peroxidos y otros oxidantes.

Los compuestos quimioluminiscentes mas conocidos son la lofina, el luminol y la iucigenina.
LUMINOL:

> Ef ejemplo mas conocido en reacciones directas es la oxidacion del luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-
ftalazinediona) en medio alcalino, para producir el ion 3-aminoftalato excitado. Pueden utilizarse vanos
oxidantes, tales como el permanganato, hipoclorito o yodo, aunque el mas usado es el peroxido de
hidrégeno. La reaccion es catalizada por iones metalicos (Fe(ll),Cu(ll), Co(li). entre otros), ferricianuro o
algunos metalocompiejos (hemina, hemoglobina y peroxidasas).

LUCIGENINA:

La lucigenina (nitrato de 10,10’ -dimetil-9.9' -biacridinio) es uno de los compuestos quimioluminiscentes
mas eficientes, que emite una intensa luz verde cuando se oxida en medio basico [5 ]. Otros derivados
del acridinio producen emisién guimioluminiscente al ser oxidados por peroxido de hidrdgeno en
disotucion acuosa.

LOFINA:

La fofina (2.4.5-trifenilimidazol) es el precursor quimioluminiscente mas representativo de estos
compuestos. Cuando |a lofina es oxidada, en medio basico, por peroxido-hipoclorito o peroxido hexa-
cianoferrato (lll) y O, a hidroperdxido, a partir det cual se forman diaroilarilamidinas en estado excitado
a través de una estructura de dioxetano, que es la responsable de la emision de la tuz .

Y

v

El desarroliado sistemas automatizados para el uso de inmunoensayos por quimiolurniniscencia) desplaza a
aquellas metodologias como el Radioinmunoanalisis (RIA), Inmunoradiometria (IRMA) y otras, haciendo
hincapié que cada vez son mas sencillas las determinaciones inmunoldgicas con esta tecnologia de vanguardia.
Ya que este sistema posee una gran especificidad y sensibilidad. se puede determinar una reaccion antigeno-
anticuerpo aunque su concentracion sea del orden de los picogramos y con un minimo de desnaturalizacion.

La variedad de pruebas que conforman esta metodologia permite realizar diferentes determinaciones de casi
todas las areas del Laboratorio Clinico tales como: Endocrinologia, Inmunologia, Virologia, Epidemiologia,
Hematoiogia, Bioquimica Clinica, etc.

» Estos marcadores permiten monitorear las reacciones antigeno-anticuerpo en sistemas de ensayo
inmunolégico

> El luminol y sus derivados son relativamente faciles de acoplar a proteinas y haptenos, uniéndolos
covalentemente a la funcién amino del luminol (0 sus derivados) el antigeno o a la proteina de interes a
través del grupo alquil, y al producto de la union se le denomina conjugado. Con esto determinar la
concentracion del antigeno por la quimioluminiscencia producida por la fraccion libre o unida al
anticuerpo marcado.
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APLICACIONES : En las pruebas diagndsticas utilizadas como escrutinio para la infeccién por el virus de la
hepatitis C en el Banco de sangre son la detecciéon cualitativa de anticuerpos frente al virus por
quimioluminiscencia (prueba 1) y la PCR-VHC (prueba 2).

T4 LH Vitamina | PSA Digoxina {IgE CK-MB .
13 FSH iB12 iAFP - iTeofiina © iCortisol Mioglobina
T-uptake iHCGitotal iFolatos  {CEA Fenifoina  {CK-MB  iTroponina |
TSH " iProlactina Fermitina  :BR (CA 15- ;Fenobarbital !
FT4 Estradiol : :3) Vancomicina
FT3 Progesterona 1OV (125) Gentamicina |

Testosterona. :Gl{19-9) i

8.2.8 Microscopia Electrdnica.

Microscopio Electronico

La longitud de onda de los rayos de electrones es de 0.005-0.0003 nm., muy corta comparada con la de la luz
visible (426-750 nm.; violeta-rojo). Es posible con el microscopio electrénico resolver objetos separados por una

distancia de 0,003 pm. comparado con los 0,25 ym. de uno Optico. Los aumentos pueden llegar a ser un millon
de veces.

El fundamento del microscopio electrénico consiste en calentar un filamento de Tungsteno con alto voltaje,

este se ioniza, este haz de e es mas rectilineo e incide sobre la muestra. Se obtiene una imagen plana dada
por e’ primarios.

A causa de la naturaleza de este instrumento sélo pueden examinarse objetos muy delgados; incluso una sola
bacteria es demasiado gruesa para ser observada directamente. Por lo que, para preparar muestras para el
microscopio electrénico se necesitan técnicas especiales de cortes ultrafinos. Para seccionar las células primero
deben ser fijadas y deshidratadas (etanol o acetona). Después de la deshidratacién, la muestra se incluye en
una resina y es aqui donde se realizan cortes finos con un uitramicrétomo, por lo general equipado con una
cuchilla de diamante. Una sola célula bacteriana puede cortarse en cinco o seis secciones muy finas. Si sélo
tiene que observarse el contorno de un organismo, no son necesarias secciones finas por lo que se deshidratan
al punto critico incluyendo alcohol en los espacios moleculares que deja el agua y después con CO,.
Posteriommente la muestra se pasa en un convertor iénico y se recubren de una capa fina de un metal pesado
(oro). El rayo de electrones es dirigido sobre la preparacion y los electrones dispersados por el metal pesado
activan una pantalla de observacion produciendo una imagen. A la primera técnica se la denomina Microscopia
Electronica de Transmision (MET) y a la segunda Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Tiene utilidad para identificacion de particulas en su contorno, grosor y densidad. Composicion quimica de
muestras especificas e incluso observar las reacciones quimicas en celdas especiales para su simulacion.

Cuantitativamente por medio de las técnicas de recuento proporcional en donde se mezcia una suspension
viral con una cantidad medida de particulas de latlex, la cantidad de viriones se calcula a partir de 1a relacion
entre et nimero de esferas de Iatex y el nimero de viriones; y por centrifugacion en donde una suspension virai
se rocia sobre una membrana de !a rejilia de observacion que esta colocada en una capa solida de agar, el
liquido eluyente pasa rapidamente al agar y se queda en la membrana una distribucion de particulas.
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Microscopio Electrénico (Fig. 8.3)

1930-1931 Rusha y Knoll desarrollan el primer M.E. (virus del mosaico del tabaco).
Ulilizan rayos de electrones en lugar de Ia luz, lo que les permite tener un poder de resolucion muy elevado.

000D O0OODOOD

Fig 8.3
tomado de : www10.uniovi.es/SCTs/servicios/cristo/microscopia/servicioCC9
equipamiento.html

La longitud de onda de los rayos de electrones es de 0,005 - 0,0003 nm., muy corta comparada con la
de la luz visible (426 - 750 nm.; violeta - rojo).

Es posible con el microscopio electronico resolver objetos separados por una distancia de 0,003 ym.,
comparado con los 0,25 um. de uno optico.

La resolucién aumenta en un factor de 10°,

Aplicaciones:

Estudio ultraestructural de células y tejidos normales y patologicos.
Morfologia y ultraestructura de microorganismos.

Localizacion y diagnéstico de virus.

Caracterizacion inmunocitoquimica e histoquimica de distintos tipos celulares.
Estudios de Parasitologia y enfermedades parasitarias.

Ayuda en diagndstico pencial.

Estudio ultraestructural de suspensiones celulares y organulos aislados.

Microscopio Electrénico de Transmision:

Permiten la observacion de muestras tefidas con sustancias que son resistentes al paso de
electrones y cortadas dando lugar a laminas finas, denominadas cortes finos.

Los electrones no son visibles directamente por lo que éstos se envian a una pantalla que emite fluorescencia
mas o menos intensa segun el nimero de electrones que inciden en ella.
Las estructuras celulares que se tiian mas intensamente impediran el paso de electrones y por lo tanto no
permitiran la emision de fluorescencia, por lo que estas estructuras apareceran oscuras en un fondo mas
brilante.

Se consiguen entre 10.000 y 100.000 aumentos.
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Tomado de : www10.uniovi.es/SCTs/servicios/cristo/microscopia/servicioCC9
equipamiento.html

Tomado de : www10.uniovi.es/SCTs/servicios/cristo/microscopia/servicioCC9
equipamiento.htmi

» Proceso de Fijacion

e Fijacién en glutaraldehido 3% en buffer de fosfato, 2h/hielo, lavado en fosfato.
« Post-fijacién en tetrdxido de osmio 1% en buffer de fosfatos, 2h/hielo, favado en fosfato.

» Deshidratacion en EtOH 30-50-70-80-90-95-100% en agua, y luego en 100% 6xido de propileno.

« Inclusién: incubacién en una mezcla de Epon:6xido de propileno, seguido por incubacion en Epon.
« Polimerizacion del Epon con la muestra, en moldes (60° C/dos dias).
e Sacar cortes finos con el microtomo (70 - 100 nm. de grosor), transfenir los cortes a rejillas de cobre.

» Tincion con acetato de uranilo (30 min.) y citrato de plomo (15 min.). Para aumentar el contraste.

Microscopio Electronico de Barrido

1. Permiten la observacion de células enteras, sin necesidad de cortes finos, de modo que aparecen los
relieves orfiginales y las superficies externas.

2. Alcanzan entre 1.000 y 10.000 aumentos.

Si solo tiene que observarse el contorno de un organismo, no son necesarias secciones finas por lo que
se montan células enteras que se recubren de una capa fina de un metal pesado (oro).

El rayo de electrones es dirigido sobre la preparacion y los electrones dispersados por el metal
pesado activan una pantalla de observacion produciendo una imagen.
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8.2.9 Electroforesis

La electroforesis es una método poderoso para separar las proteinas y otras macromoléculas, tales como el
DNA y RNA. La velocidad de migracién de una proteina (o de cualquier otra molécula) en un campo eléctrico
depende de la fuerza del campo (E) de la carga neta'de la proteina (z) y el coeficiente de friccion (f).

La fuerza eléctrica Ez que conduce la molécula cargada hacia el electrodo con signo opuesto §ufre la
resistencia fv, debida a la friccién viscosa entre la molécula que se desplaza y el medio de desplazamiento. El

coeficiente de friccion f depende tanto de la masa y de la forma de la molécula que emigra como de la
viscosidad (n) del medio.

Se conoce como electroforesis al movimiento de particulas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico.
Teseluis fue el primero que utilizé este método en 1937 para separa los componentes del suero.

Las proteinas presentan una carga eléctrica neta se encuentra en un medio que tenga un pH diferente al de
su punto isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de desplazarse cuando se someten a un campo eléctiico. La
velocidad de migracién es proporcional a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto mayor
carga por unidad de masa mas rapida sera la migracién. Empleando geles de silice o de acetato de celulosa y
aplicando las proteinas en una zona estrecha en torno a los electrodos se pueden determinar diferencias de
carga neta (carga total / masa) entre proteinas. Este método se denomina electroforesis zonal. La matnz Qe
poliacrilamida no es un buen soporte para este método pues la migracién de las proteinas en su seno no sglo
es proporcional a la carga neta sino también al tamafio y forma de 1a proteina.

La velocidad de migracién de una sustancia en un campo eléctrico depende de varios factores tales como
carga y tamarno de particula, pH, fuerza iénica, viscosidad del medio, etc.

Fundamento:

Las moléculas con una carga eléctrica neta se desplaza en un campo eléctrico, ademas de que las proteinas
presentan una carga eléctrica neta se encuentran en un medio que tenga un pH diferente al de su punto
isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. utilizando
un soporte de gel de poliacrilamida (de tamaiio de poro ajustable), en donde las particulas se separan en base
a su tamafo donde los mas pequefios migran mas rapidc que los grandes. La velocidad de migracion es
proporcional a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa, cuanto mayor carga por unidad de masa
mas rapida sera la migracion. La velocidad de migracién de una sustancia depende de factores como carga,
tamafio de particula, pH, fuerza i6nica viscosidad del medio.

Metodologia:

La mezcla de proteinas se disuelve primero en un medio con dodesiisulfato de sodio (SDS). un detergente
anionico capaz de romper casi todas las Interacciones no covalentes en las proteinas nativas. También se
afiade mercaptoetanol o ditiotreitol para reducir los puentes disulfuro. Los aniones de SDS se unen a la cadena
principal a razén de un SDS por cada dos aminoacidos, lo que da el complejo SDS-proteina desnaturalizada
una carga negativa aproximadamente proporcional a la masa de la proteina. Al serla carga negativa. adquinda
por fijacion de SDS, muy superior a la capa propia de la proteina nativa, esta carga se considera despreciable.

.
Los complejos SDS-proteina se someten a electroforesis sobre ge! de poliacrilamida, que normalmente se

utiliza como un blogue delgado dispuesto verticalmente. La direccién de la electroforesis es vertical descen-
dente.

Por Gitimo las proteinas pueden visualizarse sobre el gel tiiéndolas con plata o con un colorante tal como el
azu!l de Coomassie, que revela una serie de bandas.
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Muestra Marcadores

Las separaciones electroforéticas se realizan casi siempre sobre geles (0 sobre soportes sélidos como el
papel), en vez de disoluciones libres, por dos razones principales:

1. Los geles suprimen fas corrientes de conveccion producidas por pequefios gradientes de temperatura,
lo cual es un requerimiento para una separacion mas efectiva.

Los geles sirven de tamices moleculares que potencian la separacién. Las moléculas mas pequefias
que los poros de gel se desplazan faciimente a través de él, mientras que !as moléculas mucho
mayores que los poros del gel permanecen casi inméviles.

3. Los geles son quimicamente inertes y se forman con facitidad mediante polimerizacién de la acrilamida.

4. Escogiendo distintas concentraciones de acrilamida y metilendisacrilamida (un reactivo que establece

enlaces cruzados) y varando los tiempos de polimerizacion se pueden producir tamanos de poro
controlados.

Reactivos utilizados para el gel de poliacrilamida.

Es un método analitico de alto poder resolutivo que combina la migracion en un campo eléctrico y tamizado
molecular a fravés de un gel de cosrida.

Una ventaja importante de los geles de poliacrilamida es que son quimicamente transparentes y estables en
un amplio rango de pHs, temperatura y fuerza idnica.

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion de la acrilamida.

A\t

(PAS) Persulfato de sodio: tniciador

TEMED; N, N, N', N', - Tetrametil etilendiamina: Cataliza la formacion de los radicales libres a partir del
persulfato.

» Dodesil Sulfato de Sodio (SDS): (Detergente idnico) Somete a las proteinas a migracion asegurando la
completa desnaturalizacién (perdida de la estructura tndimensional).

\O

Tris 6.8 - 8.8 Permite a las moléculas desolazarse a través del gel concentrandose en una zona
estrecha en el limite correspondiente al gel de corrida.

La electroforesis en geles de acrilamida se puede realizar empleando sistemas de uno o mas tampones. en
este caso se habla de sistemas tampon continuos o discontinuos. En los sistemas discontinuos e! primer
tampon asegura la migracion de todas las proteinas en el frente de migracidn. provocandose la acumulacion de
todas las que se han cargado en el pocillo. La separacion realmente comienza a partir del momento en el que el
frente de migracion alcanza a frontera del segundo tampén.

El oxigeno inhibe la polimerizacion.

Colorantes: La tincion de Coomassie permite detectar hasta 0.2 a 0.6 microgramos de proteinas y es
cuantitativa (linealy hasta 15 a 20 mcg. Se emplea habitualmente en soluciones de metanoi-acético y se destife
por difusidn en soluciones de isopropanol-acético. Para la tincion de geles 2D se recomienda eliminar los
anfolitos mediante inclusion de tricloroacético (TCA) en el colorante y la destincion en acido acético.
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La receta para tefiir con Coomassie es:

= Solucién de Azul de Coomassie: 0.2 g de azul de Coomassie en 90 ml. de metanol: agua 1:1y 10 ml.
de 4cido acético glacial.

= Tincién: sumergir el gel en 5 vol. de colorante al menos 1 hora con agitacion suave (el méaximo se
consigue en 3 horas).

= Destincidn: Habitualmente mediante cambios repetidos de 10% acético en 20% metanol: agua. Se
puede conseguir muy rapidamente mediante electroforesis.

Otras técnicas de electroforesis:

o Electroforesis de Rocket « Electroforesis SDS-PAGE
e Inmunoelectroforesis « Electroforesis bidimensional
e Contrainmunoelectroforesis

Metodologia para preparar gel concentrador y gel separador:

Por ejemplo el gel de separacion se preparara al 12%.Preparar una solucién con los siguientes reactivos y
sus cantidades asignadas.

(Gel de Separacion) Gel Concentrador al 8%
e Mondémeros 5.45ml. « Monémeros 1.09 ml.
e H,O 4.74 ml. ¢« H,O 1.89 ml,
e Tris8.8 3.45ml. o Tris 0.95 ml
e SDS 0.27 mt. « SDS 0.08 ml.
e PSA 0.08 mi. « PSA 0.035 ml.
« TEMED 0.09 ml. « TEMED 0.01 ml.

8.2.10 Gradientes de purificacion.

Objetivo: Revelar la presencia de materiales que estan ausentes en preparaciones analogas de tejidos no
infectados; probar que estos materiales son infecciosos; separarios de las demas sustancias y obtener una
imagen quimica y fisica de ellos tan completa como se pueda.

Fundamento: Este método se fundamenta en la centrifugacion de particulas en una colum_na liquida cuya
densidad se distribuye en un gradiente continuo. Las particulas se agrupan en zonas cuya densidad correspon-
de a la suya.

La centrifugacion diferencial es util para muchos de los virus cuyos viriones difieren en tamafio de componen-
tes celulares estables:
* Centrifugar en gradientes de sacarosa: hace posible ia separacion fina de particulas de propiedades
de sedimentacién ligeramente diferentes.

* Centrifugar en gradientes de Cesio: Separa las particulas de acuerdo con su densidad de flotacion.

8.2.10.1 Gradientes de sacarosa (Brakke 1960)

Si trata de una sedimentacion zonal, sirve especiaimente para el estudio de velocidades de sedimentacion y
para separar varios matenales segun su tamafio y forma.

La preparacion a analizar se deposita en el extremo superior de una columna liquida; en la cual se ha
establecido previamente un gradiente de las propiedades deseadas depositando disoluciones apropiadas de
sacarosa. Después de la centrifugacion fas zonas se pueden separar por recoleccion ordenada de fracciones,
normalmente a través de un orificio practicando perforando el fondo del tubo donde se ha centrifugado.



8.2.10.2 Gradientes de cloruro de cesio (Meselson 1957)

Es una centrifugacion en gradientes isopicnico, ias particulas se suspenden en una disolucién concentrada de
una sal de alta densidad como el cloruro de Cesio. Después de una centrifugacién prolongada, la disolucién
forma un gradiente de densidad estable debido a un equilibrio entre la sedimentacion de solutos densos y
difusion desde las regiones mas concentradas a las mas diluidas. Las particulas se agrupan en el nivel donde la
densidad del medio es igual a la suya, flegando a formar una banda.

Técnica:

Preparar 20 ml. de CeCl, 1.7 g por 5 ml. en solucion tampon fosfatada .05 M a un pH 7.4

Poner 5 ml. de CeCl, en los tubos de centrifuga, agregar 0.5 ml. del virus previamente clarificado,
mezclar y determinar la densidad de ta mezcla.

* Ultracentifugar los tubos durante 24-48 horas a 40,000 r.p.m (fuerza centrifuga media 130.576 veces la
gravedad).

* Retirar los tubos teniendo cuidado de no agitar. Perforar el fondo del tubo con una aguja hipodérmica o
alambre frio.

Recoger las fracciones consistentes en 10 gotas del tubo y depositarlos en tubos separados.

Se puede utilizar una micropipeta de peso conocido. se toma una parte de cada tubo y se determina la
densidad.

*  Preparar una dilucién 1/5 del resto de la fraccién y determinar el titulo HA del virus.
8.2.10.3Densidad Boyante

Algunos cuerpos flotan en el agua y otros no. Sin embargo, los que no flotan parecen pesar menos dentro del
agua. Esto se debe a que , como descubrio Arquimedes, todo cuerpo dentro de un fluido siente una fuerza
vertical y hacia arriba llamada empuje o fuerza boyante. Este empuje es producido por el fluido, y aclua sobre
cualquier cuerpo que se encuentre dentro de él, parcial o totalmente.

El que un cuerpo flote 0 no, depende de la relacion entre las dos fuerzas verticales que sobre e} actian, que
son su peso y el empuje que le ejerce el fluido hacia arriba. Si el empuje es mayor que el pesc, el cuerpo flota,
pero si el empuje es menor que el peso, el cuerpo se hunde, pero parece pesar menos por efecto del empuje.
También puede darse el caso de que el peso y el empuje sean iguales. En este caso el cuerpo se quedara sin
ascender ni descender dentro del fluido.

Densidad Boyante, es la densidad de tiquido, donde adquiere un equilibrio indiferente cuando se somete a
un gradiente de densidad con CIC's.

La "DENSIDAD VOLATIL". Es !a densidad en la cual las macromoléculas se agruparan en un gradiente
isopinico. Ademas de ser relativo al volumen especifico parcial de la macromolécula. el valor es afectado por
factores como la hibridacion de la macromolécula, el efecto del gradiente del material sobre la hidratacion y la
union de ese material a fa macromolécula. Los virus con capa de lipidos tienen una baja densidad comparados
con los que no la tienen. La densidad del ADN es dependiente del contenido de G+C de acuerdo a la férmula:

p = 0.0988(G+C)1.6541
en donde p es la densidad en g/cc

G+C es lafraccion de nucleétidos guanina y citosina.



Las densidades tipicas de las bandas de virus, bacterias proteinas y acidos nucleicos son:

CsCl Cs3504
Proteina . 1.28 1.24
Virus (5%RNA) 1.32 1.27
Virus (20% RNA) 1.35 -
Virus (40% RNA) 1.36 130
DNA (50%G+C) 1.70 1.42
RNA 1.90 1.63

Las densidades de algunas agrupaciones de virus (p.e. virus de enfermedades de pies y boca) pueden ser
mayores que lo esperado debido a la porosidad de la particula.

8.2.11 Bacteri6fagos

Fundamento:

La especificidad de un bacteriéfago hacia su célula huésped (bacteria) depende de sus receptores para asi
formar placas.

Titulacion de un bacteriofago:
e De una suspension de bacteriofagos se realizan diluciones dobles (10, 10, 10, 10). .
¢ Colocar cuatro tubos en Bafio maria a 46° C/- 1 afladiendo 0.1 ml. de la suspensién del bactendéfago.

e A continuacion se vierten a cada tubo 0.2 m!. def cultivo de 18 hrs. de la cepa indicadora y 3 ml. de agar
blando. (agar nutntivo con 0.4% de agar).

« El contenido de cada tubo se mezcla por rotacion y se vierle sobre Ia superficie de cajas de Petri que
contienen agar.

» Hacialas 6 hrs. de inoculacién se distinguen las placas producidas por el fago.

Interpretacion: Formacion de placas, Tipo de diagnostico:

Aungue son agentes terapéuliéos, sirven en la medicina como herramientas para el diagnoéstico para la
identificacion de bactenas patégenas.

8.2.12 Titulacion Viral:

<+ HEMAGLUTINACION

» DOSIS LETAL 50 EN CULTIVO CELULAR
* TITULACION LOGARITMICA

< TITULACION DE VIRUS.

)
e

La titulacion de un virus es una determinacion cuantitativa de la actividad viral. es decir, la cantidad mas
pequefa de suspension viral que puede producir una enfermedad, lesion o algun efecto reconocible en el
huésped. La unidad mas pequeda de virus que produce esta reaccion se denomina “unidad infecciosa” y el
titulo se expresa como ef nimero de unidades infecciosas por unidad de volumen.
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Primero se deben preparar una serie de diluciones del virus. La dilucion quiza sea de factores de 10, 56 2;
entre mas pequeio sea el factor mas preciso es el titulo.

Sin embargo el costo, disponibilidad, entre otros de su sistema indicador dictard normalmente la dilucién a ser
usada. Los errores se cometen cominmente en la preparacién de este serie de diluciones, por lo que se
deberia considerar esto primero:

1.

Preparacién de la dilucion. (Ver apéndice A)
Preparacién de diluciones seriales.

Materiales.

Medio de Hank, estéril, precalentado. « Pipetas, 1.0y 10.0 ml, estériles.
Suspensioén viral. e Gradilfa.

Tubos de ensaye pequeiios, 12 x 72, ¢ Mechero de bunsen.

estériles.

Método.

Colocar una fila de 10 tubos de prueba pequefios, estériles en la gradilla, afadir el medio de Hank a
cada tubo con técnicas de esterilizacion.

La cantidad usada va a depender de cuanto necesite; por ejemplio, si usted quiere afadir 0.1 ml. de
cada diluci6n a cada uno de los 3 tubos de cullivo de tejido o huevos o animales, necesitara un total de
0.3 ml. més lo suficiente para hacer la siguiente dilucién. Si usted quiere 0.2 ml. de cada dilucién para
cada uno de 5 cultivo de tejido o huevos, usted necesitara 1.0 mi. mas lo suficiente para hacer la
préxima dilucién, etc.

En virologia normalmente se empiezan las diluciones al 1:10 y se sigue con muiltiplos de 10:1:10...1:100... etc.
Sin embargo para la pimera dilucién se puede usar.

v
v
v

0.1 ml. virus + 0.9 ml. diluyente = 1:10
0.4 ml. virus + 3.6 ml. diluyente = 1:10
0.1 ml. virus + 9.0 ml. diluyente = 1:10

Vamos a usar el primero a manera de ejemplo, asi que afiadimos 0.9 ml de medio de Hank a cada tubo.

1.

Con una pipeta nueva de 1.0 ml., afladimos 0.1 ml. de suspensién viral al tubo No. 1.

No se debe insertar la pipeta dentro del tubo o liquido ya que ia parte externa de 'Ia pipeta tgndré una
gran cantidad de virus en ella. Simplemente la pare superior del tubo con la plpeta y dejar que la
suspension corra entro del tubo rapidamente. Dejar la pipeta dentro de la jarra de pipeta.

Con una pipeta de 10 ml. nueva, mezclar el contenido del primer tubo.

La técnica para una mezcla propicia es importante y da fa impresién de tocar un trombon. Con la
practica se puede desarrollar esta técnica a un grado de fineza.

a) Sostenga el tubo de prueba en la mano izquierda y la pipeta en derecha.

b) Ponga el dedo pequefio en el algodén con la mano derecha. Caliente a boquilla del tubo.

¢) Ponga la pipeta en el liquido tan lejos como sea posible sin desplazar el liquido del tubo y
simuitaneamente, lentamente ponga el tubo en su posicion original.

d) Expuse de regreso el contenido de la pipeta dentro del tubo mientras. simuitaneamente, lentamente
ponga el tubo en su posicion original.
e) Levante el tubo a su posicién original y simultdneamente deje liquido dentro de la pipeta otra vez.

f) En estas maniobras la pipeta no debe dejar el interior del tubo. La distancia actual a 1a que esta
separando el tubo es minima. La idea es agitarlo pero sin sacudir.

g) Repetir esto de 9 a10 veces.




3.

Titu

A

Nota:

Remover 0.1 ml. de dilucién 10-1, calentar la punta del tubo y reemplazar la pipeta, colocandolo en un
lugar para esterilizar, colocar una nueva pipeta con la cual se le agrega 0.1 ml. dentro del tubo #2 sin
tocar el interior del tubo o el liquido, desechar esta pipeta.

Con una pipeta nueva, mezcle el contenido del tubo #2 como se indica el paso #3 continué de esta
forma hasta que se haya removido y desechado 0.1 ml. del tubo #10.

Notara que una nueva pipeta es usada después de cada transferencia. En todas las titulaciones una
pipeta diferente debe ser usada para cada dilucién, por que una pipeta contendrd miles de millones de
particulas virales (o bacterias o lo que sea) en su superficie exterior que no pueden ser transferidas.

Si no se cambian las pipetas se transportan esta particulas, y como resultado tendré una larga dilucion
errénea. Esta es probablemente la precaucion #1 que casi nadie cumple, y este error es normalmente
refendo con el término alemé&n PIPETENFEHLER.

laciones:
Matenales
Suspension viral e Pipetasde 1.0y 10.0 ml. estériles.
Cultivos de tejidos sin inocular en tubos, + Tubos de ensaye de 12 X 72 mi. con
botellas o platos. tapones de algodén estériles.
Huevos de embrones, o animales « Jeringas y agujas de tamaiio apropiado.
apropiados. e Alcohol 70% o tintura de yodo.

Medio de Hank u otro diluyente estéril.

Gradilla y placa con posos.

Métodos

Animales

Prepare la dilucién de virus como se describe anteriormente

Esterilizar he inocular el animal de prueba, como se describe en {a seccién B el # por difucion
dependera del costo Etc. No olvidar tener un animal de control inoculado con el mismo volumen del
medio de Hank u otro diluente ademas de controles no inoculados.

Ponerlos en jaulas apropiadas o unidades aisladas. Observar diariamente.

Cultivo de tejido

Colocar una gradilla con 10 tubos de ensaye pequefios y estériles afiadir 0.9 ml. (u otra cantidad segun
se requiera) del medio de Hank a cada tubo.

Preparar una lamina de posos con 10 filas con cultivos de tejido, tres posos por fila, y poner 6 posos de
control al final ( 0 use el mismo # de botellas o platos de tejido apropiado).

Rapidamente descongelar el virus de ejemplo, anadir 0.1 ml. (o la cantidad deseada) at primer tubo de
dilucién. Desechar la pipeta. Recongelar el virus del ejemplo.

Mezclar ef contenido del tubo #1y remover 0.4 ml. afiadir .01 mi. de la dilucién del virus de 10-1 a cada
uno de los posos cultivados de la fila 1 agregar 0.1 mi. dentro del tubo de dilucién #2 y desechar la
pipeta.

Mezclar el contenido del tubo #2, sacar 0.4 ml. afadir .01 ml. de esta dilucién (10-2) a cada poso de la
fila #2 y agregar los ultimos 0.1ml. en el tubo de dilucion #3. Desechar la pipeta.

Repetir el procedimiento hasta que se hayan inoculado todos los posos hasta la fila 10. etiquetando e
incubarlos a 37° C.

Se van a ahorrar un buen # de pipetas siguiendo esta técnica ya que no se tiene que utilizar una pipeta

para cada poso.
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Embriones de pollo:
1) Prepara la dilucion de virus como se describe anteriormente.

2) Esterilizar he inyectar la“ cantidad apropiada de dilucion viral dentro del huevo. Usar una jeringa
separada para cada dilucién; empezando con la mas concentrada y seguir con la més diluida. Se
recomienda usar una jeringa esterilizada por cada huevo.

3) Incubar los huevos a 37° C.

Respuestas:

= Animales: Observar los animales diariamente, las respuestas dependeran del virus utilizado, Coagula-

cion, pardlisis, inflamacion de los ojos etc. Checar tanto los inoculados como los de control para
sintomas similares.

= Células cultivadas: Compara los posos inoculados con los no inoculados. Fijarse en cambios en los

inoculados que no se presenten en los de control por ejemplo redondeo de células adelgazamiento lisis
etc.

Embriones de pollo: Poner contra la luz los huevos cada dia registrar cada muerte y remover estos
huevos de la recoleccion. Si el embrién no ha muerto, pero presenta anormalidades de cualquier tipo
(paralisis, malformaciones), recolecte los embriones en el tiempo apropiado y registre las anorma-
lidades o cambios detectados en cada embrién. Comparar con los embriones de control recolectados
durante el mismo tiempo.

Registrando respuestas

» El *record” de cada cambio o muerte es equivalente sin importar que se haya utilizado tubos, platos,
embnones, etc.

» Registrar cada tubo, botelia, embrién o animal en cada dilucién asi como cada control, registra cada
uno como 0, +-, 1+,2+,3+ 4+ por ejemplo.

Calculo de titulacién viral

Introduccién:

La titulacion es normalmente expresada como el reciproco de la dilucién mas alta del virus el cual causa una
reaccion especifica en 50% del material inoculado con, o expuesto a, la dilucion de material infeccioso. Donde
células cultivadas son usadas como el sistema indicador, las titulaciones son expresadas como el 50% de dosis
infecciosa de tejido cultivado (TCID50). Donde se usan animales o embriones para experimentos con la muerte
como criteno, la dosis letal al 50% de los inoculados y se expresa como LD50. Es obvio que cierto vocabulario
abreviado es de uso comun y deberia ser entendido.

El método de Reed y Muench es ampliamente utilizado para calcular el punto de actividad viral (tituto). El
mérito de este sistema es que acumulando muertes y sobrevivientes, reactores y no reactores sobre el rango

entero de dilucion todos los inoculados vy los titulados son usados en el célculo en lugar de solo aquellos en las
diluciones cercanas al punto final.

Este es un método relativamente facil de aprender y tiene la ventaja de que funciona una ves que se ha
dominado no durara el deseara aprender otros métodos de titulacion como Karver o Seligman y Mickey.
Cualquier método que utilice el porcentaje de error permanecera constante mientras se use el mismo método
consistentemente. Siempre debera comparar una titulacion con una titulacion de un control preparado bajo las
mismas condiciones. Recuerde el punto final detecta solamente viriones capaces de iniciar una infeccion y una
titulacion se refiere a la concentracion de estas unidades infecciosas.

Método:

Registrar las respuestas en el sistema indicador, sobre un periodo de tiempo que es aplicabie tanto a los virus

bajo estudio como el huésped indicador, esto se ve en varios dias se observacion hasta vanas semanas hasta
que los efectos ase noten:



Ejemplo se va a inocular 5 ratones con X ml. de virus T por dilucién.
Periodo de observacion 5 dias (los datos se deberan observar como sigue)

Dias de observacion

Dilucién 1 2 3 1 5
10-5 00000 00000 00000 00000 00000
104 00000 00000 00000 00000 00000
10-3 00000 00000 11000 33300 XXX00
10-2 00000 ' 11000 33210 XXX3X XXXXX
10-1 00000 1o 33330 XXXXX XXXXX

Control 00000 00000 00000 00000 00000

Leyendas los # indican el grado de paralisis.

X es = a muerte.
0 = a sin efectos.

Se debe tomar el rango donde afecto a todos los animales este va a ser 100% donde afecto a menos es el$
de muertes en el total de animales ejemplo 10-3 es del 60% como se menciona el punto final del virus es
indicado por la dilucion maxima que afecta al 50% o mas de los inoculados.

Determinar el 50% del punto final como sigue:

Disolucion de virus midiendo un rango del 100% a 0% de afectados.

10-2 10-3 104
% de infectados (muertes) x dilucion 5/5 3/5 0/5
# de afectados (muertes) 5 3 0 |
# de supervivientes (no afectados) 0 2 5
Acumulado de ratones afectados| 8 =5+ afectados | 3 =3+0
(total, empezando del nivel + diluido I
y acumulando hacia el nivel +
Concentrado | !
| ‘L E— — .—'
Acumulado de ratones no afectados 0+2= 2 +5=7 |
(total, empezando del nivel + |
concentrado y acumulando hacia el { i

) b |

nivel + diluido | _l_

Expresar el rango de mortalidad (# 8/8 3/5 | 077

| de atectados/total) i !
]

L _ I ]

Expresar la mortalidad en % 100 | 60 ! 0 ‘
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Fémula:

% de mortalidad mas cercano sobre 50 % -50%

= distancia proporcionada
% de mortalidad mas cercano sobre 50% -% de mortalidad mas cercano debajo del 50%

60% - 50%

60%-0%

log de fa dilucién en cuyo % fue mas préximo sobre 50% es = -3.0

Entonces se muitiplica la distancia proporcionada (0.2) por el log de la dilucién factor 10 (=-1.0) para obtener

el valor real de la distancia proporcionada, esta multiplicacion da como resultado = -0.2 entonces se suma —3.0
+02=-32

Se puede expresar esta titulaciéon como
1.D.so/ 0.1 ml es 1072 o 1.58 (antilog de 0.2) x 10°

Terminologia definicion.

Sistema indicador El gmma(, celuhla, cultivo u otro sujeto usado para medir o indicar la
actividad del virus.

U Unidad infecciosa, la cantidad mas pequefa de V, que produce
e una reaccién reconocible en el sistema indicador.

Infeccioso usado donde la medida de respuesta a la exposicidn
l. viral es una reaccion especifica o preseleccionada, ejemplo:
signos respiratorios, reacciones de la piel. ’

D Dosis: Debe ser dado como un volumen usado asi como la
o dilucién usada en la preparacion ejemplo :0.2ml. a 1:100 (10'2)

Expresado como el reciproco de la dilucion del virus el cual afecta
Titulo al menos al 50% pero no mas del sistema indicador expuesto a
esta dilucion.

Ejemplos Interpretacion |

Indica que la suspension viral diluida a 10%" e inoculada en

TCID 50 es 10%7 /0.1 ml. unidades de .01 ml es la dilucion maxima que afecta al 50% del
tejido cultivado en el sistema usado.

Indica que la suspension viral diluida a 10? y administrada en
LD 50 es 10°/0.2 ml. unidades 0.2 mi es la disolucién maxima que infecta al 50% de los
sujetos expuestos.

El Punto final de la actividad viral se encuentra en el diluciéon de
107" esta dilucion entonces es considerada de tener 1 unidad
infecciosa.

Titulacién viral.
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Tirar las pipetas usadas.

LA N A N N NN N

0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
0.1 ml. desechar
10" 107 10° 10 10°* 10° 107 10 10° 107

Calculos

Férmula:

% de mortalidad mas cercano sobre 50 % -50%

= distancia proporcionada
% de mortalidad mas cercano sobre 50% -% de mortalidad mas cercano debajo del 50%

60% - 50%
60%-0%
fog de la dilucion en cuyo % fue mas proximo sobre 50% es = -3.0

Entonces se multiplica la distancia proporcionada (0.2) por el log de la difucién factor 10 (=-1.0) para obtener
el valor real de la distancia proporcionada, esta multiplicacion da como resultado = -0.2 entonces se suma —3.0
+02=-32

Se puede expresar esta titulacién como:

[Dsy/ 0.1 ml es 1077 o 1.58 (antilog de 0.2) x 10°

8.2.13 Inmunotransferencia

8.2.13.1 Southern Bloot

Denominada asi en honor a su creador Edwin Southern, que tiene como finalidad caractenzar la identidad de
genes especificos la cual consiste en absorber el ADN por capilaridad o electrotransferencia en una membrana
de nitrocelulosa o nylon.

Es también utilizada para:

» La identificacién de fragmentos de ADN que contienen un gen detenminado de entre una mezcla de
muchos fragmentos, para detectar reorganizaciones y duplicaciones en genes asociados en enfermeda-
des genéticas humanas y canceres, ia cantografia de sitios de restriccion en un gen o cerca de él.

» La informacién que proporciona este método es muy facil y especifica, porque define el tamao y el
numero de fragmentos homologos a la sonda utilizada.

METODOLOGIA.

< En la transferencia Southern el ADN se desnaturaliza dentro del gen en fragmentos de cadena sencilia,
y estos se transfieren a un filtro de nitrocelulosa o un derivado de nylon, que une al ADN.

< Latransferencia se hace colocando el ge! con el ADN desnaturalizado sobre una gruesa esponja, esta
esponja parcialmente sumergida en un recipiente con solucion amortiguadora.

< Se pone una membrana encima del gel, y se cubre con papel absorbente. La accion capilar arrastra el

amortiguador a través de la esponja transfiriendo e} patron de fragmentos de ADN desde el gel hasta el
filtro.
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< Después de la transferencia, el ADN de cadena sencilla se fija a la membrana calentando a 80° C. o
exponiéndola a la luz ultravioleta para que se hagan uniones entre los fragmenios y la membrana.

» Los fragmentos del filtro se hibridan con una sonda marcada radiactivamente, solo formaran hibridos los
fragmentos de ADN de cadena sencilla presentes en la membrana que sean complementarios a la
secuencia nucleotidica de la sonda.

% Se lava el filtro y se cubre con un trozo de pelicula de rayos x, al exponer la pelicula sobre el filiro y
revelarlo se obtienen las sefiales de los fragmentos de secuencias homélogas a la sonda.

TRANSFERENCIA DE SOUTHERN

Diagrama de flujo
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Tomada de : William S, K, Conceptos de genética. Prenticell Hall..5ta ed. Madrid, Espafia. 1999. p.p. 471-475.
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8.2.13.2 WESTERN BLOOTING

Se le conoce asi a la transferencia de proteinas de un gel a una membrana de nitrocelulosa.

Se utiliza frecuentemente para la identificacion de antigenos proteicos, dentro de una mezcla, que son
reconocidos por los anticuerpos presentes en el suero de individuos afectados por padecimientos infecciosos.

APLICACION:

Su aplicacion en clinica es como prueba confirmativa en el diagndstico de ViH.

Incubado con el primer Ac1 (Y) Pl ~a
Y se lava el exceso \‘

Corriente
electrica

A
> —
T
—

Tl

MNC
Gel de poliacrilamida Incubado con el

suero AC2(Y)y
lavado el
excesoy
activacion de la
reaccion de
color

Anadir el

sustrato

—»

DU

il ;

Tomada de: Ricardo A. Margni; Inmunologia e Inmunoquimica. Edit. Médica Panamericana. 4 Ed. pp. 656 y 657
Abbas Abul K. Inmunologia celutar y molecular Edit. Interamericana. 2da ed. pp. 67 y 68.



REACTIVOS:

Medio de transferencia.

Solucién de TBS.

Solucién TBS — GC. TBS, 2% de glicina y 3% de leche.

Solucién TBS -~ TGC. 0.05 de Tween. .

Conjugado enzimatico: suero antigammagiobulina, conjugado con peroxidasa.

Sustrato para la reaccién ELISA: 4-cloro naftol, peroxido y TBS.

Muestras: Sueros inmunes contra las proteinas en estudio, lisados de virus, bacteria, parasitos.

METOLODOGIA:

9.

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

Treinta minutos antes de terminado el SDS-PAGE, se pone la (MNC), en medio de transferencia.

Retirar el gel del equipo en el que se ha desarrollado el y colocarlo sobre los papeles de filtro. Colocar
los papeles de filtro y el gel sobre el “scotch-brite”, con el gel hacia arriba.

Moijar la superficie con medio de transferencia y colocar sobre éste la (MNC).
Colocar 2-3 papeles de filtro, mojados en medio de transferencia, sobre la (MNC).

Ubicar por encima de ellos la otra “scotch-brite”, con una esquina cortada para saber que ése es el lado
donde se encuentra a (MNC).

Colocar las placas soportes de acrilico perforado a ambos fados de las “scotch-brite” e introducir e}
conjunto dentro de la cuba (anddica).

Transferir una hora a 14 V con voltaje constante o durante la noche a 4° C. dependiendo del
expernimento.

Visualizar las proteinas transferidas tiiendo 5 minutos con solucion de Ponceau, negro amido. Desteir
ligeramente (2-3 min.) e indicar los marcadores de PM.

Separar la tira de los marcadores de PM.

Cortar tiras de aprox. 0.5 cm. de ancho suficientes para probar ias muestras problema y los controles.
Los grupos reactivos libres de nitrato de celulosa se bloquean con solucién de TBS-GC durante 1 hora.
Lavar con solucion TBS-GC durante 5 minutos.

Diluir en TBS-TBC el suero que contiene los anticuerpos especificos contra las proteinas, (incubar).

Terminada la incubacion, eliminar la solucion de anticuerpo y lavar 4 veces, durante 15 minutos cada
vez, con TBS-TGC.

Incubar con la dilucién conveniente del conjugado antigammaglobulina-peroxidasa.
Lavar 3 veces con TBS para eliminar el Tween 20.

Afiadir la solucidn de sustrato para la reaccion de ELISA.

Se le conoce asi a la técnica de transferencia de proteina de un gel @ una membrana de nitrocelulosa. Las
proteinas son separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida en presencia de SDA. Bajo estas
condiciones las proteinas son cargadas negativamente y por lo tanto son separadas acorde a su tamaiio. Estas
proteinas ya transferidas a la membrana de nitrocelulosa se hacen reaccionar con anticuerpos contra proteinas.

La posicion de los anticuerpos eniazados a las proteinas es visualizada colorimétricamente o por el uso de
moléculas radioactivas que se enlazan a los anticuerpos.

Esta prueba se usa como prueba confirmativa en diagnéstico de VIH y parvovirus..



Materiales:

» Amortiguador de transferencia e Alcohol
e TBS (amortiguador tris salino). « Membrana de nitrocelulosa.
e TBS + Tween 20, 0.1% « Papel filtro grueso
¢ Sol. Bloqueadora (Albimina Tween 20). « Bandeja de plastico
e Anticuerpo no marcado primarno. « Micropipetas.
« Anticuerpo especifico marcado con o Sistema de electroforesis
enzimas. e Aparatos de transferencia (Tanque,
e Negro amido. Esponjas, etc.).

Metodologia:

« El pnmer paso es la electroforesis en gel de poliacrilamida con la muestra del virus concentrada y
desnaturalizada con SDS Mercaptoetanol y 100° C. En el mismo gel se corren marcadores de peso
molecular para la identificacién de las bandas.

+« Una vez terminada la electroforesis se utiliza un cassette de electrotransferencia y se colocan los
materiales en el orden siguiente.

- Fibra humeda (con amortiguador de transferencia).
- Papel filtro humedecido.

- Gel de electroforesis.

« Papel de nitrocelulosa.

« Papel filtro humedecido y fibra hiumeda.

Todo se coloca como un emparedado y se sumerge en un tanque con tampén de tris glicina, pH 8 en
presencia de metanol. Si se aplica comiente eléctrica se recomienda 200 mA por 2 hrs.

= Al terminar la transferencia se cortan tiras del papel de nitro celulosa.

+ Para el revelado se bloquean los sitios de la membrana que puedan ligar proteinas no especificas, esto
se hace incubando la membrana en un tampon que contenga albimina y Tween 20.

= Después del bloqueo se sumerge la membrana en el suero que contiene los anticuerpos antivirus y se
incuba de 1-2 hrs.

= Se afade el anticuerpo especifico marcado con yodo radioactivo especifico para el antigeno de interés.
# Se lavay se expone la membrana marcada a una pelicula de rayos X.

8.2.14 Apoptosis

La apoplosis es un proceso de muerte celular programada que tiene lugar durante el desarrollo normal y
durante el remodelado tisular en organismos multicelulares. Las alteraciones en el programa nommal de
apoptosis puede tener como resultado una gran variedad de condiciones patoldgicas. A nivel celular, la
apoptosis ha sido caracterizada por una serie de cambios morfolégicos que incluyen zeiosis (vesiculas
membranales), condensacion de la cromatina, fragmentacion dei DNA vy destruccién celular. Desarrollos

cientificos mas recientes, han permitido identificar sellas en apoptosis antes de que los cambios morfolégicos
sean aparentes.

La exposicién de residuos de fosfatidil serina, que normalmente solo se encuentran en el lado citosdlico de la
membrana celular, la interrupcion del potencial transmembranal de las mitocondrias ocurre en la mayoria de las
células que estan entrando en apoptosis antes de que los cambios morfologicos empiecen a ser detectables. La
anexina V marcada con isotiocianato de fluoresceina se adhiere preferentemente a la fosfatidil serina
recientemente expuesta en las células en inicio de apoptosis y el doble marcado con yoduro de popidio, permite
diferenciar células necroticas de apoptosis. La Rhodamina 1,2,3 ha sido ampliamente usada para la evaluacion
del potencial transmenbranal de las mitocondrias. Los cambios en la funcién mitocondrias que conducen a la

activacion de la cascada de las caspazas, sirve como uno de los indicadores tempranos de apoptosis en una
gran vanedad de células.

Duffy J.Y., Miller C. M. Rutschiiling G.L., Rider G.M., Clegg M. S. A decrease in Intraceilular Zinc level precedes
the detection of early indicators of apoptosis in HL-60 celis. Apoptosis 2001; 6: 161-172,
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La infeccién con Alphavirus en células de vertebrados generalmente causa ia muerte celular por apoptosis,
con la notable excepcion de las neuronas, en las cuales establece una infeccién persistente. Las células BHK,
N 18 de neuroblastoma murino y las células AT-3 de adenocarcinoma prostatico de la rata se han visto con
cambios caracteristicos de apoptosis como consecuencia de una infeccion con virus como consecuencia de una
infeccidn con virus Sindvis, que incluyen zeiosis, condensacién nuclear y fragmentacion del DNA en fragmentos
de tamafio nucleosoma. Las neuronas son células de diferenciacion terminal que no expresan MHC clase | y
que por fo tanto no son blanco para las células T citotéxicas.

El virus de la rabia es un virus envuelto, con forma de bala de la familia Rhabdoviridae, genero Lissavirus y
que consiste de una nucleocapside helicoidal de RNA, proteina N y proteina L principalmente. En la envoltura
formada de fosfolipidos de fa célula huésped contiene la glicoproteina G en forma de homotrimeros y la
proteina M. La mayoria de las cepas del virus de rabia son altamente neurotrdpicas, aun cuando pueden
contener diferentes biotipos en un solo aislamiento, como se evidencia por la multiplicaciéon extraneural de
algunos virus de campo y su adaptabilidad a cultivos celulares. La cepa CVS (Challenge Virus Standard) o virus
estdndar de confrontacién tiene un tropismo celular muy restrifiido y se multiplica casi exclusivamente en
neuronas. Dado que las cepas que se mantienen en el laboratorio por inoculacion intracerebral en ratones
reducen su periodo de incubacién hasta fijarlo en 10 dias, se les llama cepas fijas. El virus CVS es una cepa
fija, que ha sido usada ampliamente para estudios del virus rabico, y también para el estudio de la apoptosis en
neuronas del sistema nervioso central.

Por otra parte existe un numero importante de virus inmunosupresores en pollos, dentro de los cuales los mas
importantes son el de la infeccién de la boisa de Fabricio y el de la anemia infecciosa aviana, esto sin olvidar los
virus inmunosupresores y oncogénicos como el de la enfermedad de Marek y tos de la leucosis aviana. Muchos
de estos virus se transmiten por medio del huevo y cuando ademas se encuentran con micotoxinas en el

alimento, la combinacion de los factores sobre el sistema inmune puede dar como resuitado una muy pobre
ganancia de peso y conversion alimenticia.12

8.2.15 Resonancia magnética nuclear

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) estudia el comportamiento de los nicleos atdmicos con spin
diferente de cero bajo la influencia de un campo magnético externo. Cada nicleo se ve afectado por dicho
campo, asi como por los campos creados en su entorno por los nuacleos cercanos y por la distribucion
electronica. Estas interacciones nucleares van a depender de la orientacion relativa de las motéculas. En los
espectros registrados en disolucién, las interaccione se promedian debido al rapido movimiento de las
moléculas, dando lugar a sefales estrechas. En estado solido, donde la movilidad esta muy restringida, se
obtienen sefiales anchas, resultado de la suma de sefiales de todas las posibles orientaciones. Eslos espectros,
sin embargo, contienen informacion Gnica acerca de la estructura y la dindmica de los matenales estudiados.

Las interacciones responsables del ensanchamiento de las sefiales son la anisotropia del desplazamiento
quimico, los acoplamientos dipolares (homo y heteronucleares) y el acoplamiento cuadrupolar. Se han desarro-
tlado técnicas que permitan obtener espectros de alla resolucién conservando en lo posible informacion que
aportan estas interacciones: giro con angulo magico (MAS, Magic Angle Spinning), polarizacion cruzada (CP,

Cross Polarization) o secuencias multipulso especificas para solidos (CRAMPS, Combined Rotation and Mutti-
ple Pulse Spectroscopy)

El desarrollo de los métodos indicados anteriormente ha permitido et uso de RMN en estado solido para el
estudio estructural de sustancias poco solubles, como polimeros, vidrios, ceramica, resinas. etc., siendo una
alternativa muy interesante para materales de baja cristalinidad que no pueden ser estudiados por técnicas dg
difraccion. También permite el estudio de factores dinamicos dificilmente observables por otras vias. Existe, asi
mismo, gran numero de estudios realizados sobre materiales bioldgicos: virus, moléculas fibrilares (seda,
colageno. celulosa), proteinas, carbohidratos o compuestos con fines famaceéuticos (estudios de polimorfos).
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Espectrémetro Bruker AV 400 WB:

« Sonda multinuclear (">N-*'P) CPMAS de triple canal (BL4 X/Y/' H) para rotores de 4 mm., con giro hasta
15 KHz.

» Sonda multinuclear CPMAS de doble canal ‘(BL 2.5 "0->'P/"*F-'H) para rotores de 2.5 mm., con giro
hasta 35 KHz.

e Accesorios de temperatura variable.

Tipos de estudios realizables
Realizacion de espectros CPMAS mono y bidimensionales (INADEQUATE, post C7) de nacleos con spin =
1/2.

Para otro tipo de nucleo o ensayo ponerse en contacto con el iaboratorio.

Condiciones generales y especificas de las muestras

» Las muestras deben enviarse debidamente identificadas con una referencia.
s Preferentemente, el sélido debe ser reducido a un polvo homogéneo.
e Lacantidad de muestra necesaria para el andlisis varia en funcién de la sonda que se use:
0 Para la sonda de 4mm se precisan en tomo a 50 mg. de producto (es necesario rellenar un
volumen de aprox. 40 pi.

o Con la sonda de 2.5 mm., cuyo rotor tiene un volumen en torno a 10 pl., entre 10 y 20 mg. de
producto puede ser suficiente.

MEDIANTE RESONANCIA MAGNETICA
Unas microparticulas ayudan a “ver” los virus

Cientificos estadounidenses han desarroliado un nuevo método para detectar microorganismos por escaner.
Este es el procedimiento mejor y mas rapido conocido hasta ahora y consiste en inyectar nanoparticulas en la
sangre. De momento, ya ha permitido detectar el virus del herpes y ha sido probado en seres humanos.

Estas nanoparticulas son piezas del tamarfio de una millonésima parte de milimetro con forma, en este caso,
de muelles. Estas han sido recubiertas de unos anticuerpos (pegados con una especie de azdcar) que actian
contra un virus concreto. De esta manera microorganismos y nanoparticuias se uniran a este formando grupos
que pueden ser vistos faciimente a través de una resonancia magnética.

Entre las importantisimas aplicaciones de esta técnica estan la deteccion y localizacién de virus como el del
SIDA, que se suele encontrar en i0s nodulos linfaticos, lo que ayudaria a los médicos a mejorar los trata-
mientos. También se podra utilizar en la terapia génica para comprobar que el virus esta transportando el ADN
al lugar deseado.

Hasta el momento, los cientificos del Centro para la Investigacion Molecular mediante Técnicas de Imagen de
al Escuela Medica de Harvard, sélo han podido detectar microorganismos en fluidos corporales pero confian en
que en un periodo de tan solo dos ailos también pueden detectar los virus en los 6rganos del paciente.

Antes los microorganismos soélo podian ser detectados de manera indirecta capturando y amplificando el ADN
viral mediante la técnica de la PCR, lo que tarda unas dos horas. “Es incomoda. lleva tiempo, da tanto falsos
positivos como negativos y sélo detecta fragmentos del virus”. ha explicado Manuel Pérez, cabeza del equipo
que ha desarrollado la nueva técnica.

Los resultados obtenidos en este estudio, publicado en el “Journal of the American Chemical Society”,
muestran que la actual técnica necesita la mitad de tiempo para ofrecer unos resultados mucho mas precisos.
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8.2.16 Cromatografia liquida de alto desempeiio (HPLC)

En la actualidad HPLC ha llegado a ser una de las Técnicas del Laboratorio Moderno mas importante como
herramienta analitica para separar y detectar compuestos quimicos y biologicos. Esta técnica utiliza la
cromatografia en fase reversa (RPC) la cual permite separar moléculas en base a su polaridad. El principio de
la cromatografia en fase reversa es semejante al de la cromatografia en capa fina. Sin embargo, aqui la fase
estacionaria es de particulas de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados o
aromaticos de diferentes tipos empacados en columnas metalicas. Esto convierte a la fase estacionaria en una
matriz apolar. Por lo tanto, para este tipo de cromatografias se emplean mezclas de solventes polares, tales
como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y alcoholes alifaticos.

En virlud de lo anterior, este tipo de cromatografia ha sido también llamada como cromatografia de interaccion
hidrof6bica (HIC). En general, este ultimo témino se ha empleado para referirse a las aplicaciones en las que
se emplean sustituyentes y matrices compatibles con fluidos bioldgicos. Por tanto, el termino HIC es comun
cuando se habla de purificacion de proteinas y carbohidratos, en tanto que RPC es mas empleado para

referirse a la separacion de moléculas en sistemas que son inadecuados para la separacién de macromoléculas
bioldgicas.

Debido a diversas limitaciones practicas de la cromatografia de capa fina en fase reversa, entre las que
destaca el costo de usar placas no reutilizables de una matnz dificil de sintetizar, la cromatografia en fase
reversa ha sido adaptada para el uso de columnas. La versatilidad y eficiencia de este tipo de cromatografia se
ha visto incrementada con el uso de sistemas de alto desempeno (HPLC, de ingles “High Performance Liquid
Chromatography”) que utifizan alta presién para mejorar la resolucién y reducir los tiempos de separacion.

Los sistemas de alto desempefio pueden también emplearse en otros tipos de cromatografias, de manera que

para referirse a la cromatografia en fase reversa en sistemas de alto desempefio se emplea la abreviatura
HPLC-RPC.

En la separacion de aminoacidos y péptidos mediante fase reversa la resina mas cominmente empleada
posee una cadena lineal de 18 carbonos y se denomina como Cs.

| S104]-(CH2)17-CH3

Dado que la resolucion de los amino4cidos mediante RPC requiere de sistemas de HPLC, es frecuente
referirse al sistema como C,g-HPLC.

Cromatografia liquida de alta resolucion en columnas de fase reversa. Este método consiste en aplicar los
aminoacidos disueltos en una fase acuosa acidificada a una columna de silice unida a una cadena hidro-
carbonada. Los aminoacidos, segtn su polaridad se van a unir a la columna y entonces ef eluyente se mezcla
gradualmente con cantidades cada vez mayores de un solvente menos polar que el agua. Los aminoacidos van
siendo lavados de la columna conforme Ia polaridad del solvente baja lo suficiente.

Los aminoécidos pueden identificarse mediante su reaccion con ninhidrina, mediante su absorbancia UV o
mediante fluorescencia (si estan marcados con un grupo fluorescente), ya sea en la placa de silice. o conforme
eluyen de la columna.

8.3 Serologia

8.3.1 Inmunoperoxidasa ( IP)

INTRODUCCION: Dentro del grupo de las pruebas inmunocitoquimicas e inmunohistologicas se encuentran las
pruebas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa. Estas han demostrado ser tan sensibles y especificas

como las seroldgicas pero con la ventaja de disminuir el error de un falso positivo causado por el cruce de
antigenos.
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FUNDAMENTO:

Se basa en la identificacién de un antigeno determinado por medio de un anticuerpo especifico, al igual que
otras pruebas de tipo inmunolégico, pero con la caracteristicas de que l0s antigenos forman parte o pueden ser

observados en la estructura de la que inicialmente proviene, esto es cortes de tejidos u otro preparado como
extendido o improntas celulares.

Todo esto permite estudiar las caracteristicas morfolégicas, la localizacion de compuestos histicos y celulares
en procesos de condiciones normales o patoldgicas, o identificar otro tipo de compuestos y particulas tales
como virus, bacterias, anticuerpos, etc., en dichas estructuras.

Dicho matenal ademas, sirve de soporte para las posteriores reacciones que tienen como fin visualizar la
presencia de determinado elemento con sustancias coloridas o la formacion de elias.

Las pruebas de inmunoperoxidasa utilizan como marcador a la enzima peroxidasa (extraida del rébano
picante y de donde toma el nombre de prueba). El uso de enzimas como la peroxidasa, han ampliado la
variedad de tinciones debido a que se pueden ocupar varios sistemas sustrato cromdgeno segln las
necesidades de cada caso. En general los sistemas mas utilizados son aquellos que como producto final
forman un precipitado insoluble, en solventes organicos, sobre el sitio donde se encuentra la peroxidasa
permitiendo contratediir y fijar con resina las preparaciones. Entre estos sistemas se encuentra el de HyO, —
diaminobencidina (donde la enzima reduce al peroxido de hidrogeno y posteriormente se oxida a diamino-
bencidina) cuyo producto final es un precipitado de color café-marron.

Los pasos por los que la peroxidasa queda unida con el antigeno depende de la modalidad de la prueba
cuyas pnncipales variantes son:

S Prueba directa
2 Prueba indirecta
O Sistema peroxidasa-antiperoxidasa o compiejo avidina-biotina

Entre las variantes, la ampilificacion de la coloracién es su caracteristica principal de diferenciacion. En todos
los casos se tiene la alternativa de poder conservar las preparaciones mediante su fijacién en resings 0 su
contratincion sin afectar sus caracteristicas iniciales y sobre todo el que puedan ser observadas con microsco-
pio 6ptico.

8.3.2 Inmunoperoxidasa indirecta (IPI)

El fundamento de la prueba de IPl se basa en fres reacciones principales que tiene como base un corte
histoldgico o impronta donde se encuentra el antigeno a ser estudiado:

1. La identificacion de un antigeno con un anticuerpo primario homdlogo y especifico al antigeno y que
posterior a un incubacion adecuada.

2. Se aplica e incuba con un anticuerpo secundario conjugado a la enzima y

3. La aplicacion e incubacién con la solucion sustrato-cromogeno mas adecuada a los propositos finales.
Todo esto sin olvidar los pertinentes lavados entre cada paso para eliminar cuaiquier sobrenadante de
compuesto que pudiera interferir en la tincion.

4. Finalmente la fectura de las laminilias se observan con un microscopio dptico y pueden hacerse de ellas
un tincion permanente.

8.3.3 Inhibicién de la hemaglutinacién.

Los acidos nucieicos de muchos virus codifican proteinas de superficie que aglutinan eritrocitos de varas
especies. El fendmeno se emplea con mucha frecuencia para el diagndstico de tas infecciones producidas por
ortomixovirus, paramixovirus y los arbovirus-togavirus (incluido de la rubéola), flavivirus y buyanvirus. La
presencia del virus en cuitivos celulares infectados pueden detectarse por hemoagiutinacion; la identidad del
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virus o de los anticuerpos presentes en el suero de pacientes puede determinarse por la inhibicion especifica de
la hemoaglutinacién.

FUNDAMENTO:

La prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién se basa en la inhibicién de la hemaglutina viral por
anticuerpos especificos.

MATERIAL Y REACTIVOS:
* Eritrocitos de especie adecuada (pollo, gansos, cobayo 0 humanos grupo O tripsinizados) extraidos en
solucion Alsever o heparina.
#* Diluyente de pH adecuado.
*  Soluciones para eliminar las Hemaglutinas no especificas del suero.
* Medio de cultivo infectado o antigeno estandar para serologia.

PROCEDIMIENTO:
1) Determinar del Titulo hemaglutinante.

Una suspensi6n ‘diluida de eritrocitos se incuba a 4° C. o a temperatura ambiente con diluciones
seriadas del antigeno hasta que los eritrocitos de los tubos sin virus sedimenten en forma de boton
compacto (1 a 4 hrs.). La mayor dilucién que produce hamaglutinacion parcial o completa representa 1
unidad hemagiutinante.

2) Tratamiento del suero.
Para la mayoria de los virus es necesario eliminar jos inhibidores inespecificos presentes en el suero.
Esta eliminacion puede efectuarse por medios fisicos, como el caolin; por medio de enzimas, como la

neuroaminidasa o la enzima de estructura de los receptores EDR del Vibrio cholereae. o por una
combinacion de estos métodos. La eleccidn varia de acuerdo con el virus en estudio.

3} Prueba de inhibicion.

Se mezcla una dilucion de antigeno que contenga 4 UHA con los glbulos rojos adecuados y diluciones
seriadas al medio del suero tratado.

Interpretacion:

El punto final es la Ultima cubeta en la que se observa aglutinacion parcial o completa de los eritrocitos. Una
pelicuta de bordes dentados o un botén irregular indican aglutinacion. La observacion del movimiento del
sedimento de eritrocitos cuado se inclina la placa ayuda a aclarar el punto final.

Controles:

Suero positivo conocido, Suero negativo conocido. Suero y células si antigeno (para detectar aglutinacion
inespecifica).

Titulacion de la actividad hemaglutinante del antigeno (para asegurarse que se utilizan 4 UHA).
Fundamento:

Los &cidos nucleicos de muchos virus codifican proteinas de superficie que aglutinan eritrocitos de vanas
especies, esta prueba se basa en la inhibicion de la hemoagiutinacién viral por un anticuerpo especifico el
fendmeno de hemoaglutinacion no es evidente y se visualiza la sedimentacion de los glébulos rojos formando el
caracteristico botén rojo; se usa para detectar indirectamente la presencia de virus hemoaglutinante como
ortomixovirus, paramixovirus, y los arbovirus-toga virus (incluyendo la rubéola), flavivirus y bunyavirus; porque el
virus es una proteina extraiia por lo cual se producen anticuerpos contra el antigeno
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La reaccion de las hemoaglutininas virales con los eritrocitos da como resultado un reticulo de células agluti-
nadas que sedimentan en forma irregular en un tubo o cubeta de micro titulacion, 1as células no aglutinadas
sedimentan en forma de botén compacto.

Esta técnica es altamente sensible y especifica, debido a que Gnicamente mide aquellos anticuerpos dirigidos
contra la hemoaglutinina viral; la rapidez, sensibilidad especificidad y costo minimo de la técnica hace que sea
empleada en muchos laboratorios para la caracterizacion de los virus y/o anticuerpos.

MATERIAL:
e Suspension del virus. « Tubos de centrifugar estériles.
* Antisuero especifico. e Tubos de prueba 12 x 72 mm. estériles.
e Eritrocitos de la especie adecuada (pollo, + Pipetas de 1y 10 ml. estériles.
ganso, cobayo o humanos grupo O e Centrifuga
tripsinizados) extraidos en solucion de « Baio Mariaa 37° C.
Alsever o citratados.
* PBS estéril.
METODO:

¥ Hacer diluciones dobles seriales del antisuero en PBS comenzando con una dilucion 1:10. Distribuir la
dilucion del suero en 0.2 mi. en pequeiios tubos.

» Titular el antigeno como en la prueba de HA. Determinar la dilucién que contenga 4 unidades HA por
0.2 mi.

Por ejemplo:

1. Si el titulo de HA del virus es 1:80 representa 1 unidad HA, de esta manera, una dilucién 1:10 puede
contener 8 unidades HA en 0.4 mi. 0 4 unidades HA en 0.2 ml.

2. Anadir 4 unidades de antigenos en 0.2 mi. en cada tubo con antisuero.

a) Incluir los siguientes controles:
i.  Suero solo dilucién 1:10, 0.4 ml.
ii. Antigeno solo 4 unidades, 0.4 ml.
ili. Suero positivo conocido 1:10, 0.4 ml.
iv. Suero negativo conocido 1:10, 0.4 ml.
b) Incubar de 30 a 60 min.

c) Anadir 0.4 ml. de entrocitos al 5% a todos los tubos. Agitar. Colocar todos los tubos a una tempera-
tura apropiada también ios controles tienen que asentarse comptetamente.

d) Leer el titulo, la dilucién mas alta de la hemoaglutinacion inhibido pro el virus y es expresado como
la reciproca de la dilucion del suero.

e) Leer la titulacion reversa como sigue:

f) Leer ios controles.

I.  Suero solo debe ser negativo.

il. Antigeno solo debe ser negativo.

il. Suero positivo conocido debe ser positivo.
iv. Suero negativo conocido debe ser negativo.

Interpretacion:

Se tomara como punto final de la actividad del suero, la maxima dilucion en el que el fendbmeno de
hemoaglutinacion ha sido inhibido, el resultado final se expresa en unidades inhibidoras de la hemoaglutinacion
(UIHA), la reciproca de la dilucion del punto final de la actividad del suero, multiplicada por las unidades

hemoaglutinantes del virus utilizado nos dard el namero de dosis inhibidora hemoaglutinantes del suero por
unidad det volumen.



La presencia de reacciones IHA de diluciones inferiores a 1/10 (40 u 80 UIHA) son consideradas negativas,
de 1/10 a 1/40 (80 a 320 UIHA) indican exposicién previa del virus, valores superiores a 1/180 (mayor de 640
UIHA) representa una respuesta a la infeccion reciente.

8.3.4 Inmonudifusion (ID) (fig. 8.7)

Principio

Las reacciones de precipitacion en medios semis6lidos, Hlamadas “inmunodifusiéon en gel” permiten identificar
individualmente cada constituyente de una mezcla de Ag y Ac mediante difusién o electroforesis, evitando la
mezcla mediante un agente coloidal como el agar, agarosa, gelatina y poliacrilamida. Asi como su cuantificacion
por comparacion con sistema conocidos.

En un ensayo de inmunodifusion, Ag y Ac se difunden lateralmente unos hacia otros, sus frentes se entremez-
clan y forman una cinta de precipitado en el gel.

Inmunodifusién radial simple

Se lleva a cabo en una capa de agar sobre un portaobjetos que contiene antisuero uniformemente repartido.

vV VV V YV VY YV

METODOLOGIA:

Preparar agarosa al 1% y afadir el antisuero, mezclar.

Colocar 4 ml. sobre un portaobjetos y dejar gelificar.

Hacer 5 perforaciones de 3 mm. en el agar y removerio.

Lienar los posos con la soluciones de Ag en diferentes concentraciones (c/u por duplicado).
Incubar las placas en cdmara humeda de 24-48 horas.

Medir el diametro de los halos de precipitacion.

Hacer una grafica: didmetro (mm.) vs. concentracion (mg/ml).

INTERPRETACION:

La difusién del Ag da lugar a la formacién de un anillo de precipitacion, cuyo didmetro es proporcional a
la concentracion inicial del Ag.

Dado que el Ag esta en solucién y el antisuero distribuido en el agar, la localizacion de la linea esta
dada por los siguientes factores:

= [ ]delAg

= Coeficiente de difusion del Ag
= [ ]deAc
= Tiempo
o T

= [ ]del agar
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Fig. 8.7 Prueba de inmunodifusién. El ejempio ilustra su uso para analizar la relacién entre los antigenos de
envoltura del virus de la influenza A.
Tomada de: Fenner White Virologia Médica 2da Ed. La Prensa Médica Mexicana S.A.

8.3.5 Precipitacion

La facilidad de combinacién del antigeno con el anticuerpo depende de varios factores, como son el pH,
fuerza idnica, temperatura, tiempo, concentracion critica micelar y, sobre todo, las concentraciones relativas de
antigeno y anticuerpo.

La precipitacién del complejo se manifiesta por dos fendémenos principales:

a) Reduccion de cargas de superficie a nivel de los sitios activos del antigeno y anticuerpo.

b) Reduccion en la capacidad de las moléculas de agua presentes en amabas moléculas, lo cual reduce
su solubilidad hasta precipitarlos.

Los complejos antigeno-anticuerpo insolubles forman una red tridimensional que puede observarse y los

reactantes han de estar en proporciones adecuadas, ya que el exceso de cualquiera de ellas produce un grado
de solubilizacién del agregado molecular.

Las reaccion de precipitacion puede ser cualitativa o cuantitativa y efectuarse en medios s6lidos o liquidos.
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Pruebas en medio liquido

Principio.

La precipitacion se presenta cuando antigenos solubles y polivalentes se combinan con su anticuerpo
especifico (antisuero homélogo) y da lugar a complejos insolubles que pueden ser visibles y cuantificables a
cabo de unos cuantos minutos.

Prueba clasica del tubo
METODOLOGIA:

Mezclar concentraciones decrecientes de Ag en solucién fisiolégica, con cantidades constantes de
antisuero.

Incubar 4° C por 3 o mas dias

Medir el precipitado resuitante.

Prueba del anillo
METODOLOGIA:
Anadir el antisuero.

Colocar 50 pl. de solucion transparente de antigeno, sin mezclar, hasta que se forme una capa de
mismo volumen de antisuero mas denso y transparente.

A los pocos minutos observar el disco precipitado en la interfase de ambas soluciones.

En forma semicuantitativa se estima la cantidad de precipitado formado, expresandolo en milimetros lineales.
Cuantitativamente el precipitado se puede analizar mediante la determinacién del nitrégeno proteico en el

mismo.

Si los resultados se grafican, a pequefias concentraciones de Ag no se observa el precipitado, pero conforme
aumenta la concentracion de AG se comienza a formar el precipitado que va aumentando gradualmente hasta
llegar al maximo, después del cual comienza a desaparecer aun cuando la concentraciéon de Ag sigue
aumentando.

Al analizar el contenido del sobrenadante después de centrifugar y eliminar el precipitado, es posible
evidenciar la presencia de Ac libre en la regién ascendente de la curva (zona de exceso de Ac) o de Ag libre en
la region descendente de la curva (zona de exceso de Ag). En la regién central de la curva, donde esta el
maximo de precipitacién no hay ni Ac ni Ag libre y se denomina zona de equivalencia.

Condiciones para pruebas en medio liquido

A N NN Y

El grueso de precipitado es Ac.

La concentracion de antisuero debe ser mayor a la del Ag
Las soluciones de antisuero y Ag deben ser transparentes.
pH y concentracion salina deben ser fisiologicas.

Intensificadores (dextrano o polietilenglicol) para aumentar ta sensibilidad.




Patrones de precipitacién con el método de difusién doble en agar.

Q o
Ag 1 \/ A9 2
No identidad Q

Identidad

AC
Ag 1 Ag 2
Identidad parcial
Ac
Ag 1 Ag 2

8.3.6 Fijacion de complemento

8.3.6.1 Introduccion

Cuatro  enfermedades vesiculares no pueden diferenciarse clinicamente: fiebre aftosa (FA), estomatitis

vesicular (FV), enfermedad vesicular (EVC) y exantema vesicular (EVC), por lo que es necesaria la confirma-
cién de faboratorio.

Las pruebas mas empleadas son Fijacion del Complemento (FC') y Seroneutralizacién (SN). La identificacion
del.virus requiere alrededor de 3 horas por FC’ y 2-4 dias por SN. Por medio de la FC’ se lleva a cabo la detec-
cién del antigeno (virus) en el matenial remitido.

Se trata de una prueba ﬁsico—qdimica, en la que se emplea una bateria de sueros hiperinmunes de cobayo,
perfectamente estandarizados, que permite tipificar y subtipificar los agentes causantes de las enfermedades
vesiculares.

Esta prueba se realiza en dos etapas: en la primera se enfrenta el material sospechoso. adecuadamente
procesado, con las diluciones de trabajo de los sueros hiperinmunes especificos y el complemento (C’)
previamente titulado. Luego de la incubacion, se aflade el sistema hemolitico, que nos permite visualizar si se
produjo la reaccion antigeno anticuerpo-complemento.

En los ensayos de FC’ es esencial emplear una cantidad limitada y perfectamente regulada de C'. La d(_)sis‘qe
C’ se especifica en términos de unidades de actividad hemolitica. Universalmente se adopto |a normalyzamon
det C' en términos de “unidad hemolitica 50%" (UHC’sy). Cuando los sueros o los antigenos inactivan el

complemento por si solos, se dice que son anticomplementarios (la actividad pro-complementaria, no es usual
en materiales infecciosos).



8.3.6.2 Preparacion y estandarizacion de reactivos

Sistema hemolitico

Glébulos rojos de carnero

El ovino se sangra por la vena yugular, usando trocar de 2 a 3 mm. de diametro o una aguja del numero 16.
La sangre de ovino es extraida asépticamente; se recoge en un volumen igual de solucién de Alsever (ver
Apéndice) modificada y se conserva la mezcla entre 2° y 5° C.

Preparacién del suero hemolitico o hemosilina en conejos

a)
b)
)

d)
e)

f)

Se sangran varios carneros y se hacen una mezcia (300 ml. de sangre).
Se mezcla con agua destilada (30 ml.) en un frasco con boca ancha. Se agita bien.

Se centrifuga a 10.000 rpm. durante 10-15 minutos. Decantar el sobrenadante cuidando de no arrastrar
el estroma.

Se continua lavando con agua destilada hasta que el sobrenadante se aclara.

Se resuspende en solucién salina fisiolégica sin antibidtico, pH 7.6-7,8. Se lleva a un volumen igual a la
mitad del volumen inicial de sangre (en este ejemplo 150 ml.).

Se sigue el siguiente esquema de inmunizacién por via intramuscular.

1°-25ml Tres dias entre
2°-3,0mt cada inoculacion
3°- 3,5ml y se sangra tres
4° . 40ml dias después
5°- 50ml.

Se recoge la sangre en placas de Petri grandes. Se deja 1 hora a 37° C. Se mantiene el coagulo y se
mantiene toda la noche a 4° C.

El suero obtenido se centrifuga 10 minutos a 500 g aproximadamente. Se inactiva 30 minutos a 56° C.
Se fracciona y congela a -20° C.
Se titula una de las alicuotas.

Titulacion del suero hemolitico

)
b)
o

d)
e)
N

9)

h)

(figura 8.8)

Diluir fa hemosilina a 1/100 (19.8 de Buffer Barbito! (BB) + 2,0 ml. hemosilina).
Diluir la hemosilina a 1/1000 (18.0 ml. de BB x 2,0 ml. hemosilina 1/100).

Preparar una suspension patronizada de GR al 2% y medir en el espectrofotometro (0.4 ml. de GR +
1.6 ml. de agua destilada).

El esquema de diluciones es el presentado en la (figura 2).
Incubar 30 minutos, en bafio Mana a 37° C.

Preparar tantas titulaciones de complemento como diluciones de hemosilina se usaron para preparar
los sistemas.

Obtener el titulo dei complemento para cada sistema empleado y hacer el grafico en papel milimetrado.
Colocar en la ordenada !os titulos del complemento y en abcisa las diluciones del suero hemolitico.

El titulo del suero hemolitico (1UH 50%) estara dado por la reciproca de la mayor dilucion del suero que
produce 50% de hemdlisis con la menor cantidad de C’ (inclinacién de la “meseta” o “plateau”). Por lo
tanto, 1UH 50% es la menor cantidad de suero hemolitico, a partir de la cual se obtiene una hemolisis
constante aumentando la concentracion det mismo.
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Preparacion del sistema hemolitico

a)
b)

0)
d)

e

f

9)

Se filtra la sangre de ovino (colectada en Alsever) por algodén para eliminar codgulos.

Se hace un primer lavado con solucién salina fisiolégica y dos con BB. Se centrifuga a 2000 rpm.
durante 50 minutos.

Un ultimo lavado con BB se centrifuga 10 minutos a 2000 rpm.
Con los GR lavados se hace una suspension al 2%.

Se coloca 1,6 ml. de agua destilada mas 0,4 ml. de la suspension de GR. Se ajusta el espectrofotd-
metro con agua destitada. Se emplea una longitud de onda de 542 nm. La densidad 6ptica (DO) debe
estar entre 0,68 — 0,70. La DO de la suspension de GR puede ajustarse afiadiendo o quitando BB. La
formula empleada es la siguiente:

Volumern inicial de GR x DO leido
Volumen final =

DO deseado

Después de verificarse la DO se agrega la hemosilina (previamente diluida adecuadamente) y se dobla
el volumen de BB para lograr una concentracion del 1%.

Se sensibiliza el sistema incubandolo 30 minutos a 37° C en Bafio Maria (BM)

035
030
8,25
0,20
6,15

0,10

0,08

_

1/500 1000 2000 4000 8000 12000 16000

Fig. 8.8 Titulacion de hemolisina ( método clasico)
Tomado de : Manual de Técnicas de Diagnostico Virologico
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FIGURA 8.9

Dilucion T
Suero 1/500 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 | 4/12000 | 1/16000
hemolitico -

Hemosilina| 1.0 5.0 2.5 125 0,625 0,42 0.312
BB 4.0 0,0 25 3,75 4375 4,58 4,688
GR 2% 50 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 50
Volumen 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

final
FIGURA 8.10
c c c c c c c C [C1A0| /10| C /10
1100 | 1/100 | 1/100 | 1/100 | 1/400 | 1100 | 1/100 | 1/100 |
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 testigo | testigo | Blanco
BB | 1.0 | 105 | 100 | 095 | 090 | 085 | 080 | 090 | 080 | 1.2
c 0,10 | 015 | 020 | 025 | 030 | 035 | 040 | 0,30 | 0,30 -
SH | 0,80 | 0,80 | 0,80 | 080 | 080 | 080 | 0,80 | 080 | 080 | 080 |

Obtencién de!l complemento

El complemento es una mezcla de suero de cobayos sanos de mas de 500 g de peso. Los cobayos, dejados
en ayuno durante la noche, se sangran cortando la vena yugular; se usa hiefo seco como anestésico. La sangre
se recoge en placas de Petri. Se deja 30 minutos a 37° C. en estufa. Se cora el coagulo, se deja 2 horas a 4°
C., se pasa a tubos de centrifuga mantenidos en bafio de hielo y se centrifuga 20 minutos a 500 g a 4° C. Se
decanta el suero. Se envasa inmediatamente. sin diluir (3 ml. por envase) y se conserva a —70° C. o con
solucion de Richardson. El sobrante de C' usado en cada titulacion debe desecharse. Las diluciones que se
usaran en la prueba de FC se preparan en el momento con buffer frio y se conservan en hielo mien?ras_‘?e
efectla la prueba. Se debe evitar la agitacion excesiva o el "pipeteo” violento, pues son causa de inactivacion
del C'.

Titulacién del complemento.

La C'H50 se define como la cantidad de C’ necesaria para lisar el 50% de los eritrocitos sensibilizados.
a) El C' atitular se diluye 1/10 con BB (colocar todos los reactivos que intervengan en la reaccion en
bandejas con agua y hielo.
b) Colocar en una gradilla 2 hileras con 8 tubos de hemélisis cada una
c) se cargan los tubos de acuerdo al esquema de la (figura 3).
d) Incubara 37° C., 30 minutos en Bano Maria .
e) Centrifugar a 1800 rpm., durante 10 minutos.
f) Leeren el espectrofotdmetro con filtro de 540 nm.
g) Graficar en papel logaritmico y determinar el 1UC’ H50.

h) En base a los resultados obtenidos diluir el C' de manera de emplear en la prueba 4 C'Hsp. E1 C' diluido
1/10 debe mantenerse a 4° C. y desecharse ai finalizar la prueba.



Cobayizacion del virus y obtencion del suero hiperinmune.

Se parte de una cepa patrén de virus aftoso bovino (origen cultivo celular o aislamiento).
Se diluye 1/10 y se inocula 0,2 ml. por via intradémmica en las almohadillas de las patas traseras de
cobayos de 500 g. de peso. Controlar cada 24 hr. por desarroflo de lesiones.

Se recoge el material en el momento en que se observan lesiones podales, controlando a las 24-48-72
hrs. y se realizan pasajes hasta que ocurra la generalizacion (pasaje de! virus de las patas a las
manos). Se dice entonces que la cepa estd cobayizada, y ese material se guarda en un cepario como
virus cobayizado.

Con este matenal se inoculan 250 cobayos. A las 24 hrs. de inoculado se recoge el material (500
patitas). Este matenal servirg para inmunizar posteriormente a los cobayos.

Una vez curadas las manos y patas en aproximadamente 30 dias PI, los cobayos se inmunizan con la
suspension de virus en saponina.

Preparacion de la suspensidn viral de descarga.

Saponina Baker o
similar 2,5% en B. Borato
Epitefio plantar 1/30 en B. Borato

La suspension viral obtenida en el punto 2.3.1, se centrifuga a 4000 rpm. durante 30 minutos, al sobrengdar}te
se agrega la solucion de saponina al 2,5%, pH 7,8 en centrifugacion final de saponina del 0,25%. Fraccionan-
dose en frascos de ampolla y conservandolos a —20° C.

a)
b)
o
d)
€)

Inmunizacién de los cobayos.

Inocular por via SC en el lado derecho 0,5 ml. del material preparado en el punto 2.3.2.

Dos dias mas tarde inocular igual en el lado izquierdo 0.5 ml. del inoculo de material

Dos dias mas tarde inocular en la region dorsal 0,5 ml. de material preparado en punto 3.2.2
Dos dias mas tarde inocular en ia region plantar 0,5 ml. de material preparado en punto 3.2.2.

A los 4 dias de la ultima inmunizacion se sangran los cobayos en blanco y se recoge la sangre en
placas de Petri (dia 40 PI)

Se inactiva al suero 30 minutos a 56° C. y se guarda a —20° C. fraccionando. Para titular el suero
hiperinmune de cobayo se emplea un virus de cepario tipificado y subtipificado, almacenado a -70° C.

Se hacen diluciones del suero hiperinmune de 1/10 a 1/2560 (dil. Aritméticas)
Se diluye el virus desde ¥; a 1/64 .
Se realiza la titulacion en tubos de hemalisis en bloque de acuerdo al diseno de “Titulacion de virus”.

El titulo esta dado por la méaxima dilucion de suero hiperinmune con al que se obtiene el maxim(_) titulo
antigeno. La dilucion de uso se determina dividiendo este valor entre 3, para cubrir diferencias de
antigeno.

8.3.6.3 Desarrollo de la prueba

Tipificacion de materiales infecciosos

Son nomalmente epitelios obtenidos de lesiones linguales, bucales o pddales o bien ralones lactanles
inoculados con el virus problema. Se sigue el mismo procedimiento para todos estos materiales.



Procesamiento del antigeno.

Es el mismo procedimiento para ratones lactantes, epitelio lingual bovino, epitelio plantar de cobayo, etc.
a) En caso de ratones lactantes se quita la cabeza, visceras (menos corazén) vy la parte exterior de las
extremidades.
b) Lo que queda (aproximadamente 1 g) se troza y macera agregando 3 gotas de cloroformo por ratén.
¢) Se tritura en un mortero hasta obtener una papilla blancuzca.
d) Se agregan 4 ml. de BB por ratdn
e) Se inactiva el macerado a 56° C. por 30 minutos en BM y se centrifuga a 3000 rpm. durante 30 minutos.

f) Se pipetea cuidadosamente el sobrenadante y se tipifica enfrentdndolo a sueros hiperinmunes de
cobayo (previamente titulados y diluidos) tipo O, A y C, etc., de acuerdo al siguiente esquema:

o A e
Tubo 1 2 3
Suero 0,4 0,4 0,4

Ag 0,4 0,4 0,4
c 0.4 0,4 0,4
suero AG c SH

Tubo 0,4 0,4 0,8 12

Suero 0,4 - - -

AG - 0.4 - -
C’ 0.4 0.4 0.4 -

g) Seincuba 30 minutos a 37° C. en BM

h) Se agrega 0,8 mi. de SH a todos los tubos

i) Seincuba a 37° C., 30 minutos, agitando la gradilla a los 15 minutos.
j) Se centrifuga a 500 g durante 10 minutos.

k) Se determina el tipo de virus por observacion directa y en caso de dudas se lee en el espectrofoto-
metro.

Para la tipificacion en microplaca se utilizan los mismos reactivos que para la tipificacion en tubos, la
diferencia reside en que cada 0,4 ml. es reemplazado por una gota de 0,025 anadida con micropipeta.

Se realizan los mismos controles que para la tipificacion de tubos.

Titulacion de un antigeno producido en células BHK-21.

a) Sediluye al AG atitular de puro a 1/64
b) Se hace ia prueba siguiendo el esquema:

Dlluqon del 12 1/4 | 1/8 1/16 1/32 1/64
antigeno iy | AN
AG 0.4 04 0.4 04 | 04 0.4
Suero
Homologo 0.4 04 0.4 04 | 04 04
c 0.4 04 | 04 | 04 | 04 0.4

¢) Seincuba 90 minutos en Bafo Maria a 37° C.
d) Se agrega 0,8 ml. de SH a todos los tubos.



e)

Se incuba 30 minutos a Bafio Maria a 37° C.

f) Se centrifuga los tubos a 500 g 10 minutos.

9) Sedetermina el porcentaje de hemolisis en cada tubo.

h) Se detemmina el titulo por interpolacién del 50% de hemdlisis.

Controles

Ag Ag T |

Con Sin

c C Suero SH L ¢
BB 0,4 0,8 0,4 1,2 0.8

[ Suero - - 0,4 - -
Ag 0,4 0,4 - - -
c' 04 - 0,4 - 0.4
Subtipificacion

a) Se parte de un virus previamente tipificado, por ejemplo, tipo “A”

b) Se realizan diluciones del mismo, de puro a 1/64.

¢) Se enfrenta cada dilucion a los diferentes sueros hiperinmunes de cobayo: Azi(8345), Ay, A, A
Cruzeiro, efc.

d) Se carga la prueba siguiendo el mismo esquema que se uliliza para Ila titulacion de un antigeno,
repitiéndolo tantas veces como sueros se emplean para subtificar. Los controles son similares a los de
una titulacién de antigeno.

e) Seincuba 80 minutos a 37° C a BM

f) Se agrega el sistema hemolitico.

g) Seincuba 30 minutos a 37° C en BM

h) Se centrifuga y se lee en el espectrofotometro.

i) Se determina el titulo del Ag enfrentando a los diferentes sueros y el subtipo del virus estara dado por el

suero frente al cual ei titulo es mayor.

8.3.7 Elusion de sangre en discos

En ocasiones se requiere recortar muestras de suero en condiciones de campo, tubos, jeringas pueden ser
inconvenientes de andar cargando. Karstad et al desarrollaron una técnica por'lo cual'lz'ls muestr_as son
absorbidas en discos de papel filtro. Esto requiere un minimo espacio de equipo, es ligero y facil de trabajar.

o
2

.
B

.
o

.
o3

Material:

Discos de prueba No. 740-E con antibidtico marca Sceicher and Schell.
Medio de Hanks o PBS estéril.

Tubos estériles 12 x 72 ¢cm.

Pipetas 1 y 10 mI. Estériles.

Gradilla.

Envolturas pequenas de celofan.

Método:

Sujete un disco con una pinza y lentamente ponga la sangre hasta que el disco se sature. Ponga el

disco en fa envoltura se celofan. Use una sola envoltura para todos los discos de una sola muestra
marquelos.



2. Estos pueden ser almacenados a temperatura ambiente hasta que se haga la prueba.

e Poner el disco en el fondo de un tubo adiciona 1.96 ml. de diluyente que es medio de Hanks o PBS.
» Coloque una pipeta de 1 mi. encima del disco para mantenerio sumergido.
* Cierre el tubo con el algodon estéril.

e Mantenga el disco sumergido en el diluyente a temperatura ambiente por aproximadamente 16
horas.

¢ El eluato se considera una dilucion aproximadamente de 1:10 (Se estima que el disco absorbe 0.4
ml. de sangre).

e Pasadas las 16 horas renueva con pinzas estériles el disco.

o Use el eluato como si fuera una muestra de suero 1:10 (Haga la prueba de actividad de anticuerpos
viade aoR).

8.3.8 Esquema de la interseccién del suero

Fundamento.
e Esta prueba es indtil cuando se tiene un amplio numero de muestras a analizar. Por ejemplo, en estu-
dios de tipo epidemioidgico.

e La prueba se basa en la capacidad que tiene un suero (aniisuero) de neutralizar a una determinada
dosis infectiva de un virus sospechoso

e Siel suero problema a ensayar (probar) existen Ac's especificos contra uno o varios determinantes
antigenos del virus sospechoso los cuales fueron inducidos por un previo contacto del hospedero con el
virus, entonces este suero tendra la capacidad de neutralizar una dosis infectiva del virus.

e Por lo tanto la prueba se basa en la propiedad que tiene un Ac de reconocer a su Ag especifico
(reaccion Ag — Ac).

Material

e Antisuero (suero a ensayar).

e 100 100 TCID50 del virus.

e solucion de PBS estéril.

e Pipetas estérilesde 1y 10 ml.

e Tubos estériles (12x72 mm).

e Tubos de cultivo de tejido (3 por cada pozo con Suero).
e Banode aguaa 56° C.

Metodologia

e Calentar los antisueros a 56° C. por 30 minutos.
e Distribuir os antisueros segun un esquema de interseccion

Por ejemplo-
Pozo ~ [Noi1 [No.2 No.3 No.4 \
No. 5 181 152 s-3 S-4
No.6 - |S-5 S-6 |87 S-8 !
No.7 |s-9 [S-10 S-11 S-12 |
No8 _1s-13 S-14 S-15 1s-16 |




e Adicionar PBS a cada pozo para obtener una dilucion final de cada suero de 1:20

» El pozo 1 contiene 0.1 mt. de suero S-1
0.1 mi. de suero S-2
0.1 ml. de suero S-3
0.1 ml. de suero S-4
total 0.4 ml.
adicionar 19.6 ml. de PBS.

» Por latanto: el suero $-1 esta diluido 1:20, E! suero S-2 esta diluido 1:20. etc. Adicionar volimenes
iguales de suero inmune (antisuero) de un pozo, con 10 0 100 TDIC50 de virus en tubos pequefios
€ incubar a una temperatura apropiada para el virus por 1 hora.

TDICS50 = Dosis infectiva media de cultivo de tejido (DICT50/ml.)
Cantidad de inoculo capaz de matar al 50% de los cultivos

Para calcular TDIC50 se puede utilizar el ECP:

= Adicionar 0.2 ml. de muestra de cada pozo con suero junto con el virus a un cultivo de tejido.
= Determinar en cual, si en alguno de estos tubos el suero neutralizo al virus.

8.3.8.1 Interpretacion

Si alguno de los sueros sometidos a esta prueba tuvo la capacidad de neutralizar a 10 o 100 TDIC50 de
virus, entonces se observa que en 2 de los cultivos celulares (los cuales corresponden a 2 de los tubos que a su
vez corresponden a un pozo diferente) no existe algdn indicador de muerte o de dafio a los cultivos celulares.
Entonces debera revisarse cual es el suero que ambos tubos o pozos tienen en comun y aquel que se
encuentre en ambos es el que neutralizo a 10 0 100 TDIC50 del virus sospechoso.

Ejempilo:

= Sila neutralizacion de un virus X es notada en los tubos que contienen los pozos No.2 y No.6
= El nico antisuero comun a los pozos No.2 y No.6 es el suero S-6
= Porlotanto, el suero S-6 a una dilucion del 1:20 neutralizo a 10 0 100 TDIC50 del virus X.

Antisuero pozo No.1 0.4 ml. mezclar incubar 1 hr. 02m. 0.2ml. 0.2ml.
10,0 100 TCID50 0.4 ml. ? ?

Antisuero pozo No.2 0.4 ml. mezclar incubar 1 hr. 02ml. 02ml. 0.2ml
10 0 100 TCID50 0.4 ml. Q Cﬁ

Antisuero pozo No.3 0.4ml. mezclar incubar 1 hr. 02ml. 02ml. 0.2ml

10 0 100 TCID50 0.4ml. ? Cﬁ

» Es deseable hacer mas pruebas de neutralizacion con este suero.



8.3.9 Inmunofluorescencia directa e indirecta (IFD / IF1)

FUNDAMENTO:

Es una reaccion inmunolégica del tipo uniéon Ag-Ac que es puesta en evidencia por la emision de
fluorescencia si se utilizan en ella radicales organicos, con propiedades fluorescentes y se hace uso de
microscopio para visualizarla.

Dicha fluorescencia consiste en la propiedad de dichas sustancias, denominadas fluorocromos, de emitir luz
de mayor longitud de onda de la que reciben mientras dura la excitacion con la luz incidente.

IFD. Se aplica a una solucion de Ac especificos marcados con el fluorocromo sobre la preparacién que posee

el Ag. Asi se forma un complejo Ag-Ac marcado que observado en el microscopio de fluorescencia se observa
fluorescente.

IFl. Se trata de la preparacion que contiene el Ag con el Ac no marcado y este complejo se visualiza
aplicandole gama-globulina marcada con el fluorocromo. Esta técnica se utiliza para identificar y localizar Ag's y
para detectar y titular Ac’s de una misma especie animal.

METODOLOGIA:

Fluorocromos como rodamina (rojo), fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC) color verde y el
isotiocianato de tetrametil rodamina que emite un color rojo.

Los pasos de la IF son preparacién de antisuero inmunitario o Ac’s purificados, conjugacion con tincion
fluorescente y finalmente el procedimiento de tincién. Para la IF se obtiene un antisuero para el Ag que desea

detectar en especies heter6logas. Los AcM puros de pueden utilizar. Los antisueros deben contener doble
difusién o inmunoelectroforesis.

Los Ac’s no deseados, presentes en conjugados en reactivos o reactivos de antiglobulina para la prueba, por
lo general se pueden eliminar con inmunoadsorbentes insolubles o evitar totalmente mediante el uso de AcM.

Después de obtener un suero de suficiente potencia y de la especificidad apropiada, se puede preparar la

fraccion gama-giobulina por precipitacion con suifato de amonio o por cromatografia de intercambio idnico con
DEAE-celulosa.

Es necesario purificar parcialmente la gama-globuiina sérica, esto incrementa la eficacia de la tincion y evita el
tefiimiento no especifico, indeseable por proteinas séricas conjugadas con fluorocromo que no sean Ac y que
se pueden adherir a los componentes tisulares.

La conjugacion de la gama-globulina depende en gran parte, del colorante particular por combinar con la
molécula de Ac. La fluorescencia en forma de FITC o rodamina, lo mismo que el isotiocianato de tetrametil

rodamina, se pone a reaccionar directo con la gama-globulina en solucion alcalina durante toda la noche a 4° C.
0 se dializa contra gamma-giobulina.

Entonces se elimina la tincién que no reacciond del conjugado de proteina y fluorocromo. con filtrado en gel o
en dialisis exhaustiva.

CONTROLES:

2,

% Metodo directo: (fig. 8.11)
« Control negativo: Células sin Ag + suero marcado
s Contro! positivo: Células con Ag de control + suero marcado.
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Fig. 8.11 Método directo
Tomado de : Manual de Técnicas de Diagnostico Virologico

“ Método indirecto: (fig. 8.12)

e Control positivo: Células sin Ag + suero (+) + suero marcado
Células con Ag control + suero (+) + suero marcado.

e Control negativo: Células sin Ag + suero (-) + suero marcado.
Células con Ag control + suero (-) + suero marcado.
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fig. 8.12 Método indirecto
Tomado de : Manual de Técnicas de Diagnostico Virologico

INTERPRETACION:

Se observan en primer lugar los controles positivos y negativos; en el control negativo no debe observarse
fluorescencia, puede observarse una coloracion verdosa o tincion de fondo que serd mayor o menor
dependiendo de la calidad de los sueros marcados. En el control positivo se observaran células o grupos de
células fluorescentes y también células negativas (no fluorescentes).

Se considera positivo todo material en el que se visualicen célutas o grupos de células fluorescentes.



Practica de Inmunofluorescencia

Procedimiento:

Pequenos fragmentos de tejido nervioso infectado son colocados en abatelenguas de madera.
Con un portaobjetos limpio se presiona sobre el abatelenguas y se hacen dos impresiones.

El exceso de tejido es removido por presion sobre papel filtro.

Las laminillas son marcadas e identificadas

Se fijan las impresiones durante 10 minutos en acetona fria

Se circundan fas impresiones con un lapiz graso.

Una de las impresiones se colorea con una mezcla de conjugado CVS y la otra con una mezcla de
conjugado SCN(cerebro normal)

8. Seincuban en posicion horizontal en una camara himeda a 37° C., durante 30 minutos.
9. Se lavan las laminiltas con PBS con ligera agitacién durante 5 minutos.
10. Se enjuagan con agua bidestilada durante 1 minuto.
11. Se secan las laminillas en un secador eléctrico.
12. Se cubren con el elvanot y un cubreobjetos.
13. Se observan al microscopio.
a) Cuando es negativo no se ve fluorescencia en ninguno de los dos lados
b) cuando es positivo, la impronta tefiida con conjugado y CVS no debe haber fluorescencia y en la

tefiida con cerebro nommal y conjugado debe haber fluorescencia.

¢) Cuando hay fluorescencia de los dos lados es fluorescencia inespecifica o sea que hay reaccion
cruzada con otros virus.

No oAM=

CUADRO DE RESULTADOS

CONJUGADO CVsS CONJUGADO SCN

TEJIDO NORMAL

TEJIDO
SOSPECHOSO
TEJIDO ' |

INFECTADO f |

8.3.10 SN/Seroproteccion

8.3.10.1 Seroneutralizacién:

La neutralizacion virat se define como la pérdida de la capacidad infectante del virus. por la reaccion del
mismo con un anticuerpo especifico. Los anticuerpos son parte de la respuesta del hospedador cuando
reaccionan frente a la infeccion viral, en forma natural o inducida artificialmente. La seroneutralizaciér_l es
la técnica mas sensible y especifica para la caracterizacion viral por métodos serolégicos. El procedimiento
basico consiste en mezclar diluciones apropiadas de suero y virus, incubadas en ciertas condiciones e
introducirla mezcla en un sistema susceptible, donde el virus no neutralizado pueda producir un’efecto
reconocible como muerte, lesiones especificas, hemoaglutininas, efecto citopatico, etc. Detectando_§e
entonces, infectividad residual. Estos sistemas susceptibles pueden ser animales de expen’mer_ltacmn
sensibles (raton, rata, cobayo, hamsters), huevos embrionados y cultivos celulares (de linea o priAmano's)A El
tiempo y temperatura de incubacién, pH, presencia o no de complemento, etc. Son factores que mterwene_n
en la neutralizasacion. Si por ejemplo, la muestra suero inmune-virus se incuba por corto tigmpo ya ba!a
temperatura, se puede recuperar virus infeccioso diluyendo la preparacion, mientras que, si se deja mas
tiempo o se aumenta la temperatura, el proceso es irreversible.




La seroneutralizacién se puede utilizar para:

a)
b)

c)

Identificacion de aislamientos utilizando sueros especificos de referencia.

Diagnostico de infeccion viral demostrando aumentos de titutos del anticuerpos especificos en el curso
de una enfermedad.

Determinar niveles de proteccion a nivel poblacional ya que, en general, los Ac’s neutralizantes persis-
ten durante tiempos mas prolongados.

Para la implementacién de la prueba de seroneutralizacion se emplean dos métodos principales:

1.

Suero variable- virus fijo:

Una cantidad mediada de virus, se mezcla con diluciones variables de un suero problema y se inocula
en un sistema huésped susceptible. La mas alta dilucion que protege la infeccién se denomina titulo
seroneutralizante.

Suero constante-virus vanable:

Diferentes concentraciones de virus se enfrentan a una concentracion sérica uniforme. Los resuitados
se expresan como: indice seroneutralizante (IN) y representan la diferencia entre titulo del virus en
presencia de suero control negativo y el titulo del virus en presencia del suero problema.

En ambos métodos debe definirse el punto final de infectividad, que consiste en la mas alta dilucién de suero
0 virus que protege o infecta una unidad de sistema susceptible.

METODO:

D,

2

Suero variable-virus fijo (para BHV-1)
a) Las microplacas con el cultivo celular se enjuagan dos veces por Medio de Lavado, dejando en
cada pocillo algunas gotas del mismo. que se descartan en el momento de inoculacion.

b) El virus conocido se diluye en MEM-G o BME con 3% de suero normal bovino a fin de obtener
0.001, DICT50/ml. (100 dosis infecciosas en la mezcla suero-virus a inocular; 0.1 ml.).

c) El suero se diluye en el mismo medio, en diluciones dobles a partir de % hasta la dilucion final
elegida (considerar que el factor de dilucién sera el doble al agregar igual volumen de la dilucion
viral). Se mezclan iguales volumenes de cada dilucion varal ( por ejemplo, 0.3 ml. dilucién sérica y
0.3 ml. dilucion del virus).

d) Los controles positivos y negativos se preparan de la misma manera, se incluye un control de fa
dilucién viral (0.3 ml. de la difucion varal mas 0.3 ml. de medio con suero).

e) Se agita suavemente y se lleva a 37° C. durante 60 min. La reaccién se detiene a 4° C. durante 30
min.

f) Se destapa con cuidado el medio lavado de la microplaca, se seca con papel adsorbente y se
inocutan 4 pocillos por cada dilucién suero-virus con un indculo de 0.1 mi. El control de dilucién
viral se titula a fin de determinar la exacta concentracion varal: Tres tubos con 1.8 ml. de medio con
suero, colocando en el primero 0.2 ml. de la dilucién del virus utilizada (dilucion 11/10), se mezcia,
se traspasan 0.2 mi. al siguiente (dilucién 1/100) y finalmente 0.2 ml. al tercero (dilucién1/1000).

g) En cada microplaca que se utiliza se deben dejar pocillos de control celular que solo se completan
con medio.

Suero constante-virus variabie ( para BHV-1).

a) Las microplacas se preparan como el método anterior.

b) El o los sueros o problemas inactivados se diluyen 1/5 con medio con suero.
c) Se preparan diluciones logaritmicas de virus 0.2, 0.02, 0.002,0.0002, etc.

d) Se incluyen controles de suero positivo y negativo.

e) Se mezclan iguales volumenes de dilucion del suero y de dilucion varal (por ejemplo, 0.3 mi y 0.3
ml.). Ef contro! de cada dilucion varal se prepara con 0.3 ml. de cada una de ellas con 0.3 ml.

f) Se mezclay se incuba como en el caso anterior.
g) Seinocula 0.1 ml. de cada mezcia, dejando pocillos de control celular.



INTERPRETACION:

La incubacion se realiza a 37° C. durante 72 hr, al cabo de la cuales se conservan al microscopio la
presencia de efecto citopatico en los pocillos. Se controlan los sueros positivos y negativos, los pocillos de
control de dilucién varal. Una vez checados los controles, se procede a la lectura de los pocillos con y sin
efecto citopatico correspondientes a cada dilucién. Para cada método se aplican el célculo Reed y Muench.

8.3.10.2 SEROPROTECCION

La seroproteccién es una técnica utilizada principalmente en el estudio e identificacién de virus, asi como en
la comparacion de sueros y vacunas comerciales. Una prueba de proteccion comprende primeramente la
inmunizacion activa o pasiva de un animal, seguida de la inoculacién de virus virulento. De esta manera, se
pueden evaluar sueros de acuerdo a la presencia o no de Ac’s especificos frente a un virus determinado y
también puede compararse la potencia de distintas vacunas para producir Ac’s protectores.

METODO: (para evaluar sueros frente a virus aftoso)

> Sueros

Se inactivan a 56° C. durante 30 min. y se conservan a — 20° C. hasta el momento de su uso. Se utilizan
ratones lactantes blancos suizos, divididos en 19 grupos de 6 (19 cajas). A 5 de ellos se le inocula el suero

problema por via subcutanea en dosis de 0.1 mi. por ratén. Se procede igual con el suero positivo y
negative conocidos

> \Virus

ldealmente cepas de bajos pasajes conservadas a — 70° C. o menos, en forma de suspensiones mono-
valentes fraccionadas. Con medio diluyente se diluye el virus con un factor de 10, para obtener concentra-
ciones decrecientes. Al mismo tiempo, se titula el virus inoculando en ratones que no recibieron suero, con
las diluciones que contienen 0.0001, 0.001, 0.01 y 0.1 DL50 RUL/ml. (4 cajas con 6 ratones cada una).

INTERPRETACION:

La prueba se prolonga durante 10 dias, en cada uno de los cuales se realizan las lecturas para cada dilucion
viral:
a) Animales vivos sanos.
b) Animales vivos sintomaticos.
¢) Animales muertos recogidos.
d) Animales muertos comidos

Primeramente se realiza el calculo de la DL50 en los ratones con y sin suero, segun el método de Reed y
Muench o de Spearman-Karber, a partir de la lectura del décimo dia.

El indice de seroproteccion (ISP) de un suero es la diferencia entre el log de la DL50 obtenido en el grupo de

ratones lactantes sin suero (T) y el log de la DL50 dei grupo de ratones lactantes con dicho suero (S), es decir:
21)

ISP=log DL.50RLT — DL.50 RLS normal.

8.3.11 Hemdlisis radial simple (SRH)

Es un buen método para medir el estado inmunitario de la poblacion. Esta estandarizado por Russeli desde
1978. Se utiliza hematies frescos de cordero que, tras sensibilizarlos con el antigeno E1, se mezclan a 43° C
con complemento de cobaya y con agarosa al 0.8%. vertiéndose en placas de Petri, que pueden ser
conservadas a 4° C. En estas placas se realizan, con un sacabocados, pocillos de 3 mm. Los sueros des-
complementados se colocan en los pocillos y se dejan toda Ia noche a 4° C. en camara humeda; posterior-
mente, se incuban las placas 2 horas a 37° C. y se lee el halo de hemdlisis producido. Se consideran indicativos
de inmunidad didmetros de halo mayores de 5 mm. Si la hemolisis producida es incompleta. se coloca en el




pocillo complemento de cobaya se reincuba. La precocidad de esta prueba es aigo menor que Ia_de la IH, pues
detecta anticuerpos tras la fase de exantematica, por Io que no se suele emplear para el diagnéstico.

Obtencién y manejo de la muestra:

Es necesario oblener en forma estéril dos muestras de suero de cada paciente, una aguda en la primera
semana de evolucion de la enfermedad, y otra en el periodo convaleciente dos a tres semanas después de la
primera.

Los sueros deben ser procesados en forma estéril y mantenidos congelados hasta el andlisis simultaneo de
ambas muestras. La no manutencion de normas de esterilidad puede derivar en la contaminacion bacteriana de
los sueros que en muchos casos puede entregar resultados erroneos.

Existen diferentes métodos de medicidn de anticuerpos:

> Aquellos que miden la capacidad del anticuerpo de bloquear alguna funcion especifica viral. Comg
ejemplo se cuentan: Inhibicién de la hemoaglutinacion (Influenza. Parainfluenza, Adenovirus); neutrali-
zacion (Adenovirus); inhibicién de la neuraminidasa (influenza).

> Los que miden la capacidad del complejo antigeno-anticuerpo de afectar una funcién no relacionada
con el virus. Ejemplo: fijacion del complemento (Adenovirus, V.R.S.); hemdlisis simple radial (Influenza).

> Oftros que miden directamente la interaccion antigeno-anticuerpo. Ejempio: inmunofiuorescencia
(V.R.S., Adenovirus): radioinmunoensayo.

En los virus respiratorios las técnicas mas usadas son la fijacién de complemento y la inhibicion de la
hemoaglutinacion, ya que se cuenta con reactivos comerciales de buena calidad y de relativo bajo costo.

En las actualidad las técnicas de IF y ELISA se estan utilizando cada vez mas, aunque Su costo es mucho

mas alto que las anteriores y la IF liene el inconveniente de no ser practica para el manejo de gran nimero de
sueros.

El diagndstico Serolégico es especiaimente Gtil en estudios de tipo epidemiologico pero debe considerarse
que en numerosas ocasiones. en los lactantes menores con IgG materna, las infecciones especialmente a
V.R.S. pueden no inducir una respuesta detectable de anticuerpos, fenémeno que también suele observarse en
los adenovirus. Ademas pueden producirse reacciones cruzadas entre virus relacionados antigénicamente.
Para influenzas de diferentes serotipos, especialmente en las reinfecciones, lo que hace dificil a interpretacion
de resullados. Sin embargo. permite procesar un gran nimero de muestras transformandola en una hema-
mienta muy atil especialmente en el estudio de brotes epidémicos. La respuesta seroldgica a la reinfeccién
respiratoria generalmente es bastante consistente y rapida, y permite un diagnéstico en casos en que la breve
eliminacién de virus. y en baja cantidad. no permite ser detectado por otros métodos.

La deteccion de IgM especifica. tan til en una sola muestra de suero en Rubéola por ejemplo, no es valida en
las infecciones respiratorias donde en numerosas ocasiones la IgM reaparece en reinfecciones o reactivaciones
haciendo muy dificil la interpretacion de resuitados positivos. Por ello debe siempre usarse las dos muestras de
suero: agudo y convaleciente. También se ha tratado de utilizar la formacién de anticuerpos en las secreciones
respiratorias. fundamentalimente IgA. y aungue su formacion ha sido totalmente comprobada. no ha podido ser
utilizada con fines diagnosticos de rutina debido a su dificil estandarizacion.

FUNDAMENTO:

La hemdlisis radial simple se basa en la lisis de los eritrocitos suspendidos en agar y en presencia del
complemento. Los eritrocitos son sensibilizados con el correspondiente antigeno. Si el suero problema lieva
anticuerpos contra este antigeno se produce Ia lisis en presencia de complemento. Si el suero problema no
lleva anticuerpos no se produce la lisis.



Usos:

Esta prueba se utiliza como método de escrutinio para detectar anticuerpos contra cualquier virus hemagluti-
nante al ser una técnica rapida y al alcance de cualquier laboratorio. De esta forma se utiliza en campaiias de
vacunacion por ser una prueba mucho mas barata y.realizable que la inhibicién de la hemoagiutinacién la cual
requiere del uso de suspensiones de virus.

Ejemplo: Hemdlisis radial simple en rubéola.

En el laboratono se utilizan los siguientes sueros:

1. Embarazada de 2 meses. 5. Mujer de 33 afios.
2. Adolescente de 15 afios. 6. (+) Suero control positivo.
3. Embarazada de 3 meses. 7. (-) Suero control negativo.
4. Mujer de 25 afios.
TECNICA:
> Poner 1 ml. de suspension de eritrocitos de oveja al 5% en 2 tubos estériles
» Marcar cada uno como “Test” (T) y otro como “Control” ©
» Afadir 0.5 mi. de hamglutinina de rubéola purificada (Titulo 1:128) Unicamente a los eritrocitos del {ubo
“Test".
> Mezctar suavemente y dejar 5" a temperatura ambiente.
> Anadir a ambos un tampdn para fijacion de complemento (conteniendo fenobarbital, Mg2+ y Ca2+.

A\

\d

Centrifugar a 2000 rpm. de 3°-5".

Decantar cuidadosamente el sobrenadante. Los eritrocitos del tubo “Test" estdn ahora sensibilizados al
antigeno de la rubéola.

En ambos tubos:

a)
b)

c)

d)
e)
f

9)

Resuspender cada uno de los sedimentos de eritrocitos en 0.5 ml. de la solucidén tamp6n.

Afiadir 0.5 m!. de complemento de cobayo, mezclar y calentar en bafo de agua a 43 °C. durante unos
segundos.

Afadir 5 mi. de agar al 1% en solucién tampon (calentado a 43° C.) mezclar inmediatamente y poner en
una placa de petri-estéril, cubrir 1a placa.

Dejar gque el agar de las placas solidifique y marcar ambas piacas como “Test” (T) y “Control” ©.
Realizar 7 pocillos en cada una de las placas.
Marcar los pocillos como 1,2.3,4,5 +y-.

Poner 30 pl. del correspondiente suero en cada uno de [os pocillos.

Poner las placas a incubar a 37° C. toda la noche.



RESULTADOS:

Después de la incubacion a 37° C. toda la noche fas placas presentan los siguientes resultados:

PLACAT PLACAC
1. halo2cm 1. nohalo
2. halo0.5cm 2. halo0.5cm
3. nohalo 3. no haio
4. halo1.5cm 4. nohalo
S, no halo S.  nohalo
+)halo 1.2¢cm +} no halo
-) no halo -) no halo

Una zona de lisis de eritrocitos alrededor del pocillo mayor en la placa “T" que en la placa “C" indica la
presencia de anticuerpos frente a la rubéola en ese suero.
e Concentracion de Ac’s frente a rubéola >5 unidades/ml. (con suero+ control).
» Presencia de Ac’s frente a rubéola * pero a baja concentracion (<5 unidades/mi.).
« No detectados Ac's frente a rubéola.

Una zona de lisis de eritrocitos al alrededor de pocillo mayor en la placa “T” que en la placa “C" indica la
presencia de anticuerpos frente a la rubéola en ese suero.

= T |
Observacion i Resultado

T
Zona de lisis en fa placa “T” mayor la del suero | Concentracion de Ac's frente a rubéola >5
positivo control. unidades/ml. (con suero positivo control).

Zona de lisis en la placa “T" menor que la de! | Presencia de Ac’s frente a rubéola pero a baja
suero (+) control pero mayor que en la placa|concentracion (<5 unidades/ml).
control.

Zona de lisis en la placa “T" ausente o igual a|No detectados Ac's frente a rubéola .
menor que la zona en la placa control.

8.3.12 ELISA

En el idioma inglés se denomina enzyme-linked inmunosorbent assay y mundialmente se conoce como ELISA
(Debido a que es versatil, sensible y facil de manejar, este método se adapta para la identificacion de un
nimero casa vez mayor de moléculas de interés biologico, sobre todo para el diagnéstico clinico. En lo
fundamental, consiste en pegar el Ag 0 el Ac. segun sea el objeto de la busqueda. a una fase soélida, como
perlas, discos, tubos. microplacas de polivinil 0 poiiestreno. La reaccién continua su desarrollo al agregar los
reactantes. que se adhieren a la fase solida, y el material sobrante se elimina por simples lavados entre cada
paso. Para revelar la reacciéon se emplean conjugados de anticuerpos marcados con enzimas que, al reaccionar
con el sustrato adecuado, dan una reaccion coloreada facil de medir en un espectrofotémetro o a simple vista.
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La cantidad de color presente en un determinado tiempo es directamente proporcional a la concentracién del Ac
0 Ag presente en la muestra. (fig 8.12)
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Hay vanantes en el método de ELISA para subsanar las dificultades o caracteristicas del material a deter-
minar. El método indirecto es el de mayor difusion y se aplica para la determinacion de | Ac, por lo cual se utiliza
sobre todo para el diagndstico clinico. Consiste en pegar al Ag en la fase solida, lavar para eliminar el
excedente, agregar de inmediato el suero problema e incubar el tiempo necesario para que se efectie la
reaccion. De nuevo se lava para eliminar el material que no reaccion6; se agrega antigamma marcada con la
enzima (este Ac debe ser de la misma especie animal del Ac a determinar ), se vuelve a incubar y al final se
agrega el sustrato correspondiente para que desarrolle el color, en el caso de una prueba positiva.

Cuando lo que se desea investigar es un antigeno, la técnica que se aplica es la de doble anticuerpo o de
emparedado. Aqui el Ac se pega a la fase sélida y se aplica la solucion que contiene el Ag a determinar; el paso
siguiente es adicionar de nuevo el anticuerpo que sirvié de anclaje a un segundo anticuerpo. marcado con una
enzima, y por ultimo, el sustrato. (1)

FIG &1 directas g indirectas de inrmunodiagnostica
gue peungten detectsar antiganas o anlicusrpos respactivamsnte

sdaf un anticusrpo {especig) canjugsda con un

dor. Se implercentan en sistemas de 1) celuias 2) Placs mene
Bda” 33Ftaca eo siatemas de “captura” d)Exfera inente o

, L35 LEBD A

INMUNODIAGNOSTICO
LEARIT Ty PN HEG X
i v
f o - . .
AN LB U 5}147‘.“.(‘»’?4::’"’.‘

« OTROVERFD

141



Técnica de Elisa

= Agregar 200 yl. de cada suero diluido a una celda de antigeno positivo y 200 pl. a una celda de
antigeno negativo. Actuar rapidamente para reducir al maximo la diferencia en tiempo entre la primera y
la ultima celda. :

= Incubara 37 ° C. poruna hora.

= Descarar el inoculo.

= Agregar la solucion buffer pH 7.0 a cada celda.

= Descantar rapidamente el buffer.

= Lavar nuevamente cada celda tres veces por 5 minutos cada vez con buffer pH 7.0.
= Secar la placa sobre grasa.

= Agregar 200 pl. de proteina A peroxidasa por celdas.

= Descartar rapidamente.

= Lavar nuevamente con buffer pH 7.0 cada celda. tres veces, por 5 minutos cada vez.
= Secar la bandeja sobre grasa

= Afadir 200 ui.

= Incubar en camara humeda protegido de la luz, durante 15 minutos.

= Agregar 50 ul. de H,SO,4 2M a cada celda (detiene ia reaccion).

LECTURA:

Se hace en lector Elisa a 492 nm. (D.O.). Utilizar como blanco la fila de una bandeja que corresponda al
antigeno negativo y a la cual se le adiciono buffer pH 7.0 en lugar de suero.

El suero positivo de referencia debe tener una lectura igual o dos veces mayor, a la del suero control negativo.

Para considerar un suero problema positivo debe tener una lectura igual o mayor a la del suero control
positivo de referencia

8.3.13 Aglutinacion en particulas de latex.

Cuando la accion del Ac esta dirigida a Ag’'s que esta en a supedficie o forman parte de la membrana de un
microorganismo o de una célula, el Ac produce su agregacion, dando lugar al fenémeno visible Hamado
aglutinacion. Por otra parte. 1as células recubiertas con pariculas de virus pueden ser aglutinadas por anticuer-
pos contra estos virus. Igualmente pueden empiearse para detectar virus que estén en las células infectadas.
ya que los anticuerpos contra estos virus produciran ia aglutinacion de las células.

Los anticuerpos aglutinantes actian en sofucion. dependiendo de la estructura molecular del anticuerpo (IgG

o IgM)y. portanto de su valencia, de densidad antigénica en la superficie de las células y del propio medio
(fuerza idnica).

La agiutinacion se lleva acabo en solucion menor o iguat 0.15 M de NacCl. La fuerza idnica es importante
puesto que un pH alto llevan generalmente a la superficie a una carga negativa., que debe ser neutralizada por
iones de carga opuesta antes de que las células puedan entrar en contacto para que los anticuerpos formen
puentes especificos entre ellas. De ahi que, aunque !a superficie de las particulas posean anticuerpos. es
posible que la aglutinacién no se produzca en caso de que la concentracion salina sea excesivamente baja (por
ejemplo, mayor 10-3 M de NaCl)

Cuando una mezcla de particulas faciimente distinguible entre si, como son los eritrocitos nucleados de la
aves y los hamaties anucleados de los mamiferos, se afade a una mezcla de sus anticuerpos respectivos, cada
cumulo que se forma consta de cétulas de uno o de otro tipo. El gran parecido existente entre las reacciones
de aglutinacion y tas de precipitacion se pone de manifiesto a través de la reacciones cuantitativas de aglutina-
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cion. Por las que se determina la cantidad de anticuerpo adsorbido por un tipo determinado de antigeno parti-
culado.

La reaccion de aglutinacién se usa ampliamente como método semicuantitativo. Un determinado volumen de
una suspensioén celular se afiade a una serie de tubos, cada uno de ellos con volumen fijo de antisuero o
antigeno a una dilucion diferente, generaimente doble progresiva. La reaccion se acelera mediante agitacion y
calentamiento a 37° C, y entonces se detecta la aglutinacién mediante observacién directa, una vez que las
células han sedimentado o tras haber procedido a un ligero centrifugado. E! titulo relativo de un antisuero se
expresa como reciproco de la dilucién mas alta que produce aglutinacion.

El titulo estudiado por medio de la aglutinacion no es muy preciso (+/- 10%), pero re§ulta muy facil de _obtener
y proporciona indicaciones validas sobre la concentracion relativa. De aqui que la titulacién por medio de la

aglutinacion tenga un enorme valor practico cuando se siguen los cambios de titulo de Ac con relacién con el
tiempo durante una infeccién virica, por ejemplo.

Seria de esperar, por analogia con las reacciones de precipitacion, que la aglutinacién disminuyera progresi_-
vamente con la dilucién de un antisuero. Sin embargo, ciertos sueros dan tan solo lugar a reacciones de Agluti-
nacion si han sido diluidos cientos o miles de veces. Si por el contrario se encuentran en forma concentrada o

tan sélo ligeramente diluida, no reaccionan con el Ag. Esta Gitima region del titulo recibe el nombre de prozona
y es anéloga a la zona de exceso de Ag.

Las reacciones de aglutinacion utilizan como componentes lo siguiente: las particulas mas ampliamente
utilizadas son los glébulos rojos (hemaglutinacion) o un polimero sintético como el piliestreno (fatex). La adhe-
sién depende generalmente de ta adsorcion por enlaces no covalentes.

8.3.14 Inmunomicroscopia electronica (IEM)

El trabajo pionero en este campo fue hecho por Singer y Schick Sternberger, (1976), El método Singer y

Schick involucra el acoplamiento de ferritina (una proteina electrodensa aislada de bazo de caballo. que contie-
ne hierro) a un Ac especifico.

Una dificultad con esta técnica es que el complejo ferritina-Ac, raramente puede ser inducido para per)elrar en
el interior de la célula debido a su gran tamario. Por esa razon, la reaccion ha sido principalmente utilizada en
reacciones de superficie de la célula.

Otro procedimiento involucra el ligar a una enzima con el anlicuerpo. Esta lécnica fue propuesta independien-
te por Nakane y Pierce (1966) y Avrameas y Uriel (1966).

Después de que el Ac acoplado a la enzima reacciona con el Ag en el tejido, con una técnica electrocitoqui-
mica estandar se puede realizar la localizacion de la enzima.

La penetracion det complejo Ac-enzima hacia el interior de la célula es un poco mejor que con la ferrtina
debido a su menor tamario.

Fundamento

La reaccion Ag-Ac es un reaccion altamente especifica, un Ac particular reacciona con uno y solo un Ag en
particular.

La inmunomicroscopia electronica (IEM), permite la visualizacion de inmunoagregados especificos, que se
detectan mas facilmente que los virones monodispersos, este procedimiento aumenta la sensibilidad del
microscopio electronico aproximadamente 1000 veces.




Reactivos:

*.

< Inmunoreactivos:

¥ Anticuerpos
» Antigeno

o,

< Marcadores:
1. Inmunoenzimas

> La peroxidasa de rabano es la enzima mas ampliamente utilizada, pero también son utilizadas, la
fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa.
2. Radiomarcadores
> Se utilizan Ac's monoclonales marcados internamente con Tritium.
3. Complejos metal-metalioproteinas y polisacaridos
» Ferritina: involucra el acoplamiento de ferritina (una proteina electrodensa aislada de bazo de caballo,
que contiene hierro) a un Ac especifico, tiene un P.M. de 750 Kd.

» Metal-dextran (Imposil®) y hierro-particulas de mananas: Se conjuga con la Ig’s y la forma de aguja
que tiene ha sido usada para distinguirla de la ferritina en inmunocitoquimica de doble marcacién en
secciones congeladas ultradelgada.

4. Oro coloidal
» Es la particula mas comunmente utilizada como marcador en inmunomicroscopia.
> Es una particula electrodensa. no citotoxica y es estable en solucién.

5. Marcadores adicionales:

» Uranil » Polietiteneimina
> Hierro > Poliestireno
> Mercurio » Microesferas de silica

Procedimiento

» A nivel de microscopia electronica el Ac se marca con una sustancia electrodensa el cuat causa que el
sitio de la reaccion Ag-Ac pueda ser visible en el microscopio electrénico.

» El complejo del anticuerpo-sustancia electrodensa se aplica entonces a lejidos ya fijjados y permite que
reaccione con cualquier antigeno especifico que pueda estar presente en ei tejido.

» El tejido se lava para quitar anticuerpo que no reacciono y entonces se observa con un microscopio
electronico.

Ejemplos:

La IEM fue el primer método utilizado con éxito para visualizar el virus de la hepatitis A.

8.3.15 Anticuerpos Monoclonales

Los AMA fueron producidos por vez primera por Kholer y Milstein en 1975, que obtuvieron el Premio Nobel de
Medicina en 1984 por tal descubrimiento. LLos mencionados autores consiguieron unir dos células y obtener un
hibrido (Hibridoma) que presentaba caracteristicas funcionales de ambas pobiaciones celulares. Asi. fusiona-
ron un linfocito B de bazo de un raton inmunizado con eritrocitos de oveja que producia anticuerpos contra un
epitope del eritrocito. con células de mieloma de un ratén que vivia de forma indefinida “in Vitro™. Obtuvieron
un hibrido que era capaz de segregar inmunoglobulinas frente al epitope del ertrocito de oveja de forma
permanente. ya que ei hibridoma también habia adquirido la capacidad de secrecién de inmunoglobulinas del
mieloma y su capacidad para vivir "in Vitro". Es decir. consiguieron producir anticuerpos “in Vitro™ frente a un
solo determinante de una compleja estructura antigénica.
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Etapas de produccion de hibridomas:

N

Obtencion de antigeno 5. Seleccion de los hibridomas positivos
Inmunizacion 6. Clonaje y estabilizacién

Fusién 7. Caracterizacién

Restriccién dei crecimiento a los hibridos

formados

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Los Anticuerpos monoclonales son Ac uniformes y homogéneos elaborados por un solo clon de células
plasméticas, lo que les confiere especificidad para un mismo detemminante antigénico, con la ventaja de
poderlos producir en grandes cantidades.

Los anticuerpos monoclonales son producidos por la fusion de células productoras de Ac (Linfocito B) y
células tumorales (mieloma) en un medio de cultivo. La célula resultante se llama hibridoma.

En 1975, Kohler y Milstein describieron por primera vez un método para producir AcM, trabajo por e! cual
recibieron el Premio Nobel.

Para hacer Ac monoclonales, necesitamos:

»
»
»

ook 0N -

a)
b)

Anticuerpos con una sola especificidad.
Todos deben ser producidos por un solo clon de células plasmaticas.
Que puedan crecer indefinidamente.

Metodologia:

Inocutar a un animal de laboratorio (ratén) el Antigeno de interes.

Extraer las celulas de bazo (Linfocitos B productores de Ac) del animal inoculado.

Tener en un medio de cullivo las célutas de mieloma HGPRT. (*).

Cultivar ambas celulas (fusion) en un medio HAT. (**).

Realizar pruebas al sobrenadante del cultivo para detectar la produccion de los Ac deseados.

Elegir solo una céiula del hibridoma en el cual se haya encontrado una produccion positiva del Ac
deseado, y subcultivada en otro medio.

Realizar nuevamente pruebas al sobrenadante para confirmar la presencia de los Ac de interés. Cada
Subcultivo positivo, que ha sido iniciado de una sola célula, representa un clon y sus anticuerpos son
monoclonales. Es decir. cada cultivo secreta un tipo de Ac dirigido contra un solo determinante antigéni-
co (antigeno preseleccionado).

Proliferacion de AcM. ya sea “in Vitro” (cultivo) o “in Vivo" (ratones).

(") Las células de mieloma deben haber perdido su habilidad para sintetizar Hipoxantina-guanina-
fosforibosiltransferasa (HGPRT). Esta enzima permite a las células sintetizar las purinas usando una
fuente extraceluiar de Hipoxantina como un precursor. Normalmente. la ausencia de HGPRT no
ocasiona problemas a las células porque las células cuentan con una via alterna para poder sintetizar
purinas. Sin embargo. cuando las células son expuestas a aminopterina {un analogo de! ac. Folico) son
incapaces de usar dicha via alterna y dependen totalmente de ia HGPRT para sobrevivir.

(**) Medio HAT: Contiene Hipoxantina, Aminopterina y Timidina.
Las células de mieloma gue no se fusionaron a las células B, no pueden crecer por falta de HGPRT.

Las células B de bazo gue no se fusionaron, no pueden crecer indefinidamente debido a su limitacién
biologica.



€) Las células del hibridoma (producido por fusiones exitosas) pueden crecer indefinidamente gracias a
que la célula de bazo proporcionada ta HGPRT necesaria y a que el mieloma es inmoral.

Desventajas:

> Los AcM son producidos en ratones y el sistema inmune humano los ve como e‘lgemes extrafios y
montan una Respuesta Inmune produciendo HAMA (Anticuerpos Humanos Anti. Raton).

» Por lo anterior, son eliminados rapidamente del organismo, ademas de formar complejos inmunes que
causan dano a os rifiones.

Para resolver este problema. se han hecho anticuerpos quiméricos (la parte de unién del Ac “regién
hipervariable” de ratén que se une al Ag se fusiona con la parte efectora “region constante™ de un Ac humano
por ingenieria genética. Ademas, aunque todavia se encuentran en fase experimental, se han hecho ratones
transgénicos en los cuales se inserta un gen para la elaboracién de Ac humanos; 0 con sus propios genes para
hacer Ac “knocked oul”.

El resultado es:

» Un ratén inmunizado con el Ag deseado.

> Ac producidos por humanos y no por ratones contra el Ag deseado.
> Poder fabricar todos los AcM humanos.
Ventajas:
> Derivan de un clon aislado y comprenden un reaclivo bien definido.
» Su produccién permite obtener cantidades ilimitadas del mismo reactivo con caracter homogéneo.
> Pueden prepararse con antigenos no purificados

\G

La afindad y 2specificidad se hallan definidas

Usos:

> Tipificacién de varantes genéticas de virus, proteinas y enzimas.

> Reactivos inmunoadsorbentes para el aislamiento especifico de antigenos, como los receptores de
estrégenos y progesterona.

» ldentificacion y aislamiento de receptores celulares.
> Identificacion y productos genéticos proteicos en los experimentos de recombinacion del DNA.

> Identificacién de determinantes antigénicos aislados de una amplia variedad de proteinas, ac. Nucléicos
y polisacaridos.
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Capitulo 9. TECNICAS UTILIZADAS EN MEDICINA VETERINARIA

9.1 MUESTRAS DE SANGRE Y FLUIDOS

En el diagnéstico seroldgico de las infecciones virales, la validez de las pruebas y su interpretacién se basa
en los principios cardinales de la coleccion (toma), preparacion, preservacién y manejo de las muestras de
sangre. La coleccién oportuna, en forma estéril, volumen adecuado, acompainada de una documentacién deta-

llada e inteligible, sometidas a refrigeracion y conservacion apropiada a un rapido envio, son promisorios de un
exitoso trabajo de laboratorio.

El momento de toma de una muestra de sangre en la fase aguda de la enfermedad debe hacerse tan pronto
como se sospecha que es de origen viral. La cantidad sugerida de sangre completa esta entre 15y 20 ml.

En el laboratorio la sangre se debe mantener a 28° C por 30 minutos, periodo necesario para que se forme el
coagulo. Luego se refrigera el espécimen a 4° C. para acelerar su retraccion; seguidamente y para maxima
obtenci6n de suero se debe centrifugar a 1.500 rpm. por 10 minutos. Utilizando una pipeta (Pasteur) con una
aspiradora de caucho en el extremo, se retira cuidadosamente el suero y se transfiere a un recipiente (vial)
estéril, preferiblemente con tapa de rosca que permita un sistema hermético. El suero asi preparado no necesa-
riamente debe conservarse congelado (el congelamiento y descongelamiento repetido, puede ser deletereo

para los anticuerpos). Sin embargo, si la prueba no se realiza el mismo dia y se sospecha contaminacién del
suero, este debe congelarse.

Debido a que la mayoria de los médicos veterinarios, no tiene tiempo o facilidades para separar el suero del
coagulo, puede enviarse al laboratorio la muestra de sangre “completa”, procedimiento que minimiza la posibili-
dad de contaminacién. En este caso no debe congelarse, ya que este proceso produce hemdlisis total. Usual-
mente en muestras completas enviadas, la retraccién del coagulo ya ha ocurrido cuando llega al laboratorio y el
suero puede asi ser removido rapidamente. Puede ahorrarse algun tiempo, cuando para tomar las muestras se
utilizan tubos que se ajusten a soportes estandares de centrifuga; de otra forma el suero debe ser retirado en
forma aséptica, colocada en otro tubo y centrifugado para depositar asi los elementos celulares presentes.

Evitar la contaminacién bacterial es un problema aun cuando en el laboratorio ofrezca tubos virales estériles.
Esta contaminacién ocasiona degradacion proteinica y es toxica para el sistema indicador de la prueba. La
accion enzimatica puede también destruir los anticuerpos. Los sueros contaminados, pueden ser filtrados a
través de filtros Seitz o Millipore.

El uso de anticoagulantes y preservativos tornan el suero anticomplementario, es preferible manejar el suero
asépticamente, ademas cuando se utiliza para pruebas de neutralizacion, el preservativo puede tener efecto
deletereo sobre el virus o ser toxico sobre las células 0 ambos.

Ademas de la contaminacion se debe evitar la hemolisis, los sueros hemolizados por agitacion fuerte de la
sangre, empleo de tubos y jeringas humedas, etc., no son apropiados para la deteccion de anticuerpos.

El costo de cada muestra es alto y con frecuencia se pierde el esfuerzo simplemente por derrame del suero
durante el transporte. Los tubos con tapon de caucho deben ser asegurados con cinta adhesiva. La conserva-
cion y envio se va a demorar unos dias, es preferible congelar las muestras,

Los resultados de una sola muestra de sangre se utilizan principalmente en el analisis epidemiolégico de
poblaciones. Su interpretacion como diagnostico individual es de poco valor. Para que tengan validez se deben
tomar al mismo animal dos muestras de sangre asi: la primera durante el momento febril o cuando se detectan
los signos y la sequnda muestra, dos semanas mas tarde, esperando observar un aumento en el titulo de
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anlicuerpos, situacion que significa multiplicacién viral y estimulo del sistema inmune, conduciendo todo a un
diagnéstico real.

9.1.1 Fluidos y fetos

Para la determinacion de Ig en el feto. Este debe tener 70 dias de gestacion o mas (longitud mayor de 17 cm.)
Se toma suero fetal, fluido toraxico, pericardico o fluido de la cavidad cerebral. El fluido de la cavidad abdominal
no es aconsejable por que puede estar contaminado con el producto del estémago.

Si se intenta conocer la actividad viral, en un feto medida por el desarrollo de anticuerpos especificos, es

necesario recordar que, normalmente no hay transmisién de anticuerpos maternos a través de la placenta de la
cerda.

Existen dos causas posibles que explican la presencia de inmunoglobulinas en la circulacién sanguinea fetal.
Si existe dario en la placenta, entonces la Ig materna junto con otras proteinas séricas pueden alcanzar el feto;
en otros casos, el sistema inmune fetal puede ser estimulado por un antigeno introducido durante la prefiez. Se
sabe que el feto se hace inmunocompetente alrededor de los 55 dias de gestacion, asi los anticuerpos pueden
ser delectados en la sangre fetal circulante alrededor de los 70 dias.

9.1.2 Interpretacion

Una muestra de suero positiva a un agente viral nos esta indicando que existio algin contacto previo con ese
agente, pero no si aun esta infectado, si es portador crénico, o si se ha eliminado el agente o si esos anticuer-
pos fueron el resultado de una vacunacion anterior.

Los resultados negativos de pruebas serolégicas pueden indicar que los animales no han estado en contacto
con el antigeno. Sin embargo, se debe reconocer que existen circunstancias especiales que también producen
resultados negativos, ej. falta de especificidad de la técnica empleada en el laboratorio, animal inmunotolerante,
virus mal inmundgeno, reaccion cruzada; ademas la infeccion puede estimular alta respuesta celular, pero baja
produccién de anticuerpos circulantes.

En la mayoria de los casos una muestra serolégica positiva indica la presencia de una enfermedad; cuando
ella es comun o endémica en la piara, una prueba negativa identifica animales a riesgo.

La deteccion de IgM y/o IgG en fluidos de fetos anormales, puede indicar una infeccion en Gtero y ser utiliza-
das para detectar la accién de agentes especificos.

El éxito de los trabajos realizados en el laboratorio de virologia depende de la calidad de la muestra enviada y
de la experiencia del personal encargado de su realizacion.

9.2 Confiabilidad de las técnicas de laboratorio

En general se considera que las pruebas seroldgicas pueden ser aplicadas en dos situaciones diferenles:_ en
el caso de un animal individual, como herramienta para confirmar el diagnostico, y en el caso de una poblacion,
para estimar la prevalencia de una enfermedad dada.

Las razones de su aplicabilidad son la facilidad de su coleccion, rapidez en su ejecucion y resultados alta-
mente especificos. Cuando se trata de certificar la ausencia de enfermedades infecciosas en piaras las pruebas
seroldgicas ofrecen el Unico sistema practico.

En cualquier procedimiento analitico los resultados de una prueba se hallan alrededor de su valor verdadero.
El grado de variacién aceptable depende de la prueba y esta influenciado por la complejidad del métedo, la
necesidad de controlar factores como tiempo, temperatura, pH y la habilidad del personal del laboratorio para
controlar esos factores cuando se trabaja con intensidad
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Medidas de valoracién:

» Sensibilidad: habilidad de la prueba para deteclar todos los animales infectados:

Animales infectados positivos a la prueba

x 100
Animales infectados sangrados

» Especificidad: habilidad de excluir todos los animales que no estén infectados:

Animales no infectados negativos a la prueba
x 100

Animales no infectados sangrados

Existe la inquietud de que si un animal se ha recobrado de una infeccion y ha eliminado el agente infeccioso,

pero aun tiene anticuerpos contra el agente se pueda clasificar dentro del grupo de los infectados o no infecta-
dos.

Oftro problema para la definicion de estos parametros son la dificultad de identificar una suficiente poblacién
de animales inequivocamente infectados, igualmente dificil encontrar una poblacién conocida libre de infeccion.
Ademaés es complejo diferenciar un grupo de animales no infectados de otro expuesto a antigenos de reaccién
cruzada. Raramente se encuentran disponibles cifras exactas para determinar la sensibilidad y especificidad de
una prueba. Cada prueba requiere una concentracion minima de anticuerpos detectables. Al aumentar la

sensibilidad de pruebas serolégicas a través de modificaciones de la técnica se corre el riesgo de disminuir la
especificidad.

Lo ideal es que una prueba diagnéstica tenga alta sensibilidad y que al mismo tiempo posea alto grado de
especificidad. Sin embargo puede decirse que no existe una enfermedad para la que se disponga de una
prueba serologica con un 100% de sensibilidad y de especificidad

Cuando se examinan casos individuales, es importante que la prueba empleada sea sensible; lo que se desea
es detectar a todo animal enfermo. Por otra parte, un “falso positivo” generalmente no causa problema grave, ya
que el Médico Veterinario no basa su diagnéstico en un solo procedimiento y por lo tanto es posible demostrar
por otros medios que el resultado de la prueba fue falso.

En el caso de estudios de poblacion la situacién no es la misma, porgue el interés se centra en estimar una
prevalencia y no en tomar accion a nivel individual. Los resultados falsos en este caso no tienen ninguna
consecuencia directa desfavorable para los integrantes de la poblacién; en cambio pueden tener influencia
marcada en la sobre o subestimacion del valor de la prevalencia..

Cuando inicialmente se estudia una gran parte de la poblacion para detectar una enfermedad (en los estudios
de sondeo) la interpretacion de la prueba se dirige hacia una mayor sensibilidad en detrimento de la especifici-
dad. Esto se debe a que las pruebas iniciales no se enfocan a lograr diagnosticos definitivos sino que su
objetivo es mas bien detectar todos los casos posibles. Por lo tanto una alta proporcion de falsos positivos
(resultantes de una mayor sensibilidad) no es tan critico como una alta proporcion de falsos negativos
(resultantes de una mayor especificidad).

Si el proposito del estudio es estimar una prevalencia, la seleccion del método diagnéstico a usarse no debe
basarse solamente sobre consideraciones de sensibilidad y especificidad, sino también en su facilidad y costo.
Pruebas que no son altamente sensibles o especificas pueden igualmente brindar resultados dtiles. Muchas
veces es aconsejable utilizar una prueba sencilla y de bajo costo, siempre que ésta tenga un nivel aceptable de
sensibilidad y especificidad, sin importar que existan otras pruebas precisas pero sustancialmente mas comple-
jas y costosas. Estas consideraciones no son validas en el caso de analisis individuales, donde se debe preferir
el método de mayor sensibilidad y especificidad.

149



En las dltimas etapas de una campafa de erradicacién es conveniente contar con pruebas serolégicas de
buena sensibilidad y especificidad, si la campafia depende exclusivamente de la prueba serolégica. En la
practica se hace mayor énfasis en otras medidas de control, como el aislamiento de las granjas infectadas,
repeticion frecuente de las pruebas en aquellas granjas que se sabe estan infectadas, empleo de procedimien-
tos de vigilancia sobre granjas acreditadas, mantenimiento de areas libres de la enfermedad a través del control
del movimiento de animal.

9.3 Valoracion de anticuerpos

9.3.1 Titulos.

Se considera como tal, la concentracion de anticuerpos y corresponden a la dilucion mas alta del suero que
da una reaccion al aplicar una técnica. Asi, si la dilucion mas alta que reacciona es 1 en 64, el titulo sera 1:64.
Por otro lado puede darse el valor reciproco, lo que indica que el suero no diluido contiene 64 veces los anti-
cuerpos necesarios para la reaccioén.

9.3.2 Transformacion logaritmica de los titulos.

Normmalmente, un suero se diluye siguiendo una serie geométrica, es decir con una relacion constante
(usualmente 2) entre las diluciones sucesivas lo que indica que los titulos se deben valorar en una escala
logaritmica. Ya que la distribucidn de frecuencias de los titulos suele ser log o normal, deben utilizarse métodos
estadisticos que suponen normalidad. En una escala logaritmica, si la serie de dilucién geométrica presenta el
mismo intervalo, por ejemplo diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:18, etc., corresponden a una transformacién logaritmica
en base dos siendo 1, 2, 3, 4, etc., los respectivos logaritmos en base dos de los inversos de las diluciones,
pudiendo codificar como el valor de éstos logaritmos en base dos.

TITULOS DE ANTICUERPOS EXPRESADOS COMO LA INVERSA DE LA DILUCION (X) Y COMO TITULOS
CODIFICADOS.

de Ia dilucion Titulo codificado log *

1 (suero diluido) 0

1
4 2
6 3
16 4
32 5

6

64

Cuando se intenta suprimir alguna reaccién no especifica presente en las concentraciones elevadas del
suero, se pueden iniciar las diluciones segtn logs y continuar con diluciones log,, del siguiente modo 1:10. 1:20,

1:40, etc.
Titulos medios:

» La media aritmética se calcula sumando los titulos codificados y dividiendo por el nimero de ellos. Por
ejemplo, si tenemos cinco titulos 1:2, 1:4, 1:2, 1:8, y 1:4 los titulos codificados serdan 1, 2,1, 3y 2
respectivamente. Por lo tanto, la media aritmética es:

(1+2+143+42)/5=18
» El promedio geométrico (PG), es el antilogaritmo en base 2 de la media codificada. Puede calcularse a
partir de logaritmos en base 2 o con mayor frecuencia, utilizando logaritmos en base 10. Por ejemplo si

la media aritmética de varios titulos codificados es:

4.7, el Log; PG = 4.7




por tanto PG =2*7 = 26. Aplicando Logso:
Log,oPG = 4.7 x Logq02
=47 x0.301
=1.415
Antilog 1.415=26
Por lo tanto, el PG es 26

Si se comienza con una dilucién logy, y posteriormente se realizan diluciones log,, antes de hallar los
logaritmos en base 2 se dividen entre 10 los valores obtenidos. Por ejemplo, las diluciones 1:10, 1:20, 1:40,
1:80, serian codificadas como 0, 1, 2, 3, (la codificacién de la dilucién 1:10 es 0 porque equivale al suero no
diluido) con lo que se obtiene una media de 1.5;

Entonces PG /10=2"%
Logio(PG /10) =1.5x0.31=0.45
PG/ 10 = Antilog 0.45
=28
Por lo tanto el PG = 28

El logaritmo de cero no puede expresarse porque es “menos infinito". Por lo tanto, cuando se calcula la media
de los titulos codificados deben excluirse los animales seronegativos, ya que la inversa de sus titulos es cero y
no pueden codificarse; el titulo medio solamente puede calcularse con animales seropositivos

Ensayo Cuantitativo.

Un ensayo de este tipo mide una respuesta de tipo * todo o nada *, por ejemplo aglutinacion o no aglutinacion,
infectado o no infectado. Dos sistemas que se emplean con frecuencia son:

1. Ensayo de dilucion seriada simple.
2. Ensayo de dilucién seriada maltiple.

En el primer caso cada dilucién se valora una sola vez, por ejemplo, en una prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion, la dilucion mas alta que inhibe la aglutinacion de los eritrocitos es el titulo de anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacion. Es una forma de valoracion relativamente débil. Si el titulo es 1:32 quiere
decir gue 1:31 no produciria el efecto. Sin embargo, como 1:16 es la dilucion inferior realizada méas proxima, el
verdadero titulo podria estar entre 1:17 y 1:32 . Por ello, este tipo de titulacion. en la que se comprueban
solamente intervalos de dilucion, divide realmente Ias diluciones en bloques. Esta division en bloques es mas

evidente cuando los titulos se expresan como inferiores a, 0, superiores a, por lo tanto los datos son esencial-
mente ordinales.

En un ensayo de dilucion seriada multiple cada dilucion se valora varias veces (usualmente cinco). Se trata de
conseguir una valoracion fuerte. El punto limite es aquella dilucion de una sustancia a la cual un determinado
nimero de miembros del grupo de prueba presenta un efecto definido, tal como muerte o enfermedad. El punto
limite mas utilizado y de mayor valor estadistico es el 50%.

Asi, en farmacologia, |a toxicidad de un medicamento puede expresarse como dosis letals; (DLso): La cantidad

de medicamento que produce la muerte del 50% de los animales de la prueba expresada con relacion al
nimero LD50 que contenga.



Las titulaciones de punto limite cincuenta por ciento (50%) también se utilizan para valorar las concentra-
ciones de anticuerpos, en cuyo caso los titulos se expresan en relacion a la dilucién de suero que previene un
efecto en el 50% de los miembros de un grupo de prueba, producido por el agente infeccioso responsable de la
induccién de los anticuerpos que se pretenden valorar. Por ejemplo, la dilucién de un suero que impide la
infeccién del 50% en los cultivos celulares por parte de una concentracion estdndar de virus puede
considerarse: una dosis efectiva 50 (DEsg). Existen diversos métodos para calcular los puntos limites 50%, entre
ellos estan los de Reed-Muench y los de Spearman-Karber .

9.4 Recoleccién de muestras para animales.

9.4.1 Frotis
MATERIALES NECESARIOS: TECNICA:
* Dos portaobjetos, uno de ellos con dos de = Colocar una gota de material sobre el
sus vértices truncados extremo del portaobjetos de bordes
=  Acetonas enteros, apoyarlo sobre otro portaobjetos y,
= Palillos en angulo de 45° deslizario hacia atras.
= Hilo de algodén = Secar al aire. Fijar en acetona 10 minutos.
Secar.

» Para almacenarios, colocarlos de a pares
con las caras impresas enfrentadas,
separados por dos palillos atados con un
hilo de algodon.

= Congelar a temperatura inferior a —20°C.

Improntas
MATERIALES NECESARIOS: TECNICA:
= Hoja de afeitar o bisturi bien afilado. = Cortar un trozo de 6rgano en forma de cubo
= Un portaobjetos de aristas bien netas.
= Acetona = Apoyar una de las caras sobre un
= Palillos portaobjetos presionando suavemente.
= Hilo de algoddn = Fijarlo en acetona 10 minutos. Secar.

= Para almacenarlo, colocarlo de igual forma
que los frotis.
= Congelar a temperatura inferior a =20° C

9.4.2 Trozos de Organos y Tejidos

MATERIALES NECESARIOS:

» Envases plasticos o bolsas de polietileno y papel de aluminio o frascos de vidrio.

> Se envian aproximadamente 50 o 100 gramos de envases plasticos herméticamente envueltos o en
bolsas de polietileno cubiertas con papel de aluminio o en frascos de vidrio con tapa a rosca.

9.4.3 Muestras para el Aislamiento de virus

Hisopados: oculares, nasales, vaginales; material de: esofago, faringe, intestino; liquidos: cefalorra-
quideo, de vesiculas, orina, materia fecal; material obtenido en la necropsia: trozos de dérganos, huesos y
lejidos, exudados, raspados; lavajes: uterinos y prepucial, sangre.

Momentos de la recoleccion: (Ver cuadros 1y 2).



9.4.3.1 Hisopados

MATERIALES NECESARIOS: CONSTRUCCION DEL HISOPO:
Alambre o madera de 5 mm. de didmetro y = Enroscar la gasa alrededor del alambre en
20 cm. de longitud. un trayecto de 10 cm. Puede colocarse un
Algodén, gasa algodon dentro.
Tubo de ensayo = Se incluye en un tubo de ensayo tapado
Papel con un capuchén de papel atado con un
Hilo de algodon hilo.

= Se esteriliza en el mismo.
TECNICA:

Frotar el hisopo hasta su impregnacién en la superficie a muestrear. Luego se agita o diluye el material
en el tubo con medio de Hank's, tampén fosfato o solucidn fisiolégica.

Se descarta el hisopo debido a la toxicidad de las sustancias que lo integran.

9.4.3.2 Raspado Faringeo

MATERIAL NECESARIO: Copa Probarg estéril.

TECNICA:

Mantener a los animales en ayuno total durante 12 horas.

Una hora antes de tomar la muestra, dar agua.

Tomar la muestra por la mafana.

Con la copa obtener una muestra de raspado faringeo y de la porcion.

anterior del esofago.

Para ello, introducir la copa haciendo poca presion; el animal la deglute.

Deslizar la copa a la altura de los 6rganos mencionados tres o cuatro veces.

Obligar al animal a mantener la boca abierta mientras se extrae la copa, Cuidando de no derramar su
contenido.

Si ocurre regurgitacion, dar nuevamente agua para estimular la deglucion antes de intentar una nueva
toma.

9.4.3.3 Contenido Intestinal

En el animal vivo
MATERIALES NECESARIOS:
Bolsa de polietileno, papel de aluminio.

TECNICA:

Colocar la mano dentro de la bolsa y asi, dentro del recto del animal en forma de cufia, abriéndola luego
para tomar una porcion de contenido intestinal.
Retiraria cerrada, invertir la bolsa, que de esta forma contendra la muestra

En el animal muerto

MATERIALES NECESARIOS:
Piolin o hilo.

Frasco [ esteril con tapa hermética

TECNICA:

Ligar el intestino en dos sectores separados por una distancia de 10 cm. Cortar por fuera de las
ligaduras.

Colocar en un frasco.



9.4.3.4 Liquido Cefalorraquideo
MATERIALES NECESARIOS:

= Jeringa, aguja 6x20 6 T. Flower (punta
roma)

= Tapa protectora de la aguja (estériles).

9.4.3.5 Liquido de Vesiculas
MATERIALES NECESARIOS:

= Tubos capilares, sebo

= Jeringa, aguja y tapa o tubo de ensayo con
tapa de caucho.

9.4.3.6 Orina en animal vivo
MATERIALES NECESARIOS:

= Sonda plastica 5 mm. de didmetro (macho).

= Sonda rigida o sonda plastica flexible 1 cm.
de didametro (hembra).

= Frasco con tapa estériles.

9.4.3.7 Orina en animal muerto
MATERIALES NECESARIOS:

» Jeringa y aguja estéril con tapa.

9.4.3.8 Lavaje prepucial
MATERIALES NECESARIOS:

= Sonda para prematuros.
= Recipiente estéril con tapa.
* Medio Earle o Hank's con antibidtico.
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TECNICA:
Desinfeccidn y tricotomia de la piel adya-
cente a la articulacion atlantooccipital.

Introducir la aguja extrayendo liquido de la
cisterna magna (angulo de 45°).

Enviar en jeringa tapada o el liquido en
tubo estéril.

TECNICA:

Clavar el tubo capilar en la vesicula, aspirar
el liquido y tapar el tubo con cera o sebo
Extraer con la jeringa, enviar la jennga
tapada o volcar su contenido en un tubo de
ensayo y enviar éste.

Observacion:

Trozos de epitelio de vesiculas deben
enviarse con medio de soporte de Valle
(Ver Apéndice)

TECNICA:

Introducir la sonda por el orificio uretral con
cuidado, especialmente en machos, hasta
que se produzca eliminacién de orina por
aperiura de esfinteres.

TECNICA:

Extraccion clavando la aguja en el cuerpo
de la vejiga.

Se envia la jeringa tapada o en tubo.

TECNICA:

Introducir por medio de la sonda y aplicando
la mano en el orificio prepucial para cerrarlo,
250 cc. de medio de cultivo en la cavidad
prepucial.

Masajear de craneal a caudal.

Extraer el liquido por sifonaje dejandolo en el
recipiente que contenia el medio y cerrando
éste con tapa hermética.




9.4.3.9 Lavaje uterino
MATERIALES NECESARIOS: idem anterior. TECNICA:

9.4.3.10 Sangre

MATERIALES NECESARIOS:

Jeringa bien seca, aguja
Tubo de ensayo

= Introducir la sonda por el orificio uterino
externo.

= A través de ella colocar 500 cc. de medio en
la cavidad uterina.

= Extraer por sifonaje y colocar en frasco con
tapa.

TECNICA:

= Extraer lentamente 15-20 ml. de sangre en
una jeringa con anticoagulante.

Heparina (10 Ul/ml. de sangre) u otro = Agitar suavemente por inversién y enviar la
anticoagulante. jeringa tapada o volcar

El anticoagulante puede colocarse en la = suavemente el tubo.

jeringa.

9.4.3.11 Muestras para Técnicas de deteccién de Anticuerpos

Son necesarias dos muestras del mismo animal, una extraida al comienzo de la sintomatologia y otra luego
de dos a tres semanas, cuidando de individualizar los animales muestreados. Deben muestrearse mas de cinco

animales en diferentes estadios de la enfermedad.

a) Sangre

MATERIALES NECESARIOS:
Jeringa, aguja
Tubo de ensayo con tapén.

b) Suero

TECNICA:

= Extraccion de la forma corriente, vertiendo en
tubo sin anticoagulante. Tapar el tubo.

= Dejar en reposo y que no sufra agitacion.

= Nunca congelar la sangre entera.

Se indica cuando la muestra debe viajar varios Km. de distancia hasta su destino.

MATERIALES NECESARIOS:
Tubo de ensayo
Tapon de goma
Alambre de cobre espiralado.

TECNICA:

Colocar el tubo que contiene la sangre en un ambiente con
una temperatura de 22-23° C. durante dos horas hasta que
la sangre coagule y luego a 4° C. hasta que el coagulo se
retraiga. Separar el suero vertiéndolo en otro tubo.

Colocar la sangre en un tubo que se tapa con un tapon de
caucho adicionado con un alambre de cobre espiralado. Se
procede de la misma manera que en el punto anterior y
cuando se opera la retraccion del coagulo se retira el tapon
con el alambre que arrastra consigo el coagulo.

Clarificar a 1000 rpm. durante 20 minutos.

Congelar inmediatamente a -20° C. hasta su posterior
utilizacion.

Las muestras de suero deben estar libres de hemolisis,
bacterias y hongos.

153



9.5 Técnica de neutralizacion de fluorescencia (FA) para la deteccion de anticuerpos de la fiebre
porcina clasica (FPC) y de la diarrea viral bovina (DVB).

9.5.1 Materiales

Virus de FPC y DVB = Medio MEM
Suero positivo = Tubos Leighton
Suero negativo = Tubos de serologia

Conjugado especifico

9.5.2 Procedimiento

Propagacién del virus.

A. Fiebre Porcina Clasica:

»

v

VVYVVVY

v

Utilizar células PK15 (en frascos de 150 ml.) con 48 horas de incubacién; cuando la monocapa tenga
un 90% de confluencia, se elimina el medio de crecimiento.

Cubrir la capa de células con 10 ml. de la cepa A del virus del FPC con titulo no menor de 10°
unidades formadoras de placa (UFP) por ml.

Incubar las botellas a 37° C. por una (1) hora sobre un agitador orbital.

Agregar a cada botella 50 ml. de medio MEM que contenga 10% de suero fetal bovino (SFB).
Incubar a 37° C. por 48 horas.

Congelar a -70° C. y descongelar.

Centrifugar a 1.500 g. por minuto.

Recoger el sobrenadante.

Envasar en viales y usar como Stock del virus.

B. Diarrea viral bovina:

v

yvyvyvyvvyTewYyyewy

»

»

El stock del virus de DVB se prepara de manera similar, utilizando una cepa de NDAL adaptada a
células PK15.
Los frascos de 150 ml. sembrados con células PK15 se inoculan con 10 ml. de una dilucién de virus
que tenga un titulo minimo de 10® UFP por 0.1 ml.
TITULACION DEL VIRUS
A. FPC:
El stock del virus del FPC se titula para determinar la dilucién 6ptima que se usara en la prueba.
Preparar una serie de diluciones (e. i 1:500, 1:1000, 1: 2000, 1:2500) del virus stock.

Mezclar cada dilucién con una cantidad igual de suero negativo conocido de CP, diluido 1:8, hasta
alcanzar una dilucion final de 1:16.

Inocular 0.2 ml. de cultivo en tubos Leighton con células PK 15 6 0.1 ml. por cdmara en caso de
portaobjetos (la monocapa debera tener de 75 a 90% de cubrimiento).

Incubar a 37° C. de 18 a 24 horas.

Retirar y lavar la laminilla con PBS 0.01 M, pH 7.2, (salina buferada fosfatada).
Fijar en acetona (analitica) por 10 minutos.

Cubrir la laminilla con conjugado anti CP por 30 minutos a 37° C.

Lavar con PBS durante 10 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Dejar secar.
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>

Montar sobre portaobjetos y observar. La dilucién de virus que produce aproximadamente 10 PFU por
campo, utilizando un aumento 130 X, se selecciona como la dosis (concentracion) de virus para la
prueba.

Para evaluar la dilucién de virus seleccionada, se usa un suero conocido, positivo para CP que tenga un
titulo de neutralizacién de 1: 16. Los hallazgos de la prueba FAN debe ser o tener < 1 PFU por campo
observado y > 1 PFU por campo para la dilucidn de 1:16 y 1: 64 respectivamente. Si estas condiciones
se cumplen, la dilucién de virus seleccionada se considera satisfactoria para ser usada en la prueba.

B. Diarrea Viral Bovina : El stock del virus BVD se titula de manera similar utilizando una dilucién del stock del
virus inicial de 1: 50, 1:100, 1: 150, 200 y 250 con los reactivos apropiados para BVD.

NEUTRALIZACION DE FLUORESCENCIA

A.FPC

Prueba cualitativa (screening): Los sueros problema se prueban en dilucion 1:16.

| 2

b,

v
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Agregar 0.2 ml. de cada suero a 1.4 ml. de Medio MEM Eagle, contenido 7.5 grms/ml. de sulfato de

gentamicina y 3 g/ml. de anfotericina B. Esta proporcion de suero y diluyente corresponden a una
dilucién de suero de 1:8.

Adicionar 1.6 ml. de *virus prueba” de CP diluci6n final 1:16.
Incubar la mezcla virus- suero a 37° C. por 60 minutos.

Inocular en portaobjetos con camaras o en tubos Leighton que contengan células PK15 (0.1 ml. por
camara o0 0.02 ml. por tubo).

Incubar a 37° C. por 24 horas.
Fijar en acetona
Colorear un conjugado '

PRUEBA FAN CUANTITATIVA / DIFERENCIAL

Hacer diluciones de suero en base 4, de 1: 16 hasta 1: 1024 asi :

Tubo No.1 1.4 ml
Tubo No 2 1.5 ml.
Tubo No.3 1.5ml
Tubo No.4 1.5ml

Al tubo No 1 agregar, 0.2 ml. del suero problema: dilucién 1:8.

Tomar 0.6 ml. de la mezcla anterior y trasladar 0.5 ml. al tubo No. 2, el restante 0.1 ml. se descarta; el
resultado es una disolucion en base 4 y una dilucién 1:32 en el tubo No 2.

Del tubo No 2, tomar 0.5 ml. y pasario al tubo No 3.

Esta mecanica se repite para las siguientes diluciones; del ultimo tubo, remover y descartar 0.5 ml. para
obtener diluciones 1:8, 1:32, 1:128, 1:512.

Agregar volimenes iguales de “virus prueba” a cada una de las diluciones: dilucion final del suero 1:16,
1:64, 1: 256, 1:1024. (i. e. 1.0 ml. de virus de prueba al tubo 1y 1.5 ml. de virus prueba a los tubos de 2
al 4)

Incubar la mezcla virus-suero a 37° C. por 60 minutos.

Inocular 0.2 de inéculo en tubos Leighton con PK-15, de 24 horas.
Incubar a 37° C. por 24 horas.

Fijar las laminas en acetona.

Colorear con conjugado .

' Ver Técnica de Neutralizacion de Fluorescencia para Fiebre Porcina Clasica

157



9.5.3 Controles

Negativo: Suero conocido negativo diluido 1:16 (final); inocular dos tubos o portaobjetos con cadmaras, segun
el método descrito anteriormente.

Positivo: Un suero conocido positivo a CP en diluciones 1:16 y 1:64 (para el procedimiento cuantitativo/
diferencial se agrega un suero positivo a BVD con titulo 1:16).

9.5.4 Interpretacion:

Control Negativo: revisar 20 campos microscopicos para inmunofluorescencia.
» Registrar el total PFU.

» Determinar el promedio por campo, dividiendo el nimero de PFU, por el nimero de campos observa-
dos.

» El promedio se usa para calcular el 90% de reduccion de placa para la prueba.

» La reduccion del 90% representa el nivel (umbral) para considerar un suero positivo. Por ejemplo, si se
cuentan 200 placas PFU en campos observados para el control negativo, el resultado seria 10 PFU/
campo. Dando 1PFU/campo como nivel positivo (utilizando el 90% como criterio de reduccion),
cualquier dilucién de suero que tenga un promedio menor de 1PFU/ campo, sera registrado como
negativo para esa dilucion. La dilucion 1: 16 del suero conocido como positivo debe producir menos de
una placa por campo y la dilucion 1:64 debe producir mas de una PFU por campo.

Una desviacion + 0.2 PFU a partir del optimo nivel positivo del 1PFU por campo, debido al cambio de la
susceptibilidad celular u otro parametro de la prueba, indica la necesidad de su reevaluacion.

B. Diarrea Viral Bovina:

El procedimiento de coloracion inmunofluorescentes FAN para DVB, es el mismo que se describio
anteriormente, excepto que el conjugado que se emplea para el procedimiento cuantitativo es DVB.

Diarrea Viral Bovina: La interpretacion y los controles son los mismos para la prueba FAN y DVB.

9.5.5 Reactivos y soluciones

* Salina Bufferada Fosfatada (PBS) 0.01M, pH 7.2

= NaCl 8.5gr
= Na,HPO, 1.14 gr.
=  NaH,PO4 0.254 gr.
= Agua Destilada 1000 ml.

AjustarelpHa 7.2

9.6 Técnica de Inmunofluorescencia indirecta ( IFl ) para detectar anticuerpos de FPC y diarrea viral
bovina.

9.6.1 Materiales

= \irus de FPC y DVB = Suero Positivo
= Tubos Leighton = Acetona
= Conjugado Especifico = Azul de Evans



9.6.2 Procedimiento
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Retirar los portaobjetos infectados del congelador Revco —70° C. y déjelos secar. Este procedimiento
puede acelerarse por medio de :

Refijar por 10 min. En acetona fria 6

Ventilar con aire caliente con un secador de cabello
Identificar los portaobjetos (usar lapiz) en el extremo escarchado pues la tinta puede correrse y las
etiquetas se manchan.
Agregar una gota de suero positivo a cada impresion de antigeno.
Incubar en camara himeda por 30 minutos a 37° C.

Sumergir el portaobjetos en un vaso con PBS para lavar la mayor parte de la gota (el empleo de un
agitador magnético acelera el proceso de lavado).

Recordar que el conjugado debe corresponder a la especie de anticuerpo usado. Ej.: con suero
humano Usese IgG de cabra anti-humano, con fluido ascitico de raton (sese IgG de conejo anti-ratén
(no importa el animal huésped de donde se obtuvo el antigeno).

Lavar con PBS.

Sin dejar secar el portaobjetos, agregar glicerina amortiguada y colocar la laminilla.

Observar al microscopio de fluorescencia.

Los portaobjetos pueden almacenarse a 4° C., y leerse después.

El azul de Evans (contrateiiido) reduce el fondo verde no especifico, pero también reduce el brillo de Ia

fluorescencia especifica si esta demasiado concentrado. Las células negativas de fondo se veran de
color rojo.

9.6.3 Preparacion de portaobjetos con antigeno.
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Inocular botellas de 25 cm? ¢ 75 cm? con monocapa de cultivo celular apropiado para el virus a emplear.
En general emplear una dilucion de 10" 6 107 es preferible que usar la cosecha original concentrada.
Retirar el medio de cultivo por decantacion.
Diluir el virus (de cosecha original) en diluyente MEM Eagle,

Inocular las botellas con los siguientes volumenes:

0.2 ml. 25 cm?

0.5 ml. 75 cm?
Incubar 30 minutos a 37° C.

Agregar medio de mantenimiento (normalmente con 2% de suero bovino fetal) apropiado para la mono-
capa celular

Revisar los frascos diariamente para observar efecto citopatoldgico (CPE).
Cosechar el virus cuando los CPE sean focales todavia (1-1 0 1+).

Si los CPE estan muy avanzados, los portaobjetos preparados tendran exceso de células fluorescentes y
seran de baja calidad (demasiado desecho).

>
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Decantar el medio de cultivo.

Enjuagar la monocapa 1-2 veces con PBS pH 7.2 6 7.4,

Agregar tripsina-versene a los frascos.

Dejar reposar 1-2 minutos y decantar.

Agregar tripsina-versene fresca.

Incubar el frasco a 37° C. hasta que la monocapa empiece a desprenderse normalmente.
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Agregar:
1) PBS solamente ¢
2) Solucidn salina isoténica conteniendo 5% de suero bovino fetal.

> Pipetear vigorosamente para separar las porciones de monocapa.

» Agregar un volumen menor y poner una gota en un poriaobjetos y, con microscopio, evaluar la
densidad de la suspension. Si hay demasiadas células, diluir un poco mas.

» Transferir la suspension a un envase limpio. Si esta preparando méas de 100 portaobjetos, se reco-
mienda el uso de un agitador magnético para dispersar las células.

> Agregar una gota a cada circulo en un portaobjetos previamente numerado, 12 gotas por cada
portaobjetos

» Secar en una cabina con el ventilador (aproximadamente una hora).

» Cuando estén completamente secos los portaobjetos, fijar en acetona fria (4° C.) por 10-15 minutos

en refrigerador.

Almacenar los portaobjetos a —=70° C.

Colorear con conjugado (ver técnica de neutralizacion de fluorescencia para Fiebre Porcina Clésica)

Yy

Lectura:
FA positivo = verde brillante
FA negativo = rojo (si se usa contratefiido).

» Lo ideal es que el portaobjetos con antigeno contenga menos del 50% de células infectadas por
campo optico, visto con el objetivo 25X. Las células no infectadas, no tendran fluorescencia color
verde, se utilizan como fondo normal.

9.6.4 Reactivos y soluciones.

* Salina Buferada Fosfatada (PBS) 10X * Tripsina - Versene
= NaH,PO.H,0 6.654. = NaCl 8.0 gm.
= Na, HPO, 350 g. = KH.PO, 0.2 gm.
=  NacCl 225.0 g. = KCI 0.2 gm.
= Agua destilada csp 3 litros = Na; HPO, 1.15gm.
AjustarpHa 7.2-7.5 = Tripsina (1:250) 0.5 gm.
Diluir 1:10 para su uso. = \ersene 0.2 gm.
= Agua destilada csp 1000 ml.
Esterilizar por filtracion
Distribuir en alicuotas
Almacenar a-20°C.
* Azul de Evans
= Azul de Evans 1ar.
= Agua destilada 400 ml.

No es necesario filtrar. La solucion de reserva puede almacenarse indefinidamente a temperatura ambiente.
Diluya 1:10 para obtener una dilucion final 1:4000.

Los sueros o fluidos asciticos no necesitan ser inactivados mediante calor antes de usarse.

Conjugados FITC: Se consiguen conjugados preparados comercialmente para la mayoria de las especies. Es
necesario una titulacion para decidir la dilucién final a usar en cada prueba.
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9.7 Técnica de peroxidasa marcada (PLA) para detectar anticuerpos de FPC y diarrea viral bovina.

9.7.1 Materiales

= Virus de FPC y de DVB. = Suero Negativo.

= Bandejas de Fondo Plano, TC 96. = Cultivos Celulares.

= Tubos serologia. = Medio MEM.

=  Pipetas Eppendorff de 25 y 50 pl. = Peroxidasa Conjugada Antiespecie.
= Pipetas Goteadoras de 50 y 25 pl. = Sustrato.

Suero Positivo.
9.7.2 Procedimiento
TITULACION DE VIRUS:

» Tomar la bandeja en posicidn vertical.

Colocar 50 microlitros de medio en todos los orificios de la bandeja.

Sembrar células de la linea PK15 (40.000 por 50 microlitros) suspendidas en medio MEM F15
adicionado de tricine, antibiéticos y bicarbonato, en todos las celdas.

Cubrir las bandejas con las tapas respectivas.

Incubar durante 24 horas a 37° C. con CO-.

Lavar las celdas con PBS estéril por dos veces consecutivas con 100 pl. cada vez.

Secar con gasa.

Hacer diluciones del virus en base 10 de 10" a 10® con medio MEM en tubos de serologia

Agregar 50 pl. de la dilucién respectiva de virus a la hilera correspondiente, comenzando por la ultima
dilucion (para emplear la misma pipeta).

Incubar durante 1 hora a 37° C. con CO;

Adicionar 50 microlitros de medio MEM a todos las celdas

Incubar durante 24 horas a 37 °C. con CO;.

Descartar sobre el medio de cultivo de la bandeja

Lavar brevemente cada celda con 100 pl. de PBS (preparado especialmente para esta técnica), por dos
consecutivas.

Secar sobre gasa

Anadir 100 pl. de buffer de fijacién a cada celda

Mantener a temperatura de laboratorio durante 15 minutos

Desechar el buffer de fijacion

Secar la bandeja a 37° C. durante 30 minutos o a temperatura de laboratorio durante mayor o a 80° C.
en vacio durante una hora.

Adicionar a cada celda 50 pl. de suero positivo correspondiente, diluido en buffer de unidn

Incubar a temperatura de laboratorio durante una hora.

Desechar el suero de la bandeja invirtiéndola sobre gasa estéril.

Lavar cada celda tres veces por minuto cada vez con 100 pl. de buffer lavado.

Eliminar el buffer sobre gasa y secar los bordes de la bandeja.

Colocar en cada celda 50 pl. de peroxidasa conjugada, diluida en buffer de unién.

Incubar durante 30 minutos a temperatura de laboratorio.

Desechar sobre gasa.

Lavar cada celda con 100 pl. de buffer de lavado, por 3 veces, durante un minuto cada vez.

Eliminar sobre gasa.

Adicionar a cada celda 50 pl. de solucion de sustrato.

Incubar de 5 a 15 minutos (hasta que aparezca la coloracién) a temperatura de laboratorio.

Lavar con 100 microlitros buffer de lavado, por dos veces consecutivas.

Yy
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LECTURA:

Las celulas infectadas presentan citoplasma color café 6 rojizo.

161



9.7.3 Deteccion de anticuerpos

Tomar la bandeja en posicién horizontal.

Colocar 50 pl. del medio MEM a todas las celdas de la bandeja.

Adicionar células PK15 (40.000 en 50 pl.) a todas las celdas de la bandeja.
Incubar durante 24 horas a 37° C., con COs.

Eliminar el medio.

Lavar con 100 pl. de PBS estéril por dos veces consecutivas.

Secar con gasa.

Infectar las bandejas con 50 pl del virus respectivo (100DLs, cc), conservando celdas sin infectar que
posteriormente serviran como control de los sueros problema y de las células.

Se emplearan cinco celdas por suero, tres para la prueba propiamente dicha y dos como control del
suero respectivo.

Incubar durante una hora a 37° C. con CO,.

Afiadir 50 pl del medio MEM.

Incubar durante 24 horas a 37° C. con COs.

Eliminar el medio de cultivo.

Lavar brevemente cada celda con 100 pl de PBS, por dos veces consecutivas.
Adicionar a cada celda 100 microlitros de buffer de fijacién.

Mantener a temperatura de laboratorio durante 15 minutos.

Descartar sobre gasa.

Secar la bandeja a 37° C., durante 30 minutos

Agregar 50 pl. de cada suero problema en dilucién 1:10 empleando 3 celdas infectadas.

A las dos celdas sin infectar, se les colocaran 50 pl. del suero diluido 1:10 correspondiente (se toma
como control de suero respectivo, no llevan virus)

v Yy Yy VvYyYVYyYTYYY
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» Incubar a temperatura de laboratorio durante una hora.
» Eliminar sobre gasa.
» Lavar cada celda tres veces por minuto cada vez con 100 pl. de buffer de lavado.
» Eliminar sobre gasa.
» Agregar a dada celda 50 pl. de peroxidasa conjugada diluida en buffer de unién.
» Incubar durante 30 minutos a temperatura de laboratorio.

. » Descartar sobre gasa.
» Lavar cada celda con 100 pl. de buffer de lavado por tres veces durante un minuto cada vez.
» Descartar sobre gasa.
» Adicionar a cada celda 50 pl. de solucién de sustrato.
» Incubar de 5 a 15 minutos a temperatura de laboratorio.
» Lavar con 100 pl. de buffer de lavado por dos veces consecutivas.
> Leer

CONTROLES:

Suero problema: Se ejecutan todos los pasos anteriores descrilos para detectar anticuerpos, excepto que en
lugar de antigeno se colocan 50 pl. de medio MEM.

Antigeno: Se ejecutan todos los pasos anteriormente descritos excepto que en lugar de suero se coloca 50 pl.
de buffer de union.
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CONTROLES:

Células: Se ejecutan todos los pasos anteriores excepto que en lugar de antigeno se colocan 50 pl. de medio

MEM vy en lugar de suero se colocan 50 pl. de buffer de unién.

Suero Positivo y Negativo: Corresponden a un suero inmune contra el virus en cuestién y a un suero libre de
anticuerpos se ejecutan los mismos pasos descritos para los sueros problema.

Dosis Infectantes de Virus: Es necesario realizar simultdneamente con la prueba, una titulacién del virus
empleando diluciones seriada en base 10, con el fin de determinar si realmente se emplearon las 100 DLs,CC.
Se usa para este fin suero inmune contra el virus en cuestion de dilucién 6ptima.

LECTURA:

Las células infectadas presentan citoplasma color café o rojizo. Las células de los controles de suero y
células, deben ser incoloras.

9.7.4 Reactivos y soluciones.

L1]

Salina Buferada Fosfatada (PBS) 0.01 M,
pH 7.6

Na2HPO4 2.0 gr.
NaH2PO4 0.18 gr.
NacCi 8.5 gr

Agua desionizada, bidestilada 1 L.
AjustarelpHa 7.6

Buffer de union PBS

NaCl 29.5 gr.
Tween 20 100  pl.
PBS 1 K

Buffer acetato 0.05 M, pH 5.0
SOLUCION A

Acido acético 1.156 mi.
Agua desionizada bidestilada 200 mi.
SOLUCION DE TRABAJO

Solucion A 148 ml.
Solucion B 352 mi.
AjustarelpH a 5.0

@ Buffer de fijacion

= Alblimina bovina 0.2qgr.
= Solucion de trabajo

= Acetona 4 ml.
= Buffer de fijacion 7 mi.

Prepare inmediatamente antes de su suero.

O Buffer de lavado

=  Tween 20 500

= PBS 1 L
SOLUCION B

= Acetato de sodio 6.8 gr.

= Agua desionizada bidestilada 500 ml.

® Sustrato 1
SOLUCION A

= 3 amino etilcarbazole (AEC) 2.5 mg.

= N,N Dimetil formamide 0.5 ml.
Prepare esta solucion inmediatamente antes
de su uso

PELIGRO: Emplear guantes y tapabocas, evitar el contacto con la piel, los vapores son tdxicos.

SOLUCION B
Peroxido de hidrégeno al 30 % 100 pl.
Buffer acetato 900 pl.

SOLUCION C

Solucion de peroxido de hidrogeno al 3% 40 pl
Buffer acetato agite suavemente 10 pl
Solucion A (adicione lentamente) 500 pl

presenta color ambar



SUSTRATO 2

= Buffertis 0.1 M
. HzO; 30%
= 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride

15 mi.

12 pl

10 mg. (1 tableta)

preparese en la oscuridad, inmediatamente antes de su uso.

NOTAS: Los detritos celulares pueden producir coloracion inespecifica al atrapar el colorante; una prueba
ideal tiene el 100% de células infectadas y los controles negativos libres de coloracion.

EL tiempo de incubacién puede ser aumentado o reducido empleando mas lavados durante mas tiempo. Use
peroxido de hidrégeno fresco (conservaro en el refrigerador) y agua de optima calidad. Y por ultimo méaxima

calidad del antisuero es importante.

Los mejores trabajos se realizan sobre células infectadas de 24 horas. Después de 48 horas de infeccion la
intensidad de la coloracion decrece rapidamente. Siempre pruebe un control negativo para asegurar que no hay
coloracién inespecifica. Si un control de suero presenta coloracion inespecifica, repita la prueba con varias

diluciones adicionales (1:8, 1:16).

A menudo se emplea virus citopético diluido para que alrededor del 50% de las células estén infectadas

después de 24 horas.

9.8 Técnica de neutralizacion de la peroxidasa (NAPL) para detectar anticuerpos contra FPC y diarrea

viral bovina

9.8.1 Materiales

Bandejas de Fondo Plano TC 96.
Tubos Serologia.

Suero Positivo.

Suero Negativo.

Pipetas Eppendorff de 25 a 50 pl.

9.8.2 Procedimiento

TITULACION DEL VIRUS

= Tomar la bandeja en posicion vertical

= Colocar 50 microlitros de medio de crecimiento a

" todas las celdas de la bandeja.

= Hacer diluciones seriadas en base 10 del virus,
empleando volumenes de 1.8 y 0.2 ml. de virus.

= Agregar 50 microlitros comenzando por la ultima
dilucién para emplear la misma pipeta

= Incubar a 37° C. durante una hora en CO;

= Agregar 50 microlitros de suspension de células
PK15 (2 X 106 ml.) a cada celda.

= Incubar a 37° C. durante cuatro dias en CO,.
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Cultivos Celulares.
Medio MEM.
Peroxidasa Conjugada.
Sustrato.

MICROSERONEUTRALIZACION.

= Tomar la bandeja en posicién horizontal
Inactivar los sueros a 56° C. durante 30 minutos
Afadir a todas las celdas 40 pl. de medio de
crecimiento

Agregar 10 pl. del suero respectivo a cinco
celdas. Se destinaran tres celdas para la prueba
propiamente dichas y dos como controles del
suero respectivo.

Agitar suavemente la bandeja.

Agregar 50 pl. de dilucion de virus que contenga
100 DI 50 CC.

Mezclar suavemente.

Incubar a 37° C. durante una hora en CO;.
Preparar la suspension de células con el recuen-
to requerido.

Agregar 50 pl. de células a cada celda en una
concentracion de 200.000 células por ml.

= |ncubar a 37° C. durante cuatro dias en CO;.




CONTROLES:

Suero problema: Se ejecutan todos los pasos anteriores descritos para detectar anticuerpos, excepto
que en lugar de antigeno se colocan 50 pl. de medio MEM.

Antigeno: Se ejecutan todos los pasos anteriormente descritos excepto que en lugar de suero, se
colocan 50 pl. de medio MEM.

Células: Se ejecutan todos los pasos anteriores excepto que en lugar antigeno y de suero se colocan
100 pl. de medio MEM.

Suero Positivo y Negativo: Corresponden a un suero inmune conocido contra el virus y a un virus a un
suero libre de anticuerpos. Se procesan en |la misma forma que los sueros controles.

Dosis Infectantes de Virus: Es necesario realizar simultdneamente con la prueba, una titulacion del virus

empleando diluciones seriadas en base 10, con el fin de determinar si realmente se emplearon 100 DL
50 CC.

9.8.3 Técnica de Peroxidasa,

v
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Desechar el medio de crecimiento.

Lavar con cloruro de sodio 0.15 M.

Secar las bandejas sobre gasa.

Fijar las células durante una hora en horno de 70 a 80° C.

Adicionar a cada celda 50 pl. de suero hiperinmune diluido en cloruro de sodio 0.5 M que contenga
Tween al 1% y Azida sodica al 0.1%.

Incubar a 37° C. durante 15 minutos.

Lavar cinco veces con cloruro de sodio 0.15 M que contengan Tween 80 al 1%, pH 7.6.
Incubar a 37° C durante 10 minutos.

Lavar cinco veces con cloruro de sodio 0.15 M que contenga Tween 80 al 1% , pH 7.6.
Secar las bandejas sobre gasas.

Agregar 50 ml. de sustrato a cada celda.

Dejar colorear de 15 a 30 minutos a temperatura de laboratorio.

Lavar dos veces con Cloruro de Sodio 0.15 M que contenga Tween 80 al 1% , pH 7 . 6.
Leer visualmente o al microscopio invertido.

LECTURA:

El citoplasma de las células infectadas es parcial o completamente coloreado de color café rojizo. Las células
de los controles de suero y de células deben aparecer incoloras.

INTERPRETACION:

El titulo del suero se expresa como el reciproco de la dilucién mas alta que previene la infeccion del 50% de
las replicas de células.

E! punto final del suero y el titulo del virus son calculados por el método de Reed y Muench.

9.8.4 Reactivos y Soluciones

Cloruro de Sodio 0.15 M ®© Cloruro de Sodio  0.15 M, Tween 80

NacCl 4.383 gr. = NaCl 17.532 gr.
Agua destilada 500 ml. = Tween 80 20 ml.
AjustarelpH a7 . 6 con Tris 1 = Agua destilada 2000 ml.

AjustarelpHa7 .6.conTris 1M



Cloruro de sodio 0.5 M, Tween 80 © Cloruro de sodio 0.5 M, Tween 80, Azida

NaCl 8.766 gr. Sodica

Tween 80 3ml. = NaCl 8.766 gr.

Agua destilada 300 ml. = Tween 80 Iml

AjustarelpH a7 .6 con Tris 1 M. = Azida Sddica 03gr.
= Agua destilada 300 ml.

AjustarelpHa 7.6 con Tris 1 M.

© Sustrato
= BufferTAis0.1 M 15 ml.
= Agua oxigenada 30% 12 mi.
= Diaminobenzidina 1 pastilla.

Dejar incubar de 10 a 15 minutos a temperatura de laboratorio.

9.8.5 Preparacion de suero hiperinmune FPC

»

>

>
»

9.9

Inocular 15 ml. de vacuna de Fiebre Porcina Clasica via subcutanea a cerdos adultos sanos que no
hayan tenido exposicidn previa al agente.

Reinocular al animal 21 dias mas tarde con 2.0 ml. de cepa virulenta de Fiebre Porcina Clasica, via
intramuscular.

Hiperinmunizar 60 dias después con sangre desfibrinada que contenga virus asi: 5 ml. por libra de peso
vivo, via intravenosa.

La sangre infectada, usualmente se obtiene de cerdos donantes enfermos cinco a siete dias dequés
de ser infectados con una cepa virulenta del célera. La puncion intravenosa puede hacerse con presaé_n
positiva con una bomba de vaci6. Cerdos grandes (mas de 300 libras) son preferidos por producir
grandes volumenes de sangre y porque las venas de la oreja pueden ser cogidas mas facilmente. Usar
un corral apropiado para ajustar el animal.

Sangrar al animal 14 dias luego de la hiperinmunizacion.

Separar estérilmente el suero y congelar.

Técnica de inhibicion de la hemoaglutinacién para deteccion de anticuerpos de encefalomiocardi-
tis porcina (EMC)

9.9.1 Materiales.

Virus de EMC. «  Globulos rojos de cobayo.

Sueros Positivos. =  Microdiluidores de 25 y 50 pl.

Sueros Negativos. = Bandejas plasticas de fondo en U, de 96
Banos Maria. celdas.

Pipetas Eppendorf de 25 , 50 pl.

9.9.2 Procedimiento.

b A

Y Y

TITULACION INICIAL DEL ANTIGENO (HA):

Tomar la bandeja en posicion horizontal.
Colocar 50 pl. de buffer borato cloruro de potasio en 3 hileras de una bandeja de microtécnica.
Adicionar 50 pl. de antigeno a la primera celda de cada hilera.

Hacer diluciones seriadas del antigeno microdiluidores de 50 pl. comenzando por la primera celda de
cada hilera

Anadir 50 pl. de glébulos rojos de cobayo al 0. 6% a cada uno de las celdas de las tres hileras .
Incubar a temperatura de laboratorio durante hora y media aproximadamente.
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LECTURA :

La méaxima dilucién de antigeno que presente homoglutinacion se considera como una unidad homoglutinan-
te. En la prueba se emplean de 8 a 16 unidades.

>
>
>

CONTROL DE GLOBULOS ROJOS:

En tres celdas de la bandeja colocar 50 pl. de buffer KCI borato.
Adicionar a cada celda 50 pl. de glébulos rojos de cobayo al 0.6%
Mantener a temperatura de laboratorio durante hora y media aproximadamente

LECTURA:
Debe haber formacion clara de botén.

© Tratamiento del suero con Kaolin:
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Inactivar el suero a 56° C. por 30 minutos.

Medir 100 pl. de suero inactivado en un tubo pequefio.

Adicionar 300 pl. de Kaolin lavado con 4cido al 25%.

Mantener a temperatura de laboratorio por 20 minutos, agitando una o dos veces.

Centrifugar a 200 rpm. por 20 minutos. (este proceso remueve en el suero los inhibidores no especificos
de hemoaglutinacion)

Transferir el sobrenadante a un tubo de serologia limpio.
Adicionar 25 pl. de globulos rojos lavados de cobayo.

Mezclar suavemente (permitir la absorcién de aglutininas naturales) temperatura de laboratorio durante
una hora a toda noche a 4° C.

Centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo de serologia limpio (el sobrenadante corresponde a la dilucién 1:4
del suero original).

@ Teécnica de inhibicion de la hemoaglutinacién (IH)

v VVY VY

Y

v

Tomar la bandeja en posicion vertical.
Colocar 25 pl. de buffer KCI borato, en todas las celdas de una bandeja de microtécnica.
Adicionar 25 pl. del suero tratado a la primera y ultima celda de una hilera.

Hacer diluciones seriadas empleando microdiluidores de 25 pl. comenzando por la ultima celda. No
tocar la ultima celda.

Agregar a todas las celdas 5 pl. de la dilucién de antigeno que corresponde a las ocho unidades.
Mantener las bandejas a temperatura de laboratorio durante una hora o toda la noche a 4° C.
Incubar durante una hora a temperatura de laboratorio.

© Control del suero:
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Colocar 25 pl. de buffer KCI borato en una celda.

Agregar 25 pl. de suero tratado.

Adicionar 25 . de buffer KCI borato (reemplaza el antigeno).
Incubar una hora a temperatura de laboratorio.

Adicionar 50 microlitos de globulos rojos de cobayo al 0.6%.
Incubar durante una hora a temperatura de laboratorio.
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© Titulacion final de antigeno:

Medir 50 pl. de buffer KCI borato en 3 hileras de una bandeja de microtécnica.

Adicionar a la primera celda de cada hilera 50 pl. de la dilucién de antigeno que corresponde a ocho
unidades hemoaglutinantes.

Hacer diluciones seriadas empleando microdiluidores de 50 pl.

Incubar durante una hora a temperatura de laboratorio.

Adicionar 50 pl. de glébulos rojos de cobayo al 0.6% a todas las celdas.
Incubar durante una hora a temperatura de laboratorio.
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LECTURA:

1. Titulacién de antigeno: Debe haber hemoaglutinacion hasta la dilucién corresponde a las 8 ocho unida-
des hemoaglutinantes

2. Titulo del suero: El punto final inhibidor de la hemoaglutinacién del suero es tomado como la préxima
dilucion que muestre formacién de boton.

El control de suero debe presentar formacion de boton.
9.9.3 Reactivos y Soluciones.

© Buffer KCI borato (0.05 M H; BO3 en 0.12 M © Borato SalinapH9

KCI, pH 8.0)
« H;BO; 3.915 gr.
= KCI 8.9 gr.
= Agua destilada estéril 1 litro
= AjustarelpH 8.0 con NaCOH 0.1 N
@ Solucion A: O Solucién B:
= NaCl 87.68 gr. = Hy;BO: ‘ 30.9_ grm.
= Agua destilada estéril 1 litro = Agua destilada estéril 1 litro
©® Solucion de Trabajo @ Kaolin
» Solucion A 80 ml. = Kaolin lavado en acido 25 gr.
= Solucién B 100 ml. = Borato salina 100 mi.
= Agua destilada 1 litro Ajustar el pH a 9.0
. Ajustar el pH a 9.0 con NaOH, 0.1 N.
® Alsever
= Dextrosa 20.5 gm.
= Citrato de sodio 8.0 gm.
= Acido citrico 0.55 grm.
= NaCl 4.2 grm.
= Agua destilada 1000 mi.

Esterilizar en autoclave 10 libras por 10 minutos.

» Preparacion de los globulos rojos de cobayo:

« Lavar los globulos rojos tres veces, empleando buffer borato cloruro de potasio, pH 8, como diluyente.
« Centrifugar a 1500 rpm. durante 10 minutos cada vez.

« Conservarad®C.

+ Diluir al 0.6% para emplearlos en la prueba.
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9.10 Técnica de inhibicion de la hemoaglutinacién para deteccién de anticuerpos de la encefalomie-

litis hemoaglutinante (EH)

9.10.1 Materiales.
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Virus de la EH. « Bandejas Plasticas de 96 celdas con fondo
Suero Positivo. enU.

Suero Negativo. « Pipetas Eppendorf de 25 a 100 pl.

Células: Cultivo primario de rifién porcino. * Microdiluidores de 25 a 50 pl.

Medio de cultivo: MEM F15. « Eritrocitos de pollo.

Tubos de Serologia.
Baiio de Maria.

0.2 Procedimiento.

PREPARACION DEL ANTIGENO:

Descarar el medio de crecimiento.

Lavar las células tres veces con medio MEM F15 eliminando el fluido después de cada lavado.
Pretratar las células con liquido alantoideo (embriones de diez dias de edad) al 5% en MEM F15.
Inocular cada botella con 5 mil de una dilucién 1:10 de stock de virus de EH..

Incubar las botellas a 37° C. por tres dias.

Examinar el cullivo para detectar actividad hemoaglutinante.

Congelar las botellas a —=70° C., cuando el titulo sea mayor de 1:80.

Si no hay actividad hemoaglutinante después de cinco a seis dias los contenidos de las botellas,
deberan ser congelados a —70° C.

Centrifugar y sembrar cultivos primarios de rifién porcino.
Incubar a 37° C. por 3 dias y congelar.

Descongelar a temperatura de laboratorio

Mezclar los fluidos y centrifugar a 2500 rpm. por 15 minutos.

Envasar alicuotas de la suspension de virus en frascos estériles. Usualmente 0.6 ml. es suficiente para
usos rutinarios.

TITULACION INICIAL VIRUS:

Tomar las bandejas en posicion horizontal.

Hacer diluciones de 1:2 a 1:4096.

Colocar 50 pl. de salina buffer fosfato, en tres hileras de la bandeja.

Adicionar 50 pl. de virus a la primera celda de cada hilera.

Con microdiluidores de 50 pl. hacer diluciones seriadas a lo largo de las 3 hileras.
Agregar 50 pl. de globulos rojos de pollo al 0.5% a cada celda.

Agitar suavemente la bandeja.

Incubar a temperatura de laboratorio durante 30 minutos.

LECTURA:

La mas alta dilucién de virus que presente completa hemoaglutinacion indica el punto final de la prueba. Esta
representa el numero de unidades hemoaglutinantes por 50 pl.; por ejemplo, si el punto final fue 1:256, hay 256
UHA en 50 pl. Para calcula® a dilucion necesaria para obtener 4 unidades HA, divida el punto final de
hemoaglutinacién por 4. Ej. 2£5:4 igual 64, entonces la dilucion 1:64 de stock de virus da una concentracion de
4 unidades por 50 pl.. entonce : | £4/2 igual 1:32, lo que representa la dilucion final de 4 unidades por 25 pl. por
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in6culo. En la practica se puede determinar la dilucién de virus usar en la prueba dividiendo el titulo hemo-
aglutinante por 8.
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TRATAMIENTO DE LOS SUEROS:

Medir 100 pl. en tubos de serologia y agregar 900 pl. de PBS.

Inactivar a 56° C. por 30 minutos.

Agregar 100 pl. de globulos rojos lavados y centrifugados de pollo adulto.

Agitar suavemente.

Incubar a temperatura de laboratorio por 30 minutos con agitacién ocasional.

Centrifugar a 1500 rpm. por 10 minutos a 4° C.

Pasar los sobrenadantes a tubos limpios.

Conservar a 4° C. , st |a prueba se hace el mismo dia, 6 a —20° C. si no se realiza inmediatamente.

9.10.3 Técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion
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Tomar la bandeja en posicion vertical.

Colocar 25 pl. de PBS 0.01 M pH 7.2 en todas las celdas de una bandeja.

Agregar 25 l. del suero respectivo a la primera celda correspondiente a cada hilera.
Hacer diluciones seriadas (con microdiluidores de 25 microlitros) de 1:10 a 1: 640.

Adicionar 25 pl. de virus que contenga de cuatro a ocho unidades a cada celda, exceptuando los
controles de suero respectivis.

Agregar 25 pl. de PBS al control de cada suero.

Agitar suavemente.

Incubar a temperatura de laboratorio durante 1 hora.

Adicionar 50 pl. de globulos rojos de pollo al 0.05% a cada celda.
Agitar suavemente.

Incubar a temperatura de lahoratorio durante 30 minutos.

CONTROLES : (ver técnica de inhibicion de la Hemoaglutinacién para EMC)
Suero positivo y negativo: Estos controles conocidos son tratados y probados empleando las mismas
diluciones de los sueros problema.

Titulacion final del virus: El virus es titulado para verificar que se emplearon de 4 a 8 unidades hemo-
aglutinantes en la prueba.

Diluyente: Es empleado para determinar su efecto sobre el sistema indicador (glébulos rojos).
Suero: Se emplea en cada una de las muestras para detectar propiedades aglutinantes no especificas.

Interpretacion: Un aumento de ocho diluciones en el titulo de anticuerpos entre la fase aguda y la fase
convaleciente de la muestra indica infeccion reciente.

9.10.4 Reactivos y Soluciones

PREPARACION DE ERITROCITOS DE POLLO:

Lavar globulos rojos de pollc 3 veces con salina buferada fosfatada (PBS) 0.01 M, pH 7.2.

Centrifugar los globulos rojos a 1500 rpm. por 10 minutos por tres veces.
Conservara 5° C.
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En la prueba los globulos rojos se utilizan al 0.5% en PB.

Salina Buferada Fosfatada (PBS) 0.01M

9.1

NaCl 8.5 gr.
Na,HPO, 1.14 g.l'.
NaH,PO, 0.254 gr.
Agua destilada 1000 ml.

Ajustarel pH a 7.2

Técnica de microneutralizacién para deteccién de anticuerpos de la gastroenteritis transmisible
(GET)

9.11.1 Materiales.

Células: linea testiculo (ST): = Bafio Maria

Medio cultivo: Medio MEM F15, tricine = Bandejas plasticas para cultivo celular de
antibiéticos. fondo plano de 96

Micostatin, suero fetal bovino = Celdas

Virus: GET * Cubiertas adhesivas

Suero positivo = Pipetas de 50 y 25 pl.

Suero negativo = Formol, cristal violeta.

Tubos serologia

9.11.2 Procedimiento

Y
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TITULACION DE VIRUS:

Con la bandeja de posicién vertical, colocar en cada celda 50 pl. de medio adicionado de tricine y
bicarbonato ’

Hacer diluciones seriadas en base 10, (medir 1.8 ml. de medio en ocho tubos; adicionar 0.2 ml. de la

suspension de virus al primer tubo, pasar 0.2 ml. al siguiente tubo y asi sucesivamente; cambiando de
pipeta cada vez).

Pasar 50 pl. de cada dilucién a la hilera correspondiente de | bandeja (se puede comenzar por la tltima
dilucion para emplear la misma pipeta).

Dejar las cuatro ultimas hileras como control de células.
Adicionar 50 pl. de medio a cada una de las hileras.
Incubar a 37° C. por una hora.

Agregar 50 pl. de la suspension de células ST a cada celda (40.000 células).
Sellar la placa.

Incubar a 37° C. por 72 horas.
Leer al microscopio.

Colorear durante 50 minutos con cristal violeta al 1% en formol al 10%.
Lavar con agua corriente.

Leer.

MICROSERONEUTRALIZACION:
Inactivar los sueros a 56° C. por 30 minutos

Colocar la bandeja en posicion vertical, agregar 25 pl. de medio MEM a 8 celdas (cinco celdas son para
la prueba propiamente dicha y tres para control de suero).

Agregar 25 yl. de suero a todos los celdas
Afadir 50 pl. de dilucion de virus que contenga 100 DI50 a las cinco primeras celdas
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Agregar 50 pl. de medio sin suero a las tres celdas restantes

Incubar la mezcla a 37° C., durante una hora.

Durante esta hora, desprender las células con la mezcla tripsina-verseno.
Hacer recuento de células

Agregar 50 pl. de la suspension de células (40.000 por 50 microlitros) en medio de cultivo, a todas las
celdas.

Cubrir con cinta adhesiva

Incubar a 37° C. por 72 horas

Colorear durante 50 minutos con cristal violeta al 1% en formol al 10%
Lavar con agua suficiente.
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CONTROLES DE LA PRUEBA:

Con el fin de determinar si realmente se emplearon 100 Dls; cc, es necesario realizar simultdneamente con
cada micronertralizacion una titulacién de virus. Se procede en la misma forma descrita para la titulacion de
virus, empleando diluciones seriadas en base 10.

* Suero Problema: Se ejecutan todos los pasos anteriormente descritos para detectar anticuerpos,
excepto que en lugar de antigeno se colocan 50 pl. de Medio Minimo Esencial (MEM.)

e Células: se ejecutan todos los pasos anteriores excepto que en lugar de antigeno y de suero se colocan
100 pl. de Medio Minimo Esencial (MEM)

« Suero Positivo y Negativo: Corresponde a un suero inmune conocido contra el virus y un suero libre de
anticuerpos. Se procesan en la misma forma que los sueros controles.

LECTURA:

» Suero Positivo: neutralizan la accion del virus, por consiguiente no hay efecto sicopatico, al igual que el
suero positivo de referencia.

« Suero Negativo: No neutralizan la accion del virus, hay efecto citopatico.

« Control toxicidad sueros; Por lo menos dos de las tres celdas no deben presentar efecto citopético.

« Control dosis virus: El titulo del virus debe corresponder a 100 DTy CC.

« Control células: no debe haber efecto citopatico.

9.12 Técnica de inhibicion de la hemoaglutinacién para deteccion de anticuerpos de influenza.

9.12.1 Materiales:

Virus de influenza.

Suero positivo de referencia.

Suero negativo.

Huevos embrionaods de 10 dias.
Ovoscopio.

Bandejas de fondo de U, de 96 celdas
Medio de cultivo MEM.

Microdiluidores de 25 y 50 pl.
Jeringa y agujas #25, 5/8"
Estufa de 37° C.

Pipetas Eppendorf de 25 y 50 pl.
Pinzas y tijeras.

Globulos rojos de pollo.

9.12.2 Procedimiento:

PREPARACION DEL ANTIGENO:

» Fijar la posicion del embrion dentro del huevo.
» Demarcar la camara de aire.
» Marcar un punto cercano al embrion.
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Desinfectar con alcohol.

Abrir un orificio con un perforador (punzén) en el punto escogido, y otro sobre la cdmara de aire.

Inocular 0.1 ml. de virus diluido 1:10, con una jeringa y aguja de 25 5/8 de pulgada.

Sellar el huevo con cinta o liquido pegante.

Repetir el procedimiento anterior con el resto de huevo, dejando tres como control.

Incubar a 37° C. en camara himeda.

Revisar los embriones a las 24 horas post-inoculacion.

Descartar los muertos.

2 los 3 dias post-inoculacién colocar los embriones a 4° C. durante cuatro horas o de un dia para otro a
*'C.

Cortar el saco de aire y remover las membranas (con tijeras estériles).

Coleccionar el liquido alantoideo.

Centrifugar a 3.000 rpm. a 4° C. durante 10 minutos.

Fraccionar en alicuotas.

Conservar a-70° C.

TITULACION DE ANTIGENO:

Tomar la bandeja en posicion horizontal

Colocar 50 pl. de PBS en cada celda de la bandeja

Adicionar 50 pl. de stock de virus a la primera celda de cada hilera.
Hacer diluciones seriadas empleando microdiluidores de 50 pl.
Adicionar 50 pl. de glébulos rojos de pollo al 0.5% a todas las celdas
Agitar suavemente la bandeja

Incubar durante 30 minutos a temperatura de laboratorio.

NOTA: La elusion ocurre después de 30 minutos

LECTURA:

0 Tratamiento de los sueros con PBS.
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Medir 100 pl. de suero en tubos de serologia.

Adicionar 800 pl. de PBS

Inactivar los sueros diluidos a 56° C. por 30 minutos

Adicionar 200 pl. de globulos rojos lavados y diluidos al 50%

Agitar suavemente

Incubar durante 30 minutos a temperatura de laboratorio

Centrifugar a 1.500 rpm. durante 10 minutos a 4° C.

Pasar el sobrenadante a tubos estériles

Mantener a 4° C. si la prueba se realiza el mismo dia o en caso contrario colocar a —=20° C.

® Técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion:

Tomar la bandeja en posicion vertical.

Colocar 25 pl. de PBS, pH 7.2, en todas las celdas de la bandeja menos a la primera celda de cada
hilera.

Agregar 50 pl. de suero tratado respectivo a la primera celda de cada hilera y 25 pl. a la Gltima celda.
(corresponde al control 1:20 del suero correspondiente).
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Emplear microdiluidores de 25 pl., hacer diluciones separadas de la primera a la penditima celda (1:10
a 1:640).

Adicionar 25 pl. de virus diluido conteniendo de cuatro a ocho unidades HA a toda la bandeja.
Exceptuando el control de los sueros (ultima celda de cada hilera).

Adicionar 25 pl. de PBS al control de cada suero.

Agitar nuevamente.

Incubar a temperatura de laboratorio durante una hora.
Adicionar 50 pl. de globulos rojos al 0.5% a toda la bandeja.
Agitar nuevamente.

Incubar a temperatura de laboratorio durante 30 minutos.

LECTURA:

La méaxima dilucion de suero que presenta Hl, corresponde al titulo del suero.

TITULACION FINAL DE ANTIGENO:

Colocar 50 pl. de PBS a 3 hileras de una bandeja

Adicionar 50 p!. de dilucién de virus que contenga de cuatro a ocho unidades HA, a la primera celda de
cada hilera.

Hacer diluciones seriadas empleando microdiluidores de 50 pl.
Incubar una hora a temperatura laboratorio.

Adicionar 50 pl. de globulos rojos al 0.5% a todas las celdas.
Agitar suavemente

Incubar a temperatura de laboratorio durante 30 minutos.

CONTROLES DE LA PRUEBA:

Suero positivo especifico » Controles de cada suero incl_uyendu los
Suero negativo sueros positivo y negativo conocidos.
Titulacion final del antigeno. » Control de glébulos rojos.

9.12.3 Interpretacion:

Un aumento de ocho diluciones un titulo HI entre las muestras tomadas en periodo agudo y convaleciente, es
evidencia significativa de una infeccion reciente. Para confirmar que titulos bajos de anticuerpos son especifi-
cos, se recomienda tratar al suero sospechoso con una enzima destructora de receptores (RDE) y reabsor-
berlos nuevamente con globulos rojos; también se pueden tratar con tripsina, peryodato y glicerol.

Enzima Destructora de Receptores (RDE)
Los inhibidores no especificos de virus pueden ser destruidos por RDE.

TITULACION DEL RDE:

Preparar diluciones seriadas en base dos de RDE usando como diluyente solucién salina boratada de
calcio

Agregar a cada dilucion igual cantidad de glébulos rojos de pollo, lavados y diluidos al 1%
Incubar a 37° C. durante 30 minutos

Adicionar a cada tubo 10 unidades de HA de virus

Agitar los tubos

Incubar a 37° C. durante 30 minutos

Leer.
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LECTURA:

» El punto final ese la dilucién mas alta de RDE que presenta hemoaglutinacién parcial. El reciproco del
punto final de la dilucion es el numero de unidades de RDE contenidos en la muestra sin diluir.

» Tratamiento del suero con RDE
= Colocar un volumen de suero
= Adicionar volimenes iguales de
RDE (256 unidades)
* Incubar la mezcla a 37°C
durante 15 horas
* Inactivar la mezcla a 56°C
durante 30 minutos
= Adicionar 50 p | de glébulos
rojos al 0.5 %
= |ncubar a temperatura de
laboratorio por 30 minutos
9.12.4 Reactivos y Soluciones.
© Salina Buferada Fosfatada (PBS),
pH 8.2
= NaCl 8.5qr.
=  NaH,PO, 1.14gr.
=  Na;HPO, 5.95 gr.
= Agua destilada 1000 mil.
= AjustarelpH a 82 con NaOH
® Peryodato de Potasio, 0.01M
= KIO, 1.15ar.
= Agua Destilada 500 mil.
© Tripsina Difco  1:250 (8 mgr/mi)
= Tripsina 2.4 qr.
= PBS 0.1M. pH 8.2 300 ml.

> Tratamiento de los sueros con tripsina, Peryodato y Glicerol
= Medir 50 yl. de suero en tubos de serologia.
= Agregar 25 pl. de solucién de tripsina y agitar.
= Calentar la mezcla a 56° C. por minutos.
= Dejar enfriar a temperatura de laboratorio.
= Agregar 150 pl. de solucién acuosa de Peryodato de Potasio
0.01 M y agitar.
= Mantener la temperatura de laboratorio durante 15 minutos.
= Agregar 150 pl. de solucién de Glicerol (el suero queda
diluido 1:7.5).
= Agregar 125 pl. de solucién salina (dilucién final de suero
1:10).
= Adicionar 50 pl. de Gldbulos rojos al 50% y agitar suave-
mente.
= Mantener a 4° C. durante una hora.
= Centrifugar a 1800 rpm. durante 10 minutos.
= Pasar los sobrenadantes a tubos limpios.
= Mantener a 4° C. si la prueba se realiza el mismo dia, 0 en
caso contrario congelar a -20° C.
0.1M, Preparar esta mezcla inmediatamente antes de su
uso.
© Solucion Salina 0.15M
= NaCl 8.76 gr.
= Agua destilada 100 mi.
@ Glicerol al 1%
*  Glicerol S5mil.
= Solucion Salina 0.15M 500 mi.
@ Salina Buferada Fosfatada (PBS) 0.01M,
pH 7.2 :
« NaCl 8.5 gr.
= Na;HPO, 1.14 ar.
*  NaHPO, 0.254 gr
= Agua destilada 1000 ml.
*= AjustarelpHa7.2
@ Etilendiaminotetraacetico
= Acido Disodico (EDTA) 10 gr.
* Aguadestilada 100 mi.

= Emplear 3 gotas para 4.5 ml. de sangre
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REPARACION DE LOS GLOBULOS ROJOS DE POLLO:

Lavar los globulos rojos tres veces empleando PBS 0.01M (pH 7.2) como diluyente.
Centrifugar a 1.500 rpm. durante 10 minutos cada vez.

Conservar a4°C.

Diluir al 0.5% en PBS, para usarlos en la prueba.

9.13 Técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IF) para detectar anticuerpos del sindrome de

infertilidad y respiratorio suino (SIRS)

El virus del sindrome de infertilidad y respiratorio de cerdos (SIRS) se ha reconocido recientemente en los
Estados Unidos como un patégeno importante debido a que causa fallos reproductivos severos en cerdas y alta
mortalidad en lechones por problemas respiratorios. Un sindrome similar se ha reportado en Europa, y el agente
causal es conocido como virus Lelystad.

9.13.1 Materiales

Suero positivo de referencia. = Anti IgG porcina conjugada con isotiocianato de fluoresceina.
Suero negativo. = Células: Macréfagos alveolares porcinos.

Medio RPMI. = Virus: SIRS.

Pipetas Eppendorf. = Bandejas de fondo plano de 96 celdas.

Etanol. = Bandejas de fondo de U de 96 celdas.

9.13.2 Procedimiento sobre laminas portaobjeto
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Diluir el suero problema 1:20 con PBS, pH 7.2

Colocar sobre la lamina infectada 30 yl. de suero diluido 1:4.

Incubar 30 minutos a 37° C. en camara himeda.

Lavar durante 5 minutos con PBS pH 7.2

Secar las laminas

Adicionar 30 yl. de antigama porcina conjugada (solucién de trabajo 1:100).
Incubar 30 minutos a 37° C. en cdmara humedad.

Lavar durante 5 minutos en PBS, pH 8.5 (sin secar continuar con el siguiente paso).
Colorear durante un minuto con azul de Evans.

Lavar en agua destilada.

Secar, montar la laminilla.

Observar al microscopio de fluorescencia.

9.13.3 Procedimiento sobre cultivos celulares
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Hacer suspension de células SAM a una concentracion de 2x10° en medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino, 0.15% de bicarbonato de sodio y antibioticos.

Colocar las células en las celdas de un bandeja de fondo plano.
Incubar por tres o cinco horas a 37° C. con CO”.
Descartar el medio sobre gasa.

Agregar 200 pl. de medio que contenga una cantidad optima de dilucion del virus (excepto en las hileras
uno y siete, que serviran como controles no infectados).

Incubar las bandejas a 37° C. de 40 a 60 horas con CO;.
Decantar el medio cuando comience el efecto sicopatico
Agregar 200 ml d - Etanol frio a cada celda

Las bandejas puei«n conservarse a —20° C. hasta su uso.
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CONTROL:

Una bandeja de cada grupo se prueba para IFI con seis sueros de referencia positivos y seis negativos. Solo

pueden ser usados aquellos grupos que produzcan el mismo resultado o una diferencia no mayor de dos
diluciones en base dos, en dos de 12 sueros.

PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES INDIRECTA (IFI):

Decantar el etanol.

Secar las bandejas a temperatura de laboratorio de 10 a 20 minutos.

Lavar con salina buferada fosfatada, pH 7.2, 300 pl. por celda.

Diluir el suero problema en base cuatro (de 1:4 a 1:1024) en una bandeja de 96 celdas con fondo en U.
Transferir 200 pl. de cada dilucién a la bandeja que tiene las células infectadas.

En las celdas control colocar dilucién 1:4 de cada suero.

Incubar la bandeja por 45 minutos a 37° C.

Lavar cuatro veces con 300 pl. de PBS por celda.

Conservar el PBS por uno a dos minutos y luego descartar.

Incubar a 37° C. por 45 minutos con 50 pl. de una solucién optima (1:200, 1:400 en PBS), de conjugado
anti IgG porcina producido en conejo .

Lavar con PBS como en el paso anterior.
Examinar al microscopio de fluorescencia usando objetivo 5x.

Técnica de inmunofluorescencia indirecta. Células MS infectadas con el virus de la Peste
porcina africana. Se puede observar como los anticuerpos se han unido a la células infectadas,
destacandose en el citoplasma unas zonas con una intensidad mayor, que corresponden a
zonas de mayor replicacion viral, y por tanto mayor fijacion de anticuerpos.

. Tomada de : www.sanidadanimal. Info/inmuno/quinto1

LECTURA:

Titulo IFI, corresponde a la mas alta dilucion de suero que presente fluorescencia citoplasmatica
especifica.

Suero negativo de referencia: Titulo IFI menor de 1:4

Suero positivo de referencia: titulo 1:64.

Reactivos y Soluciones

Solucion Buferada Fosfatada (PBS) 0.01M, pH 7.2

NaCl 8.5 gr
Na;HPO, 1.14 gr
NaH,PO, 0.254 gr
Agua destilada 1000 mi.

AjustarelpHa 7.2



9.14 Técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion para la deteccion de anticuerpos de parvovirus
porcino (PVP).

9.14.1 Materiales.

Virus de PVP.

Suero Positivo de referencia.

Suero negativo.

Bandejas plasticas de fondo en U, de 96
celdas.

Microdiluidores de 25 y 50 pl.

Bafio Maria.

Pipetas Eppendorf de 10, 25, 50, 100, pl.
Globulos rojos de cobayo

PREPARACION DEL ANTIGENO

Infectar células PK15 de + 5 horas de crecimiento.
Incubar a 37° C. por 96 horas.

Congelar y descongelar dos veces a —70° C.
Centrifugar a 4.000 rpm. por 20 minutos
Fraccionar en alicuotas de 0.5 ml.

Conservar a —=70° C.
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PREPARACION DEL SUERO POSITIVO:

v

Inocular 2 ml. de dilucion de virus (10° ), a un cerdo de dos meses de edad, libre de anticuerpos, via
intramuscular,

> Repetir por 4 veces este proceso con una semana de diferentes,
» Sangrar.

Suero negativo: obtenido de cerdos libres de PVP

9.14.2 Procedimiento

Tratamiento de los sueros con Kaolin

« Inactivar los sueros a 56° C. por 30 minutos.

« En cada tubo colocar 62.5 pl. de los sueros problema y de los controles.

« Adicionar 250 pl. de Kaolin al 25 % en solucién Veronal (dilucion 1:5).

« Agitar.

e Mantener a 4° C. durante 40 minutos con agitacion cada cinco minutos.

e Centrifugar a 2 000 rpm. durante 10 minutos.

« Trasvasar los sobienadantes a nuevos tubos.

« Afadir 150 pl. de globulos rojos de cobayo al 1 % en solucidn salina (dilucién final del suero 1:10).
« Agitar

» Dejar en adsorcion de 14 a 18 horas a 4° C.

« Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm.

e Trasvasar los sobrenadantes a tubos limpios.

e Conservar a 4° C. En caso de no realizar la prueba el mismo dia se pueden mantener a —20° C.
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TRATAMIENTO DE LOS SUEROS CON ACETONA:

Inactivar los sueros a 56° C. por 30 minutos.

Medir 50 pl. de suero inactivado.

Adicionar 450 pl. de cloruro de sodio 1.5 M. -

Agregar 6.0 ml. de acetona fria. (12 veces el volumen de suero diluido) en bafio de hielo.
Mantener durante 5 minutos con agitacién intermitente.

Centrifugar a 2000 rpm. a 4° C. por 10 minutos.

Botar los sobrenadantes.

Afadir nuevamente 6.0 ml. de acetona fria en bafio de hielo.

Agitar vigorosamente.

Conservar durante 20 minutos agitando cada cinco minutos.

Botar el sobrenadante.

Colocar los tubos en vacio para secar los sedimentos a temperatura del laboratorio, durante una hora.
Resuspender el sedimento en 450 pl. de solucién salina boratada pH 9.0.

Mantener a temperaiura de laboratorio durante dos horas con agitacion ocasional o de un dia para otro,
en el refrigerador a 4° C.

Agregar un volumen igual de glébulos rojos de cobayo al 1% en solucion salina fosfatada en Dulbecco.
Conservar durante 20 minutos en bafio de hielo con agitacion ocasional.

Centrifugar durante 10 minutos a 2000 rpm. a 4° C.

Transvasar los sobrenadantes a tubos limpios; corresponden a al dilucién 1: 10 de suero.

Mantenera 4 * C 0 a -20° C ., si la prueba no se realiza el mismo dia.

TITULACION DEL ANTIGENO:

Colocar 50 yl. de solucién salina fosfatada de Dulbecco en tres hileras de celdas (bandeja en posicién
horizontal). .

Adicionar 50 pl. de antigeno a la primera celda de cada una de las hileras.

Con un microdiluidor de 50 pl. hacer diluciones.

Afadir 50 pl. de globulos rojos de cobayo al 0.5 % en solucion salina fosfatada de Dulbecco.
Agitar.

Incubar a temperatura de laboratorio durante dos horas o a 4° C. de un dia para otro.
Determinar la maxima dilucién de virus que produce HA, esta corresponde a una unidad HA.
Emplear en la prueba de 4 a 8 unidades HA.

TECNICA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (HI)
Colocar 50 yl. de solucion salina fosfatada de Dulbecco, en las celdas de la columna 1de AaHy 25 pl
en las demas celdas (coger la bandeja en posicion horizontal).

Adicionar 10 pl. de suero tratado respectivo a la primera celda de la columna 1 de A a H (caben ocho
sueros por bandeja). Dilucion inicial de suero 1:100.

Hacer diluciones seriadas (hasta la celda 11) con microdiluidor de 25 pl. El suero queda diluido de
1:100 a 1:6400.
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CONTROLES.

Sueros: Pasar a cada celda de la columna 12 y de A a H 25 pl. de la columna 1 (esta celda corresponde al
control del suero en dilucion 1:200).

»
»

Preparar dilucién del antigeno que contenga 4 a 8 unidades HA.

Adicionar 25 pl. de antigeno a todas las celdas de la bandeja exceptuando el control de los sueros y la
primera fila.

Agregar 25 pl. de solucién salina fosfatada de Dulbecco a las celdas correspondientes a los controles
de suero.

Agitar.
Dejar la prueba de incubacion una hora a temperatura de laboratorio.

Afadir 50 pl. de glébulos rojos al 0.5% a todas las celdas incluyendo los controles de suero. (No se
incluyen las celdas de la columna 1, sirve solo para hacer diluciones de los sueros).

Agitar.
Incubar a 4° C. de un dia para otro o a temperatura de laboratorio por dos horas.
Leer.

TITULACION FINAL DEL ANTIGENO (CONTROL UNIDADES HA):

A tres hileras de celdas agregar 50 pl. de solucion salina fosfatada de Dulbecco.

Colocar 50 pl. de antigeno que contenga 4 unidades HA en la primera celda de cada una de las tres
hileras.

Con microdiluidor de 50 yl., hacer diluciones seriadas.

Dejar en incubacion una hora a temperatura de laboratorio.

Agregar 50 pl. de glébulos rojos al 0.5%.

Agitar.

Incubar a 4° C de un dia para otro o a temperatura de laboratorio por dos horas.

Control glébulos rojos: Colocar 50 pl. de solucion fosfatada de Dulbecco en tres celdas de una bandeja.

o]
0]

Agregar 50 pl. de glébulos rojos al 0.5 %.
Agitar,
Incubar a 4° C. de un dia para otro o a temperatura de laboratorio por dos horas.

LECTURA:
Titulacién final de antigeno: El titulo del antigeno debe ser tal, que corresponda de 4 a 8 unidades HA.

Sueros positivos: El titulo esta dado por la mas alta dilucion donde se observe inhibicion de la
hemoaglutinacion, al igual que los sueros positivos de referencia (formacion de boton).

Suero negativo: No debe haber formacion de boton al igual que el suero control negativo.
Controles de suero: debe haber formacion de botén.

Control de gldbulos rojos: Debe haber formacion de boton.

NOTA: Cuando se desea hacer la lectura a las 24 horas es necesario trabajar con solucion salina al 0.9

%, pH 7.3 como diluyente. debido a que la de Dulbecco produce hemélisis de los glébulos rojos en
menor tiempo.
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9.14.3 Reactivos y Soluciones.

Glébulos rojos: @ Alsever:
Tomar partes iguales de glébulos rojos de cobayo y solucion = Dextrosa 20.5 gms.
de Alsever. = Citrato de sodio 8.0 gmms.
Centrifugar a 1.800 rpm. por cinco minutos. = Acido citrico 0.55 grms.
Descartar el sobrenadante. = NacCl 4.20 grms.
Agregar 6 ml. de solucion salina fosfatada, pH 7.3. = Agua destilada csp 1000 ml.
Centrifugar a 1.800 rpm. por cinco minutos. = Autoclave 10 minutos a 10 Ib.
Descartar el sobrenadante.
Repetir el proceso de lavado dos veces mas.
Después de la ultima centrifugacion descartar el sobrenadan-
te.
Conservar a 4° C. maximo por 72 horas.
Solucidn salina boratada de Cloruro de sodio © Acido bérico 0.5 M.
5, = HiBO; 30.92 grm.
NacCl 87.675 grm. = Agua destilada 1000 ml.
Agua destilada 1000 ml.
Solucién de Trabajo @ Tratamiento de Kaolin con &cido (sustancias acido
NaCl 1.5 M 80 mi. sl ‘
Acido Borico 0.5 M 100 ml. = Colocar en digestion 1 gr. de Kaolin.
Agua destilada 820 ml. = Agregar 20 ml. de acido hidroclérico durante 15 minu-
Ajustarel pH a 9.0 con NaOH 1N fos.

= Filtrar.

= Someter 10 ml. de filtrado a la evaporacion hasta que

se seque.

= Inflamarlo, dejando méaximo 10 grm. de residuo (2%).
Solucién veronal @ Solucién Salina Fosfatada completa de
Veronal 2.875 gm. Buibercn (F85)
Veronal sédico 1.875 grm. = NaCl 8.0 gm.
MgCl, 6H,0 0.840 grm. = KCl 0.2 gm.
CaCl; 12H,0 0.185 grm. = Na;HPO. 1.15 gm.
NaCl 42.5 grm. = KH; PO, 0.2 gm.
Agua destilada csp 1000 mil. = Agua destilada 1000 mi.
Ajustarel pH 7.4
Autoclave 10 minutos a 10 libras
Solucion B © Solucion de Trabajo:
CaCl2 2H20 0.1 grm. = Solucién A 800 ml.
Agua destilada 100 ml. = Solucion B 100 ml.
Solucién C = Solucion C 100 ml.

. = AjustarelpHa7.3.

MgCl 6H20 0.1 grm. Esterilizar por autoclave a 10 libras por 15
Agua destilada 100 mi. minutos.
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9.15 Técnica de ELISA para detectar anticuerpos de pseudorrabia (Pr)

9.15.1 Materiales Kit ELIFFA AUJESZKY contiene:

Bandejas plasticas de fondo plano de 96 celdas
Orto fenilen diemina (OPD) sustrato

Antigeno positivo (Células PK15 infectadas)
Antigeno negativo (Celulas PK15 no infectadas)
Suero positivo

Suero negativo

Proteina A peroxidasa
Tubos serologia

Bano Maria

Pipetas Eppendorf
Acido sulflrico 2 M
Lector ELISA

9.15.2 Procedimiento
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INFECCION DE BANDEJAS

Reconstituir cada antigeno (positivo y negativo) en 1 ml. de agua destilada.
Agregar 100 ml. de buffer pH 9.6 a cada uno.

Afadir 200 pl. de antigeno Aujeszky en las lineas pares.

Colocar 200 pl. de antigeno negativo en las lineas impares.

Cubrir las bandejas.

Incubar de 14 a 18 horas a 4° C.

Descartar los antigenos.

Lavar 3 veces por 5 minutos cada bandeja con buffer pH 7.0.

Secar la bandeja sobre gasa.

Conservar las bandejas sensibilizadas entre —20° C. y —30° C. hasta su uso.

9.15.3 Diluciones de suero

v ¥

¥

SUEROS CONTROLES:
Resuspender tanto el suero negativo como el positivo de referencia en 1 ml. de agua destilada estéril.
Inactivar a 56° C. por 30 minutos.

Agregar 20 pl. de suero problema a 600 pl. de diluyente pH 7.0, repetir el mismo procedlmlentu con los
sueros controles.

9.15.4 Técnica de Elisa

»
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Agregar 200 pl. de cada suero diluido a una celda de antigeno positivo y 200 pl. a una celda de

antigeno negativo. Actuar rapidamente para reducir al maximo la diferencia en tiempo entre la primera y
la ultima celda.

Incubar a 37° C. por una hora.

Descartar el inéculo.

Agregar la solucion buffer pH 7.0 a cada celda.

Descartar rapidamente el buffer.

Lavar nuevamente cada celda tres veces por 5 minutos cada vez con buffer pH 7.0.
Secar la placa sobre grasa.

Agregar 200 pl. de proteina A peroxidasa por celdas.

Descartar rapidamente.

Lavar nuevamente con buffer pH 7.0 cada celda, tres veces, por 5 minutos cada vez.
Secar la bandeja sobre grasa

Afadir 200 pl.

Incubar en camara humeda protegido de la luz, durante 15 minutos.

Agregar 50 pl. de H,SO, 2 M a cada celda (detiene la reaccion).



_ INCUBARYLAVAR

Fases de la técnica Elisa Sandwich. (1) Un anticuerpo monoclonal o policlonal anti antigeno
suele estar ya unido a la placa. (2) se incuba con la muestra problema. (3) se aiade el conjugado.
(4) por tltimo el sustrato. Todos los pasos van precedidos de incubaciones y lavados.

Tomada de : www.sanidadanimal.info/inmuno/quinto1.

LECTURA:

» Se hace en lector Elisa a 492 nm (D.O.). Utilizar como blanco la fila de una bandeja que corresponda al
antigeno negativo y a la cual se le adiciono buffer PpH 7.0 en lugar de suero.

. » El suero positivo de referencia debe tener una lectura igual o dos veces mayor, a la del suero control
negativo.

= Para considerar un suero problema positivo debe tener una lectura igual o mayor a la del suero control
positivo de referencia.

9.15.5 Reactivos y soluciones

<+ Buffer Carbonato + Buffer Salina pH 7.0
*  Na,COs 1.59 gr. = NaCl 8.5 gr.
= NaHCO; 2.93gr. = NaH,PO, 0.22 gr.
= Agua destilada 1000 ml. = Na;H PO, 1.19 gr.
* Ajustarel pH a 9.6 con NaOH 5M =  Tween 20 0.50 ml.
* Conservara4®C. = Agua destilada 1000 ml.

AjustarelpH a 7.0

+ Buffer pH 5.0 + Proteina A peroxidasa
«  Acido citrico 10.51 gr. = Disolver el liofilizado en 1 ml. de H,O desti-
= Agua destilada 1000 mi lada esteril
= Ajustar el pH a 5.0 con solucién de fosfato. = Completar a 20 ml. con buffer pH 7.0
= Conservara4° C.
+ Sustrato
= OPD 1 pastilla

= Buffer citrato pH 5.0 50 mi
La solucién debe ser incolora y se prepara inmediatamente antes de su uso.




9.16 Técnica de microneutralizacion para detectar anticuerpos de pseudorrabia (Pr)

9.16.1 Materiales

Células linea PK15

Medio MEM F15, tricine, antibidticos, micostatin, suero fetal bovino.
Virus de Pseudorrabia y suero de referencia.

Tubos de serologia

Bandejas plasticas para cultivo de células, de fondo plano, de 96 celdas.
Cubiertas selladoras.

Pipetas Eppendorf de 50 pl. y 25 pl.

Formol.

Cristal violeta.

9.16.2 Procedimiento.
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TITULACION DEL VIRUS:
Colocar en cada celda 50 yl. de medio adicionado de tricine y bicarbonato en bandejas en posicién
vertical.

Hacer diluciones seriadas en base 10, de 1 a 8 (medir 1.8 ml. de medio en cada tubo, adicionar 0.2 ml.
de la suspension del virus al primer tubo, pasar 0.2 ml. siguiente tubo, mezclar y pasar 0.2 ml. al
tercero, mezclar y asi sucesivamente, cambiando de pipeta cada vez).

Agregar 50 pl. de cada dilucion a la hilera correspondiente de la bandeja.

Dejar las cuatro ultimas hileras como control de células. Adicionar 50 pl. de medio a cada una de ellas.
Incubar a 37° C. durante una hora.

Adicionar 50 pl. de células PK15 a cada celda (40.000 células).

Sellar la bandeja.

Incubar a 37° C. por 72 horas.

Observar al microscopio.

Colorear durante 50 minutos con cristal violeta al 1% en formol al 10%.

Lavar con agua corriente.

MICROSERONEUTRALIZACION:

Inactivar los sueros a 56° C. por 30 minutos.

Colocar 25 pl. de medio MEM a 8 celdas (5 celdas para la prueba propiamente dicha y tres para control
de suero), bandeja en posicion vertical.

Agregar 25 pl. de suero a todas las ocho celdas.

Adicionar 50 pl. de la dilucion de virus que contenga 100 DLsg a las primeras cinco celdas.
Agregar 50 pl. del medio sin suero a las tres celdas restantes.

Incubar la mezcla a 37° C. durante una hora

Desprender las células con la mezcla tripsina verseno (durante la incubacion).
Hacer recuento de células.

Agregar a todas las celdas 50 ul. de la suspension de células (40.000 por 50 pl.).
Cubrir con cinta adhesiva

Incubar a 37° C. por 72 horas

Colorear durante 50 minutos con cristal violeta al 1% en formol al 10%.

Lavar con suficiente agua.
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CONTROLES DE LA PRUEBA:

Titulacién virus (control dosis)
Control de suero positivo.
Control de suero negativo.
Control células.

LECTURA:

Suero positivo (con anticuerpos): Neutraliza la accién del virus, por consiguiente no hay efecto
citopatico, al igual que el suero positivo de referencia.

Suero negativo (sin anticuerpos): No neutralizan la accién del virus, hay efecto citopatico.

Control toxicidad suero: Por lo menos dos de las tres celdas no deben presentar efecto citopatico.
Control dosis virus: El titulo del virus debe corresponder a 100 DLsy CC.

Control células: No debe haber efecto citopatico.

9.17 Técnica de microinmunodifusion para la deteccién de anticuerpos de pseudorrabia

9.17.1 Materiales

Virus de Pseudorrabia. = Molde de Cobre de siete celdas.
Agar. = Cajas de Petri.
Sueros de Referencia. = Bomba de Vaci6.

9.17.2 Procedimiento
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Retirar la preparacion de agar que se ha mantenido a 4° C.
Licuar en bafo Maria hirviendo.

Enfriar alrededor de 60° C.

Agregar solucién stock de acida sodica.

Colocar 2.25 ml. sobre cada portaobjeto.

Conservar los portaobjetos a temperatura de |laboratorio, de dos a cuatro horas antes de usarse, mante-
niéndolos dentro de una caja de Petri.

Después de solidificado el agar, perforarlo en sitios diferentes con un molde de siete celdas.

Retirar los tacos de agar de las celdas con una pipeta Pasteur o con una canula de 14 pulgadas,
conectada a una bomba de vacio.

Cada celda debera llenarse con los sueros problema hasta el borde del agar pero sin sobrepasario (24
yl. por celda).

Los sueros se colocan entres celdas externas, conservando vacia una intermedia.
Colocar un suero positivo de referencia en las celdas vacias.
Agregar el antigeno de pseudorrabia a la celda central de cada molde.

Conservar los portaobjetos en la caja de Petri a temperatura de laboratorio (20 a 26° C) durante una
noche, en camara humeda.

LECTURA:

Veinticuatro horas mas tarde, observar con la ayuda de campo oscuro y con lente de aumento, hacer la
lectura.



Reactivos y Soluciones

* Gel de Agar Buffer Tris pH 7.2 (0.05 M) + Solucién stock de azida sddica
= Trisma HCI 7.02 gr. = Azida sddica 2.54gr.
= Trisma base 0.67 gr = Buffer Tris, pH 7.2 100 ml.
= Agua destilada 1000 ml. : .
0.025%

«  Agarosa 6.9 gr. ¢ Solucion de trabajo

= Autoclave a 10 libras por 7 minutos = Solucién stock 1 ml.
= Conserve a 4° C. = Agar diluido 100 ml.

Envasarlo en cantidades apropiadas para una prueba.

NOTA: Cada molde o plantilla consiste en siete celdas de 4 mm., separadas entre si por 2.5 mm. Una
celda central y seis celdas a igual distancia.

9.18 Técnica de aglutinacion latex para detectar anticuerpos de Pseudorrabia
Esta prueba se puede realizar empleando suero no diluido, decantado.
9.18.1 Materiales

KIT LATEX AUJESZKY CONTIENE:

Suspension de latex sensibilizada con glicoproteina purificada de la cubierta del virus de pse'zudorrabia‘ Suero
negativo de cerdo con titulo neutralizante menor de 2.0 logyo. Suero positivo de cerdo hiperinmunizados, que
presenten clara aglutinacion.

9.18.2 Procedimiento

Colocar una gota de suero control positivo y negativo en las celdas correspondientes.
Colocar 30 pl. de suero problema en las celdas correspondiente.

Agregar una gota de antigeno de Pseudorrabia a todas las celdas.

Mezclar cada celda con un agitador plastico.

Agitar suavemente la placa

Leer el control positivo dentro de los cuatro a seis minutos siguientes.

Leer los sueros problema.
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NOTA: La aglutinacion que se observa después del periodo de tiempo indicado, no debe ser reportada.
Esta prueba no debe ser realizada con muestra recolectada sobre papel de filtro:

La prueba es sensible. de facil realizacion econémica y de lectura rapida. Si se puede usar a nivel

campo. No debe ser empleada para diagnéstico diferencial, detecta anticuerpos totales, no diferencia
animales infectados de vacunados
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante las primeras décadas del siglo XX el diagnéstico virolégico presentaba un atraso de casi 3_0 aﬁoshen
relacion al diagnéstico bacterioldgico, no es hasta los afios cincuentas que empieza a despegar el diagnostico
virolégico, permitiendo con esto tener grandes avances en la deteccion de enfermedades virales.

Este manual no pretende sustituir a la informacién ya existente. La informacién que se consultd y revis6 para
este manual a permitido tener informacién actualizada, completa y sobre todo de una forma integral: diagndstico
del antigeno, diagnostico para los anticuerpos (serologia), pruebas especiales (Microscopia Electrénica, PCR,
Quimioluminiscencia entre otras).

Por lo tanto este manual de diagnostico virologico sera una herramienta de trabajo muy util para est‘udia'nt'es
de la carrera de QFB y Medicina Veterinaria, asi como el personal que elabora en el 4rea de laboratorio clinico
integral.

Los objetivos de éste proyecto se cumplieron en un cien por ciento.
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GLOSARIO

Absorcién: Proceso por el cual una sustancia es tomada por otra, quimica o fisicamente, como cuando una
esponja toma un liquido o una sustancia se disuelve en otra.

Adyuvante: Sustancia extrafia a un organismo introducida conjuntamente con un antigeno para aumentar su
inmunogenicidad. Estas incluyen bacterias muertas o productos bacteriales (endotoxinas) o emulsiones (adyu-
vante de Freud, aluminio).

Adsorcion: Adhesién de las moléculas de un gas, liquido o una sustancia disuelta a una superficie por
atraccién quimica o eléctrica. Tipicamente con carbon granulado activado para remover elementos orgénicos

disueltos.

Alcalinidad: Concentracion de carbonatos, bicarbonatos, hidroxidos y ocasionalmente boratos, silicatos y
fosfatos en agua, expresado en partes por milién de carbonato de calcio.

Anticuerpo: Sustancia (generalmente globulina Gamma), sintetizada por un animai por efecto de su exposicién
a un antigeno o a un hapteno combinado con un vehiculo y que puede reaccionar de manera especifica con el.

Antigeno: Molécula que puede reaccionar de manera especifica con los anticuerpos y que en condiciones
apropiadas, desencadenada en el animal la sintesis de anticuerpos especificos.

Atenuacién: Disminucion o debilitamiento de la virulencia (de un microorganismo), que se logra por seleccion
de mutantes naturales o en forma expenmental

Cultivo primario de células: Cultivo que se inicia con células, tejidos, y 6rganos que proceden directamente de
un Ser vivo.

Desmineralizacion: Se refiere al retiro de minerales y sales minerales utilizando un recobrador de iones.
Algunas veces se entiende como desionizacion.

Dilucién: Disminucion de la concentracion de una soluciéon por medio de solventes.
Dilucién (Factor de): La relacién de solvente a soluto, por volumen.

Destilacion: Proceso de separacion de las impurezas del agua por calentamiento hasta que cambie a vapor y
luego por enfriamiento y condensacién pasa a estado liquido.

Dosis infectante (Dlsg, TCIDso): Concentracion de virus necesaria para producir una infeccién reconocible en el
50% de los animales 6 en células cultivadas empleadas como indicador.

Esterilizacion: Destruccion o remocion de todo organismo vivo.

Efecto citopatico: Alteraciones morfoldgicas de las células huésped; generalmente determinan la muerte celu-
lar.

Gel : Masa continua formada por coagulacion de coloides.

Globulina Gamma: Fraccion del suero (en base a movilidad electroforética) formada por diversas clases y
subclases de moléculas de inmunoglobulina y de otras globulinas que no desempeifan funcion de anticuerpos.
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Globuiina: Cualquier proteina del suero diferente de la albdmina en soluble a altas concentraciones de sal.
Hemoadsorciéon: Fijacion de globulos rojos sobre la superficie de ta célula huésped.

Hemoaglutinacion: Agregacion de globulos rojos.

Hemoaglutinina (viral): Proteina (distintas de los anticuerpos), situada sobre la superficie externa de ciertos
virus, capaz de reaccionar con uno o varios determinantes de la superficie de los globulos rojos, causando
agregacion de ellos (hemoaglutinacion).

Inmunidad: Condicién por ia cual un organismo es capaz de sobrevivir a la accidon de agentes infecciosos o a

sus efectos lesivos y vencerios.

Activa = Es la inmunidad que se adquiere a consecuencia del contacto natural con un agente infeccioso, o la
que se debe a vacunacion.

Pasiva = Inmunidad adquirida de la madre a través del calostro o por la inyeccion de anticuerpos formados en
otro organismo.

Inmunédgeno: Antigeno (molécula) que desencadena la produccién de respuesta inmune.

Inmunodifusién: Reaccidn seroldgica que se presenta en o sobre un medio de fluidez restringida y en el cual
los reactivos se mezclan solamente por difusion.

Inmunoglobulina: Las diversas clases de moléculas de gammaglobulina que tiene actividades de anticuerpo.
Linea celular: Cultivo de células capaz de mantenerse mediante resiembras in Vitro por tiempo indefinido.
Microlitro: Millonésima parte de un litro, pl. Ej. 0.8 ml. igual a 800 pl.

Peso molecular: Peso de una molécula, calcutado por la suma de pesos atdmicos de sus atomos constitu-

yentes. Es el peso de un elemento en relacion a otro tomado con estandar, usualmente oxigeno (16) o carbono
(12).

pH: Logaritmo del reciproco de la concentracién del ién hidrégeno, una solucion con un pH inferior a 7.0 es
acida ; si es mayor es alcalina.

Respuesta inmune secundaria: Respuesta que ocurre luego de una segunda y subsecuentes exposiciones a
un antigeno (memoria inmunologica)

Soluto: Sustancia que se disuelve formando iones en solucion.

Solucion: Liquido que contiene soluto disuelto.

Solvente: Liquido capaz de disolver un soluto.

Suero: Porcion liquida de la sangre, que se obtiene después de quitar el coagulo de fibrina y las células

circutantes.

De fase aguda = suero que se obtiene en las primeras etapas de la enfermedad.
De convalecencia = suero que se recoge durante |a etapa de recuperacion de una enfermedad.

Tolerancia: Fallo de! sistema inmune de responder a un antigeno como resultado del contacto previo con el
mismo antigeno, aunque sea capaz de responder a otros (infeccion neonatal).
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