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INTRODUCCTION.

La Qrtnitis Enceféiitﬂsbcaﬁfina (AEC) , también conocida
comn Leucoencefalitis virai es ﬁna enfermedad de curso crénico,
ocasionada por un virus de la familia retroviridae y subfamilia
Lentivirinie. (Alvarez 1984). Clinicamente se caracteriza  por
incoordinacién 'y pardlisis en animales de entre 2 a 4 meses de
edad, adem;s de ataxia en cabritos y encefalitis (Gonzdlez y col
19873 Dauson 1987), frecuentemente tienen una neumonia
intersticial similar a la observada en las ovejas llamadas
Neumonia Praogresiva 0Qvima (OPP) estas lesiones se gbservan. en
cabras de diferentes edades, las cuales tienen como signos
princiales neumonia o encefalitis dependiendo primordialmente de
la edad (Dauwson 1987). En animales adultos,vse caracteriza por
una artritis crénica  degenerativa, incoordinldiéd RV
excitacidn.(Bonzdlez y col 19873 Dawson 1987). Ademaézfée a.

reportado recientemente manifestaciones en gléndula mamaria, el

dafio produqxdu en este 0rgano es una inflamacx n- ! 1fd§éﬂ>can*

induracién, en algunas cabras la in*lamacxdn es‘muy marcada y '

decrece con el tiempc, pero nunc' su:tamafio 0l su

_consistancia, 'béjandp conszderg emente Ssu produc:ibn. (Dawson
1987). L %7 )

"A 'lav - lesiones tales’ como

I'\ECI‘DDEIB

minera!i'acibn de la cépsula arti:ular endanes Yy vainas de . los

tendones carpales, adem&s de formac bn de higrumas en las mismas

(Rabinsnn, y :nlv1996, Surman y»cnl ‘987). A nivel micraoscépico




5 mononucleares en tejido

:ons:txvu j'la- Eblagen. articular y

.mineralxzacié d 1 (Né:ara 1991). Llas lesiones en

el-'sistema ner 1nso ‘s56€ restringen primariamente a la materia
blaﬂcé V’E ~ 1ncluye nvxl racxén perivascular de céiulas
monanucleares y var1os gradus de desmielinizacién (Kennedy y col -
1985). En las articulaciones se presenta una artritis
caracterizada por proliferacidn de células en la estructura de la

membrana sinovial e infiltracion de células mononucleares. qué_

articulaciones del carpo son frecuentemente mds afectadas en Iosl_
animales;adultos (Kennedy 'y Eol 1985). :

El viﬁus se transmite principalmente por'ie:hefylégln
cabras infectadas, infectando as{ a su cria, eiivi s’
también por otras se:recianes y. pﬁedér bF&;éEar

intrauterinas (Alvarez 1984, Padilla y c

sons

La artritis’ cllnlca raramente se manif:esta

madurez ssxual; aunque hay . excepcin e
articulaciones en afectarse son las Q§rpa195,
articula:iones de laos corvejunes; lgi‘ :
aparente,' pero si estd presente puede va

moverse de una articulacién a otra. Los :aans .son afebrxles, 'na

hay anorexia, sin embargo, hay pérdida gradual de candiclbn que

n 1997).

se refleja en la calidad de pelo ¢Daii




Aungue las cabras de todas las edaUES.bueden ser aféctadas,
la encéfalitis.generalmente afecta a Cabfités de 1 a 4 meses dé
Euad, presenténdose lesiones en el sistehi nefviusu central. La
man?festacibn de encefalitis mds draméti:a .y frecuentemente
encontrada, es la paresia del tren' posterxor, seguida del
desarrollo de lesiones en Médula: espxnal, evidencia de
complicaciones cerebrales pueden séﬁ menasiapgrentes, pero puesden
inducir cequera, tremor, upistdtuhnslyftd;éicalis. » fos casos
generalmente progresan hasta la postraclén en un per(odn de dias

a2 semanas y reguiriendo muchas veces eutanasia- _sin -embargo,

existen antecedentes de recuperaéiﬁh:

~flbs;fanimales, " que
raramente ocurre (Dawson 1987).
Se

de

‘menos

embargo, Pruebas seroldgicas para de@ecf

90 % de seropcsltiv:dad a este vlrus

s Estqdips realizados ~ en Méxicn

iﬁporiadasfal 274 presehtbianti

con’. 1a bbuébéﬁd

.birié;?“qabﬁas‘infed adas con-e

'rus hacen pcsxble que este sé encuentre’ en

caprincs crio los (Alvarez 1954).



Avalos Y. cul. (1991) reanzaron ‘un estu'

io 'scbre - la

prevalen:ia del virus de AEC en el estado de Nueb \o Led

enr:ontr'aron animales ‘ serpo:xhvn

.1992), u_f:xlizandu

un.antlgann ‘de vi

La Prusba de inmundif‘u:si‘l.“) h
simple y. confiable, bér‘ab d:e‘tte‘t:‘tar_-
borregos mfectados x:a Tt
(A'E'C, aPP) . . Aunque Est .
son ;;laé_ificagos

subramilia lenti

sobre . sus: estruc



La utilzzacxon de las' cdltivo§  celulares disminuye‘ lpu,_

molestia _y; iqs gastas propios del uso de animiIES

émﬁriénédué cama medio de’ canservacién da dxversns
virus de AEC,‘se ha aisladu en células de'. membrana sinovxal de

cabra' (Ellis 4 :D! 1987 Surman Y col !997; Pyper y

y tejidas fras:cs

partir de drganos

en  1la virologia, gracias a estas se
oucho - tiempa des:unocxdas,
aquellos gue no se conoqian;fs reparar‘hu&has’de las

“estudiade la

vacunas que &8 - ha

interaceidn que sev'estabi ce. ntre los ifué y' ' las células

htesped (Mobanty y col 19é87},




CARACTERISTICAS DEL
- VIRUS DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA
EN CULTIVOS CELULARES.

El virus AEC muestra caracteristicas de los retrcv:ruﬁ ~coma
‘son’ densxdad de gradiente de sucrosa de 1.18 g/ml, cantiene',un
RNA d@‘eo 3. 70 § y una transcripbasa reversa { RNA dirigid;-r DA -

polimsrasa) (Clements y cal 19803 Eheevers y cnl 1?81).;~ o

La envultura_

El vxrus de AEC es un retravirus ne: on:ngénxcn.

de ‘este v;rus esta canstituida por una”

este ‘réeroviru

conforme prngresa la enfarmedad, ‘as decir.
cambiando - su cumpn51cidn antxgenica, can ln ©
mantener una infeccidn perslstente mediant‘

respuesta inmune (D:xan y cul 1983 Elis

subclinica. La persistén;;a'dél‘vi}ué es debid
infeccién de las monb:itdé Y. :

inmunolégicao, o en parte por e racaso: de

desarrollar anticuerpns neutralizantes del vxru

1985).



A pesar’ de . la faltade

animales’ producen-:

glricnpr‘oteAina_
a‘nti:uerpn’_s :

" col 1985).

“un alto fndice de

‘estas substancias se

990) .

'al‘ caprina, tiene un

; qﬁe: el virus se :
La mayor parte de
an “ila ma;nbi‘ana

i ’rﬁ&uc;dés’ por

lpé ?rv.‘)br-ganus'_ :

sint:‘ilﬂds" phlmonar,

seguides. d En’ estos

w7



'hulthDS también se nEuenﬁrgn‘“b rticilas

5fintrac1tnplasmét1cas

sincit1

Yy en ntrns tipcs e células-( Ver cuadro “:1)




‘CUADRD # 1
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO CELULAR DEL VIRUS DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA
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0BIETIVOS
OBJETIVO GENERAL:  Estable un ‘netado de

diagndstico sen:xlln, ) sensxble para 1la

identificacidén de 1la ar-tmeis encefanhs caprina.

QBIETIVOS PARTICULARES:

- Preparacién de solucianes,  medios . e

ingredientas 1ndispens‘ablas‘ pé'ﬁi' ] 11 - Loultive
célular. : o

- ‘Preparacién de material por

pracedimientos necesarios .que’’ permit

soparte é.feﬁélulis :ul‘tivadn's ir\ v

~ . _Realizar cultivds primario
sinc§1a1 vy cornea de fetos caprinas asi
'cama de conejos y gazapas., )

UBJETIVOS *ACADEMICO:  E) aplicar aprendidas

en las asignaturas . tales 1,c6ma ,'c:prina.'

virolagis y Zootecnia caprinai’
OBJETIVO SOCIAL: Benefi:iar a v roductores dn :lbras,

poder cantar can diferentes métndn xagnbshco “de esta ..

- enfermedad para prevenin - h'_

ineruduc:vankde esta al pais
por animales impartados y}f’as‘ : . su diseminacién en

el pais.

10



CURDRO METODOLQGICO.

COMPORTAMIENTO INMUNOLOGICO DE LA CABRA FRENTE AL UIRUS'

DE ‘ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA.
ACTIVIDADES REALIZADAS
L )

!
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CALENDARIO DE ACTIVIDADES.
1993,
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TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE
PARA LA PRUEBA DE
INMUNODIFUSION EN GEL.

Se apoyd en la toma de muestras de sangre en un rancho de
APAZCO, En el Centro de capacitacion agropecuaria vy forestal
CECAF, Ubicada Km 3%.3. Carretera Los Reyes—Tlahuelilpan., Apazco
Edo. de México. Para la catedra de ENFERMEDADES INFECIOSAS DE LOS
CAPRINOS, ASPECTOS INMUNOLOGICOS Y DE DIAGNOSTICO.

tas muestras fueron tomadas de la vena yugular, utilizdndose
equipa vacutainer . y agujas de calibre 2%, previa asepsia con
torundas de zlgodédn y alcohol, la sangre se recolecto en tuboas
vacutainer. Marca Becton Dicknson, SST Gel and Clat ActivAtér Yy
se identificardn. ’ ' ' -

.

Se muestrearan 25 cabras y B8 trabaaarbn 1o tuhos para

obtener al suera.’

se mantuvieruhi‘k 3. hrs

aprnximadamenﬁa;  desprendiend 56 e' coéguln con’ un_.baliilo de

punta plana, para pusteriormente centrifuga

minutos, * se separd el: suerc ,eﬁ tﬁba, previamente

idenﬁifﬂcadé. Se alma:enarﬂn ‘@n cangelacién a —ZOOC hasta  su

utilizacidn.

3.



ToMA DE TEJIDG PARA
HISTOPATOLOBIA Y
MICROSCOPIA  ELECTRONICA.

En ‘esta actividad se apoyé a mantener dos Eaprinos'.en»
.aislamiento, proporcionindo alimento (concentrado)y 5119   y

- alfalfé) y'agua a libre acceso. Se OFdEnQ diarxamente -a. ll

durante el periodo que estuvd en el :orral.

A estos dos animales se les tomb muestra de sangre

siguientes

sinnvial. Realizéndusgv'}géi pruebas-
biometria hemitica, qut'm‘ibc':a- ba
brucella. : :
Se sacrificarén lov
después de 1o cual se
de -é4rganos
pulmén, - ce%ébrb;’ 

a3l '}igua};_ihhe

tnmeglétameﬁf

dca se
W
_eﬁ  buffer

se

después- de . lo

ncionado,

lavarén™ 3

-14



cual fueron post-fijadas con.  tetradxide de

. cacodilato durante una hara, al térmfn6 d

buffer.

15



IMPLEMANTACION DE UN CULTIVO CELULAR.

"Este  trabajo muestra las actividades désarrollad;s en el
gervicio social.’ Para implementar un cultivn celular prlmario de
'cornea Yy rifion de gazapo y conejo, de artxculaciﬁn Y copnea de
feﬁo de cabra y tabras adultas. En el laboratario de_ virulugia

de campa No 4 en colaboracion con el 1abarator:n de lnmunplogié

de campo No 1 de la FES-CUAUTITLAN.‘

solucinnes en 1a preparacibn de

qultivos 'celulares Tes’ 1ndispensable para taner un medio con el

éual .laVa :las células y tejidos, estas soluciunas tienen las

'cnracteristxcas necesarias para conservar temporalmente las

 cé1u1as antes de sembrarlas en el medio de cultive.

:SDﬂUCIDN BUFFER SALINA FOSFATADA.

La scluéibn buffer salina fogfatada es muy impnrtahte para el
llaQado de las células, conservando la presién osmatiba‘y el pH dg '
‘las células. Para preparar un litro de estavsqlﬁcibn se rgquieré

lo siguiente: ' )

SOLUCION A.

Na C1 . 8.0 gramos.
KEl ’ 0.2 gramos.
Ca C1 2 H20 o 0,132 gramos.
Mg CL 2 . 6 H2O ., . 0.1 grames.

Agua desmineralizada : : ) 800 ml.

A6



SOLUGION B. - - -
Naz HPO 4 v ‘ T .7 1.15 "gramos.

“gramos.

KHZ PO4 R R Y- 3
Agua desmineralizada : :

RDCEDIM!ENTU.

de acuerdo al orden de la
2.- ' Se esterillzarﬂn'
5eparadu, a 15 llbras d

Ju- La soluciﬁn

agitacién. Posteriarments 5

estériles.‘ . .
Se Cultibs de 1as5 ml

pruebas de esterilxdad.

buffer a base de bicarbnnatus, el metabnllsmo d
el cultivo pruduclrt altera:iones gh,

hidrogenxones deteceables pur el rudn de b

txene

un colar purpura a pH B 2 o mayor

crecimiento!

a7



momentaneo 'al lnucular ;as células.: Para prepérar'unvlitra. ‘dei

esta soluuxén se’ requiere'yb

SOLUCION A.

‘Na €1 0 gramos;

KoL S ..'v‘ o ’:'Zf'_1';f;14‘:f;QFQMQ§.
Ca C12 s . ) ?"-» ’ - 't;4:'9ram§s:
Mo SO 4 o 7HZO ..2.0 gramos.
-Agua desionizada. :‘ Aprax. ‘:450 ml.
SOLUCION B, o B

Na HPO4 : . < - 0.6 gramos.
KH2 PO4 o . 0.6 gramos.
Slucosa ’ . ‘ o ‘ 16 éramos;'
Agua desionizada. Aprox. 550 hi.
SOLURION C. :

Rojo de fenol 1 % oo e

PRDCEDIMIENTO.

1.- Se disolvierdn los constituyentes ec

2.~ Se adiciono la snlucxdn B én:la solu:zén A,

3.- Se adiciont el husa'qé

4.~ Se aford a 1 000 mib¢6n
5.- Se esterilizblporﬁfilé ac

&.— Almacenanddjen;nef}éera

TRIPSINA.

ispersan

Es una enzima con la: cual

cultive, por mEdlu de la digestian del ‘coldgenc . que. -

-unidas a las células.

el nrden Enllstadn.u

las. células ‘para

mgﬁtiéhe;

.18



“'Para preparar un-litro de éﬁipéinivai‘0.25 ‘se Heqqiere{v_ 

Tripsina (i:250). .2.5 .qramos

Penicilina

Eétreptnmlcina

Solucion salina de Hank ‘s
" PROCEDIMIENTO. S
1.- Se adiciond la tripsiﬁéfyli@é a

salina de Hank's.

‘2.~ Se esterilizd por filtracidn presiah posiﬁ;

3.~ Se distribuyd asépticamente_en‘vblﬂmgné

s-de 20 ml.

4.~ Almacenando en congelacién -20¢ E;A vﬁad§  Bdtéiié  25"

descongelada. al momento de ser usada.

A9



"MEDIOS. DE . CULTIVOS

o Eééaé solucionés.san de gran impﬁrtanéié:béfquéjgi;ésﬁguaﬁﬁan’
i lns; ﬁuﬁrienéeé, energia y presianvosméﬁichv‘dqé 'nééés;tan ias
'céluiaé para multiplicarse.
‘ ‘Los medios de cultivo se agurpan en cuatro tipos dependiendo
del pfopésito para el cual se empleans
19~ El de los medios esenciales para la sobreviviencia
inmadkata de 1las células, estos han sido definidos en forma
- precisa por lo tanto es importante controlar la presidn osmotica
y el pH, asi como también proveer una buente de enrgla y cietos
-iones orgénicos (Fenner y col 1987: Mohanty y col 1988).
2.~ Los medios eseciales para sobreviviancia prolongada las
células toman en cuenta factores tales como soluciones
balanceadas que contengan suero, esto ayuda a prolongar mis la
vida de las células. 0Otros estudios han demostrado que los
factores pueden sar remplazados por mezclas sintéticas laé que
incluyen en su foérmula elementos como: aminodcidos esenciales,
oxigeno, vitaminas y proteinas séricas. También se ha demostrado
que las celulas sobreviven menos en ausencia  de proteinas
séricas. Este ®#s el grupo de mayor importancia en su emplen ya
que la mayoria de los medios existentes en el mercado se
@ncuentran en este grupo (Fenner y col 1987: Mohanty y col 1988).
3g.— Este gurpo abarca medios esenciales para crecimiento
indefinido y son los medios sintéticos que en su férmula no

incluyen suero (Fenner y col 1987: Mohanty y col 1988) .

.20



4p.— Finalmente ' los~‘medzos lesen:1a1es a.d fun:xanes

‘Espe:iealxzadas. Estan aun .en sus etapas tempranas de desarrnll

y presentan cumposiclﬁn més cumpleja que tendran que s r adapt

para el tipo de células u érganos que se qu:eran culti ar

y col 1987; Mohanty y col 1955).‘”
Los medios de cultivo empleadus en el desarroll
para el aislamxento de €1 virus de AEC, pertene;s

grupo segtin la clasificacxén anterior. Segun ’;a

Ver el cuadro " 2.

de crecimiento.

(LEIBOVITZ) (1-X) con L'
tejido de lahoratoriné*

Al

% 1la mas baja hasta el 15 %. Ademis se adiciond el

antibibticu penicilina - estreptomxcina Y nistatina.
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CUADRGO & 2.

MEDIOS DE CULTVO.

ORGANO MEDIO &FB.* ANTIBIOTICO BIBLIOGRAFIA

NBTO 3T NEPIQ MIN % SI SE DIPLEARN KIRLAND ¥ COL 1967,
M o,
Wird TSR o Hgipoereie v
.:.?"“'“éxsm 20x ﬁgﬁéﬁc{“ PARLISCH ¥ COL 1994,
e E'mo )

'f:;: EOmpECan e DAHLBERG ¢ COL 1981, -
s
mﬁws nex 1 goipaLe ‘ ELLIS ¥ CoL 1984,
it Mo " e LB
mmﬁ: R TR
.5, Camma. X WAEIONC)  S-Le LI, v ot 435

tsz MNTIBIOTICO

L e BRI

LE R n e SRR,
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ANTIBIOTICOS.

La "u!;.ili_zac'ia'n de 210'5!( 'antibidf_:ivcos' en  los cultivos’
célul.ar‘es, a permitido Vco’n“c‘r“dla‘r la t:cmt.aminacian de .bacteriaé, -
" hongos, micnﬁiasma.s y .1.evadur‘as,' emplesndnse de rutina  en ’.1%
prjsparac.iori y ml‘n‘ejo de lné medios de cultivo éelul'ar. )

Los antibiéticos que mds se utilizan son: penicilina,

estreptomicina, neomicina, polimixina B, - .anfoteracina . .y’

nistatina.

~ PENICILINAT  Este antibiético  se obtuvd .. en . forma.

liofilizada y estéril.

Se disolvid en forma estéril con agua ﬁegin‘niza&a; B

. La é‘oluciﬂn ya prepara&a, se ester‘ilizﬁ_‘ ,pu‘ri' fx_l@réﬁiﬁn y
presion positiva, distribuyendose en forma e‘s'td\rilv "e'n'k volumenes
detl a2 2 mi, . } -

Se recomienda preparar una solucidén can:entréd;' de 100 000
ur/mil. .

La dosis que se emplea es de 100 UI x ml de nedio de :ultivc;.
Se emplea de la solucidn preparada ya des:rit.: 1 m por  cada
litro de medio. ‘

Se almacena a temperatura de -20g c.

~ ESTREPTOMICINA. Este antibidtice se obtuvé en forma de |
polvo liofilizado y estéril. ' :
Se recomienda preparar una solucién concentrada de iOO :000

miligramas / ml.
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La' ‘dosis  recomendada -es de: 10(;) mu:rugramos pcm 'rﬁl -

utiliza de la preparacion ante i

. Se almacena a temperatura de

.= NISTATINA: Este antibidtica, es

| Se prepard una solucidn'ﬁpn;é

ésvterivl con agua desionibzvada. ‘
La dosis recomendada por. milil tr

de la solucion concentrada se empleb 0

Se almacend a temperatura de '~ 20g

! Prasentacidn

resentacion - del friscp )
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CULTIVO CELULARS

Como  se  sab v S - repli excluslvamente en eal

& séﬁi multlplxcan

iinteﬁfoﬁ"ﬁﬁé

unxcamente en un determinido ) cé ulas y algunos no ' han

podldn ser culhivados bajo ninguna cundicién en laboratorio. " El
‘cultivo "in vitro" de los virus resulta esencial para estudiar su
mecanismo de rep!icaciénr para el diagnéstico (Mnhanty y :Dl

1988).

Se consideran tres tipos generales de cultivos celulares.

1o CULTIVOS CELULARES PRIMARIONS. Se refiere a cultlvos de

células derivados de tejidos de érganos nbten:dos generalmente 'a,ffl

partir de fetos e inmediatamente usados para su estudio, por _i
cual poseen un namento normal de crumnsomas.-de unl capaci éd 

limitada de crecimiento "in vitro", a 1o

divisiones. 85in perder sus caracteristicaskmqffulégicas

¥y col 19873 Mohanty y col 1988).

20 CULTIVOS CELULARES DIPLOIDES. Esta cdlti@o §¢ éaﬁﬁ;dera
una extencién del primero, siendo un cultivo maﬁtenido a 'trayés
de pasajes, en el caso de células de tejido- normal, qeben de’
conservar el numero diploide de cromosomas lo cual Iiﬁita
aproximadamente a unos cincuenta pasajes puesto qué de ah{ en
adelante empezaran a sufrir alteraciones morfoldgicas las
células. A este tipo de cultive celular sé le a denominado cepas
celulares (Fenner y col 1987). .

LINEAS CELULARES. Se entiende por este iipo de cultivos a
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las células que han'sido’ propagadas por més de c nc‘ ntalpasqﬁes,

cCromosomas. Fre:uentemente no

las células que le dxeron nri

bioquimicamente (Fenner-y &

tas lineas celulares:

~ Linea célular Vero,

~ En perro (MDCK). Madin;Dardy Canine
- En ternera (MDBK)
_-'En aato (GFK)
~ En:ratén (1929, :

- En hamster (BHV

elufares i ',los

dé

Qenfajn

Laf cuntl
xndefin:damente mediante subcultivns de las cél
de tiempo regularas. Al 1gua1 que otras células,

su viabilidad durante muchos anns si se congelan an un medtu que'.

contenga suero y dimetilsulfbxido.




RECONOQCIMIENTO DEL CRECIMIENTO
DE LOS VIRUS SUBRE CULTIVOS

CELULARE S.

Algunas de las técnicas mds sencillas comunmente utilizadaé

para el reconocimiento de crecimiento de los virus son:

HEMOADSORCION Y HEMOASLUTINACION. Esta técnica es empieada
genaralmente cuando los virus a reconocer en los medios dé
"culnvo pertenecen a las familias ortomixovirus, paramixovirus o
togavirus las cuales se forman por gemacién de ias membranas Yy
tienen la capacidad de adsorber eritrocitos, dichos fenémenos. es
conocido como hemoadsorcidn y se debe a la incorporacién en la
membrana plasmética de proteinas viricas de nuava sintesis que
fijan eritrocitos. la hemoaglutinacién es ur‘; fendmeno diferente,
aunque relacionado, en el que los eritrocitos son aglutinados por

los virus libres (Fenner y col 1987: Mohanty y col 1988).

INMUNOFLUORESCENCIA. Los antigenos viricos intracelulares de
nueva sintesis pueden detectarse mediante tincidn de la monocapa
célular, fijada con un anticuerpc especifico frente al virus,
marcado con un colorante fluorescente o con una enzima: come la

. peroxidasa (Fenner y col 1987).

INTERFERENCIA. La replicacién de un virus - en-una’ jcélula -

generalmente interfiere la replicacién de otros virq:‘: (Fenner ".y,

col 1987: Mohanty y col 1988). ' .
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EFECTOS CITOPATICOS. gon los éfectbs sobre las células en

las gque se replican los virus, es'la‘eviden:ig visible del dadfo
“eelular a medida que los virus afectan a nuevas células de
bcultivo. 'A estos d;ﬁos san 105 que se llumaﬁ efectos citopiticos

: y a lus virus se les llama c1tupatogenxcus (Fenner y col 1987).

»de lus efectos citopdticos pueden comprobarse

en’ cultivns :e!ullres no fijados y no 'teﬁidos, can

diafragma cerrada para lograr

2 parcialmente
‘suf ciente :ontrlste (Mohanty, y cnl 1988) .
fija:iﬁn y tincidn de las monncapas celulares pone de

manifxestu mayores detalles para el dxagnastico,v principalmante

cuerpos de inclusién y sincxt:ns

’Fenner,y_cal 1987; Mohanty vy

col 1988).

En el caso del virus de “AE

en los :ultivcs celulares es ex

come positivu el cultivn',:uando
citopatico el sincitios (Paelisch y cb
1985- Ellis y col 1988). Los sin:xtxos 5

dias después de la inoculacidn de :ultiv

Gonzalez y col 19873 Nar:yln vy .cnl

tiempo aproximadamente un 20%
{Kirrland y col 1987). CDnsxderandase neg

presenten cambios cieupﬁticns y si :1tios
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:ihb;ulgéiaﬁ fﬁhaevers »y tul.1985{'KirrIAnd"y3‘col 1987) .
sincit{n§ pueﬁen Eer’deté:tédos témbién par medio. de tinéfﬂﬁ fdél:v”

cultivo celular con hemoxilxna—easlna (Grewal y cal: 1996).q

para;"

‘Sé' demoscrado que la temperatura también es un factor

fcrmacxbn de 'sxncitxas, ya que hay mayaor fcrmacxdn:'de

Esincitlos a temperltura entre 37g a 390 C (Blondi y col 1989) .
En al cultiva celualar de testiculo el efecto citopético parv
la infeccign del virus AEC se determina por monitoreo en un

micrui:apio'de contraste de fases (Dahlebarg y col 1981).
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'REUTILIZACION DE MATERIAL DESECHABLE
EN CULTIVOS CELULARE.

‘El material plésticb es usualmente atilizado en el
laﬁoraeoer en cultives celulares, especialmanté para la
propagacian y' enégyos con virus, el crecimiento celular en 1z
superficie plistica es siempre superior al que se obtiene en el
matrial de vidrio, debido a2 gque existe una mejor adhesion en el
material plistico no tédxico, las delgadas paredes de los
utensilios de plastico, facilitan también la ohservacidn
microscédpica de los cultivos, especialmente para la evaluacidn de
la  actividad citopdtica de los virus. La desventaja de los
recipientes de pléstico reside en el hecho de que
tradicionalmente se trata de material desechable, que se utiliza
una sola vez, elevando ostensiblemente los costos. Los
utensilios de pléstico, no obstante, pueden ser, reutilizados
despugs de un tratamiento de dxido de etileno. Sin embargo el
equipo esterilizador es caro y el proce:ﬁ de desgasifié::iﬁn es
lento. Publi:aciones’recientes nos indican qué ’pls micraondas
son eficientes en la esterilizacion de alimentos (Culkin & Fung
1987) y recipientes de plastico ( Sanborn y col 1982).

En ei Laboratorln de Virologia, campo No 4 a5 necesario
implementar un método de desinfeccitn, lavado y esterilizacidn
que permita la reutilizacian del material pldstico. Despuds de
una breve fase de experimentacién, se puede demostrar qué un

tratamiente que involucraba desinfectantes clorinados  y ~ un
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.Epét;mieﬁtn ;An,;mﬁcrnondas, DBPECE.UHB Cémbinacibn. ideal bar@
lng}gﬁlb éli_reciclaje de  los utensilios de pléstiéo;‘; @él”
pﬁﬁceﬁimientc que aqui{ se describe, es eficaz para descontamxnar\
.i,y rE:i:lar ueen511105 de pléstico y no se ha ubservadn algun casa‘
‘de cnntaminacibn viral cruzada debido a posibles defx:iencxas en

‘@l método de estrilizacidn.
METOD O.

Como aparato esterilizador se utilizd un ho}nu dé microondas
marca Emerson. Madelo ?003B, que opera .con frecuencia . de
microondas de 2450 MHz.

El prccedimxentu para el reciclade del material pléstica para

cultzvns‘cslulares fué el siguxentez

A.~ L El material pléstx:o conteniendo cultivos infectados o

no Linfe:tados,

QSLA como también, inacti
._liberados al romperse las
limpieza sobre la superfl:
B.- Los utensilxos de‘
retirados del hipaclnrito, para desp

detritos celulares y enjuagadns

corriente.

C.— Despues de un’ escurr;miento rdpida

plastico ‘son celocados en bandejas 7£o



destilada, donde son enJuagadns otras seis veces.»

D.— Finalmente, el mater:al ‘és tranferido a otra bandesa que

cnntenga 15 lxtras de -agua destilada pruvenxente de un dest;ladnr»f

yé: vidria,'_enjuagéndose atras seils ‘veces, para ‘luegn tsert

escur xda y secada en una estufa a 48g C.

”b'ég-i El material Es esterilizado inmediatamente - antes de Qﬁ
utilzza:iﬂn. ‘Antes de iniciar el proceso de esterzli*ac:én en el
'hornu_ de microondas se coloca un frasco de vidrio cuhténiendo
"aﬁroximaéamente 300 ml de agua corriente (hasta la mitad del
¥r§s;o{ en el ‘centro de la placa de vidrio del  horno. tos
fraséus'.son esterilizadas en pasl:idn vert:cal con - las tapas
flojas, en un- numera. méximo de cuatro a sexs. las :nJas de .Petrf
y - las placas para mlcrotit:lacxbn :§Qh/ esterilizadas evxtando

:alo:ar una subre la ntra

can la superficie donde se pruduce @l -

1 :recimientu celular.

.viene‘; sxendo utilizadu apaf

labnratorios .da> rqlogta desde hace tres afios con ‘resiltados

a2




excelentes,: " sin. .prablemas de tnntamihatidn: 0iFa1‘ _Eruzada;

bacteriana fungosa (Chéryi'y‘col 1991y, =
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PREPARACION DE UN CULTIVO PRIMARIO.

En el presente trabajo se empled como material  bioldgico 2
gazapos, 1 feto de cabra y 1 cabrito lactante.

El primer cultivo que se prepard fué a partir de células ‘de
riffion y cornea de los gazapos, estos fuerdn sacrificados con
:lqruformn, extrayendoseles los rifones y la cornea,' lavindeose
‘egon  soluciéan buffer para retirar los detritos ceaelulares y el
exceso de critrocitos, posteriormente se triturd el rifon por
presidn con uha jeringa y la cornea fué cortada en trozos
pequefos con tijeras, colocandose en la caja de fondo plano: A-1.
A?Z, A-3 A-4, con 2 ml de medio de cultive al 7% previamente
preparados. Dbsérvéndose cada 3 dias para e@aluar se crecimiento
y mantenimiento. Se incubarén en la estufa a 37§ Ce.

Se empled la técnica de esterilizaciédn de material por

microondas en cajas de falcan como material.a r ut:li’ar.' Se

lavarén y se esterilizardn segan'la’
colocéandose . en una caja 10 ml de msdio'&e':uit
suero fetal bovina, incubdndose a: 370 c ]

para confirmar la esterilidad del medi

llave a cabo un pase de :elulas de'

mantenimiento.

A los 30 dias se tomd de la caja 1 dE'ﬁedié de cultivo con

células de rifon de cnnadn se. resembraron en ‘un  tubo ‘de

Leihgton. El'mantenimlentq de estas;celulas fue con medio L-15




adi:iaqédo één_ld? ae ;ugfolfet;l Sovina e incubadas en la estufa
»3537grcﬁ ‘ -‘

bel ‘cultivo existents en la caja de fonda planc { A-1, A-2,
. A-i,‘ A~4), se retiraréen los trozos de ei medio a8 los 30 dias,
vpaéa deJar.dnicamente las células ya adhaeridas, oSser;indase y
‘manteniéndolas con medio L-15 al 10% suers fetal bovino.

Las muestras de membrana sinovial obtenidas del cabrito se
depﬁsitarén en la caja de fondo plano (B-1, B-2), con medio L~-13
al 15% suero fetal bovino. La membrana siﬁovial se lavd con.

salucién buffer, para retirar el exceso de detritos celulares_}y‘

de eritrocitos, para pasteriormente recortarleos cen tiieras‘?sh_:~ E

pagquefos trozos Yy colaecarlos en la caja de fondo ,_b;ahd;

observindose cada 3 dias y evaludnde su. cre:imiéhtd;l

mantenimiento.

su crecimionto y mantenimiento. -




ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE E.L.I.S.A.

E.L.I.S.A: (Ensayo inmunoabsorbente ligade a en~imas )‘-
Es una prueba en la que se destaca su alts sensxbilidad,
especificidad, rapidez y»é:onomia (Specter y col 198464 SAnchez‘.y

col 1987). Esta técnica tiene mayor sensibilidad _que :'léﬂ

hemaglutinacidn, - fijacxdn de complemento y al ser comparada sﬁbn_i.w

técnicas serolégicas convencionales mds senszbles tales

inmunofluorescencia (FIA), - 1nmunuelectrnfurasis‘ 

radioinmunnehsayu (RIA),»’(SpECteP 'y col 1996,
1987), resulta mis. ver‘sdtil ELISA va, que""’ :
campo de la parasxtologia, bacter
inmunologia, endocrxnolog!a,'toxx ologi

etras.

- Métudu sandw c

- Ensayu :ap

}36



El ﬁétodo que sé emplen an el presente traba)o es el método
1nd1recto para dgte:tar angxcuerpos,’dgl suero de las :abr§5
(Specter y col 1986). - _

‘ _‘Se emplearon microplacas dE‘plastico con 8& pozos, 12
columnas y B lineas, con capacidad de 300 microlitos. Esta es
ia superficie sbdlida que se empied en el presente trabajo, la
superficie s6&lida es aquella an la que se lleva a cabo la
reaccién, esta puede ser tubos, discos, tarjetas de diferentes
materiales tales como: plastico, peliester, vidrio 6 hule. Es
importante tomar en cuenta el tipo de material ya que influyen en
lal reaccién enzimatica, siendo importante la durabilidad y
resistencia de la superficie golida, la :lntid;d de pozdﬁ .y lg

capacidad de cada pozo (Specter y col 1986).

Por otra parte la técnica de ELISA '%6;55
pruaebas de reacciones serolﬁgicas que: utillzl
basa en el uso de antigenos o anei:uerpos
en;':ima, de forma que los conjugados resultan
tanto inmunolégica como enzimatica (sAnchez ¥
El '

es una substan:ia

conjugado

sobre un soporte inmunoadsnrbehte,ﬁ ei:
anticuerpo queda inmovilizado y hnr téﬁyq pod

revelado mediante la adicién'de_un'sustra§q1éspeqif [




.actuar la enzima, oroducirTd un cular abservable a- sxmple vzstabfd;
.cuantificable wutilizando un espectufotbmetru 4 :olnrimetro 6
lector de ELISA (Sinchez y col 1987). . :

En el presente trabado se emplea como ant!genn el varus de;

AEC, de la prueba de inmunodifusién en gel. Caprzne arthriti;—~v”

encaefalitis / OQvine progressive pneumonia aﬁtibndy -tes 7kft{
Veterinary Diagnostic Technology, Inc. El cual cuenta con: ° o
Antigeno AEC - OPP.
Suero caontrol positiva.
Suero contrel negativa.

Para 1o cual primeramente se llevo a cabo:



‘solUCIONES.

Se vprepiraran las soludinnes requeridas. de la sigdfenté

forma:

1.-

SOLUCION SATURADA DE SULFATO_DE_AMDNIO.

SOLUCION. , CANTIDAD.
SULFATO DE AMONIO. 80 grs.
" AGUA DESTILADA 100 ml.

PREPARACION: Se disolvid perfectamenta, por agitacidn.v"

Dejindose reposar toda la noche.

E0LUCION SALINA FISIOLOGICA.

SOLUCION CANTIDAD CANTIDAD = A°
USAR.

CLORURO DE SODIO 0.85 grs 17 grs.

AGUA DESTILADA. 100 ml. 2000 ml.

PREPARACION: Se disolvié perfectamente, por agitacidn.

BUFFER DE_CARBONATOS. _
SDLUCIONES CANTIDAD CANTIDAD A

USAR
CARBONATO DE SODIO. 1.89 grs 0.159 grs
BICARBONATO DE SODIO. 2.93 grs 0.293 grs

AGUA DESTILADA. 1000 ml 100 ml
PREFARACION: Se disolvié perfectamente.

Se mantuvd en refigeracidn a 4o.



"4.- BUFFER_DE FOSFATOS. _
SOLUCIONES CANTIDAD H2D - . CANTIDAD A USAR

DESTILADA AGUA DESTILADA

Solucién A. . " : ' )
FOSFATO DE SdDID. 27.6 grs 1000 ml J3.864 grs/140 ml
Solucién B. )
FOSFATO DE SODIO
ﬂONDBASICD. 5Z.40 grs 1000 ml 19.314grs/360m1
PROCEDIMIENTO. Se disolvié cada salvpnr separado en agua

destilada.-

Mezclando la solucién A en B.

Y afofando a iooo ml. = Posteriormente sa

ajusts el pH a 7.2,

Se mantiene ényref;géFaéiéﬁ,

NOTA:  Para el FBS- TWEEN, se’ Us4 a.una concentracisn del

1%. 'Y  en .nuestra preparaciﬁh‘se* 0 'ﬁl(f&e, Buffer de

fostatos de la solucién ya exblgﬁiqa Y. ;c:oﬁaéén 0.9 mi. de

TWEEN. -
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METODOLOBIA PARA PRECIPITACION DE
GAMA - GLOBULINAS DE CABRAS.

" Preparacién y elaboracidn de GAMAGLOBUL INAS CAPRINAS
para la utilizacién de la técnica de E.L.1.S.A.

INDIRECTA en el LAB de INMUNOLOGIA en CAMPO No (.

1o~ Se midid 1la cantidad de suero de cabra (12 ol de
nuarod. ‘

é.- En una bureta se colocd la solucidp saturada de sulfato
de amonia.

.~ Se caolocd el suera en un matraz, despuéds esta matraz se
calocd en un recipiente con hielo para mantenerlo en taemperatura
baja, Yy ‘se mantuvd en constante agitacidén, En agitador de placa
Vortex - écarpibn Scientitic. .

4.~ Se agregd el mismo volimen de sulfato de amonio (12 m})
por medioc de un goteo canstante y lento. Siendo auy importanté

que no se forme aspuma.

S.~ Una vez agregado todo el valimen se mantuvd en
agitacién en el recipiente con el hielo por 30 min mds.

b= Posteriormente se centrifugb. Centifuga Beckman.
Modelo J2 ~ 21, a 15 rpm por 15 min.

7.~ Se retird el sobrenadante, vy se reconstituyd el
volamen con solucidn salina fisioldgica ( 12 ml ) .

8.~ Se wvolvid a precipitar con solucidn saturada de
sulfato de amonio. Usando los pasos antes mencicnados.

Pa~ Después de la centrifugacioén se retira el sobrenadante
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y se reconstituyé en 5 ml de solucién salina fi%ialugica.

104~ Se dializaron las gamaglobulinas. Colocdndose en una
membrana de dialisis en un vaéo de precipitado con agua destilada
caliente, se saco la membrana y se anudd la membrana por un
extremo y se introdujé a la membrana los 5. ml. de liquido
obtenido, una vez tarminado se anuda el extremo libre.
NOTA: La membrana se manipuld ton la mayor asepsia posible
para evitar contaminacion.

11.- Esta membrana se coloca suspendida dentro de un vaso de
precipitado con 2000 ml de solucién salina fisioldgica de 54 a 48
horas en refigeracion y agitacidn.

12,~ Se retird la membrana y se colocd las gama -

globulinas en un frasco limpio en refigeracidn,.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
Por otro lado se determind la cuantificacién de proteinas.

:utilizando el método de Coomassie &.250 (Lowry).
" Reactivo de azul brillante de Coomassie 6.230:
Se prepard etanol al 95%, disolviéndose 100 mgr de Teactivo de
azul brillante de Coomassie en 50 ml de etanol preparadnf
Agregando 100 ml de H3IPD4 al 85% w/v. y aforarando a 1000 ml.
Preparandolo de la siguiente manera:
$500 ml de reactivo de Lowry, disuelto en 50 mg de azul briilante_
de Coomassie en 23 ml de etanol (al S0%), y 50 ml de H3IPQ4 al 85%
w/v. .
Péfa el método ordimario de proteinas se realizé de la sigdienté
faorma: ) ) ] :
1.~ Se pipeted en un tubo de ensaye 12 X 10 mm; es QEéir,.Q.li
ml de solucién de proteinas conteniendo entre 10 'y ibdb,
microlitros. ' : P
2.- Be agregd 5 mililitros (ml) de rna:tiyo ”&ei wary. y
mezclando por agita:?én en @1 vortex. s ‘ ) e .
3.~ Se midid la absorbancia a 398 nm despuds de - incublao by
antes de 1 hr. R »
4.~ EI blanco contenia 4 ml de buffer adicionado ¥y 5 ml “de
reactivo de Lowry.
S.- Se colocé 0.01 g .de Albumina, aforando 11100 ml de agua

destilada.
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- .Em. 5 tubos de ensaye colocar. 100 Umicrolitro Tdeé 1a .

. dilucion anterior.
s 7 - Sé realizarcm las siqutentes dxluciones
" Microlitros/ml de Eamaglopuhnas )
‘ 20 .
40
&40
80
100 }
ASe. atord a 1.ml con selucidn salins ﬁsidld}éiki:.a‘.':‘_

B.f Se adiciont a cada tubo de ansaye .S mi dé,'_reactivgk‘ de

Lowry.

P~ Lectura a 595 nm en el espccerofneémet‘vﬁ‘:‘;u

Diluciones DD (595 nm) PRER
20 0.132 ° “Primera lmsctura.
40 : otz el
:60 " el "0.244""”'
o .

100 -

Lectura de 1a dnb!e duucmn 1/20x'.
200t 0. 157: :

Currela:ii‘bng_ : ‘”_0..‘?96’ o

Desviacién :estvanf!g“{ T 2.3

Muestra 0.187

Concentracidn de. prateinas- : - !.Lt'bi' lﬁé/ml

e



' LA TITULACION DEL CONJUBADD.

) Empleando un conjugado comercial ANTIGDAT (Ro) 176 R2 8601
=n ELA laboratorio SIGMA. Se tituld de la siguiente manera:

1.- Se sensibilizardn las placa para trabajar.

Disolviendd 9.50 mg (50 mg/ml)/m! gamaglabulinas -en buffaf
de Carbonata a pH 9.6. .

2.~ Colocandé 200 micrnlit%o: de la solucién anterior  de -
gamaglobulinas en los pozos a trabajar. ‘

3.~ Se incubd I hrs a 37gC y toda la noche a 4gC.

4.- Se lavo cada pozo 3 veces con buffer de fosfatos (PBS)1>( 
Tween, con intervalo de 3 min entre cada lavada. v

5.~ Sg prepard leche descrgmada al 5%. Para preparar 5 ml se
adiciono 0.25 gr de leche descremada y 5 ml de FBS/twaaﬁ.

b.- Se bloqued con leche descremada ~ colocando - 200
microlitros por pozo, incubando a 37gC por 1 hr. . L

7.~8a lavo 3 veces cada pozo con intervalo de 3 ﬁiﬁ ,cdn”
PBS/tueen. - b

8.~ Se realizaron diluciones del conjugado (en PBS/tweaen) .

La cantidad total final de cada pozo fué de 100 mi:rulifnéé;

y todas las diluciones se realizaron por triplicado."; L

En los pozas 1,2,3 de la linea A, se éoidéafdh‘ 100

microlitros de buffer de Carbonatos.

En los pozos 4,5,6 de la linea A, se colocd:la dilugion iléph

la cual se realizé de la siguiente maneras.

microlitros de PBS/twean y 4 microlitros de tnnquadn.
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En lns ‘pozos 51gu1entes' se _colocaran “previamente’

mxcrolxtros de PBS/tmsen.
€n los pozos -7,B.9}qg
13100, e;ta sé‘ réaliia &g

de los pozos 4,5,4 de la 1

cuales se deposibaroﬁ lén
raspectivamenfe.

£€n los pozos 10, 11 12 d
1:200, esta se realizé ‘de la si uiente manera: De :ada uno - de: 1u5'
pozas 7,8 y 9 de la ltnea A se tomarén 100 microlitras,.floi.
cuales se depusxtaran en los pozos 10 11y 12 de 195 line;’.é‘

respectivamente.

En los pozos 1,2,3 de la linea B se colocd la dilucidn 11400,

egsta se realizé de la sigu§ente manera: De

pozes 10,11 y 12 de la linea A

se gumaron
los cuales se depasitirén en los
respectivamente.

En los pozos 4,5,56 de la linea

egta se realizé de la siguiente manera: De VQada

pozos 1,2 y 3 de la linea B se tomaron ldbi mxcruiitros,v‘
cuales ge depositarén en 1os pozos 4,5 y b de
respectivamente. Y de estos uUltimos se desechar 00 vﬁiébolltos
dejando de esta manera todos los pozos :Dn IOO crq;ﬁé&svﬁomﬁ ya

se menciono previamente.
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12 3 a 56 7 a %10 11712
A BLANCO uso t:100 4@290“
B 10400 . 'ueoo : :

9.~ Se incubd a 37QC poar 1 hr.

10.~Se

lavé 3 veces con intervalas de S;my

Tieen
PBS/ tween. '

i1.~ Se

con 9.9 ml de solucidn salina fl:inlﬁgica.
)nmedxltamente antas de usarse se agregd 10

O.

H202 al 34. Se prepard { ml H202s 0.9 mlHHZD, f
H202 al 30% ’ o

Se colocd 100 micralitros en‘cada'pnza. .
12.~ S@ incubé a 3I7gC por 1 hr. ' ) :
13.~ Se detuvé la reaccidn con dcido sulfurice 4N.
Sa prapard 20 ml. ‘ ‘
t mol = 2 N @h el icido sulfurico,
1 mol = 98.08 gr = peso molecular.
2 mol = 194.16 gr ~ 1000 mi
X - 20 ml
X = 3.9232.9r/20 ml.
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- 1.84 gr (gravedad équcifi:é)_é‘l,MIE

Cz.ezizogr. o

X'= 2 19 = 2 2'ml
l-.2 ml ’18 8 ml lgua destilada = 20 ml de 4acido sul%uricn
’4N. : i ’
14.- Se. agregb 50 micralttrus a cada pozo.
15. Se 1eyb inmediatamente despues de agregar el dcido

vsulfur:co. En un lector de ELISA. Bio -~ Rad. Modelo 450.

.RESULTADOS:

LINEA . . . A B
"BLANCO 1 1:400 1 0.134 :
’ .2 2 -0.301 .

Ty 3 -0.084
1350 .4 - 1:800- 4 =0.240
- 5 -0.472
- I 6 =0.275
12100 -7 ’
: 8
o 9"
1:200 10
11
12 0.048

Se determind que los fasultados obtenidos’ por 1a tftulacidn
del conjuqado, el titulo apropiado para emélearke es el de 1:100
Ya que este titulo de dilucién es donde se emplea menor cantidad

de conjugado y es representativo los titulos que se detectan en
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lz respuesta a la prueba.

en’ ;gar. (Veterinnvy Diagnostlc Tec C

ta que consistid en una gliccp

la'placa. “Procedente de un Kit

b‘ﬁ‘éq tréba{é por triplicado |y

m;:rél;tras pdr pozo.

‘1.= Dilucién del antigeno.

Se ‘trabajarén las siguientes: 1:10, 1350, 1:250, 1:1250.1;]
‘- Se trabajb en 4 tubos de ensaye separadus colo:ando .en el‘
primer tubo 450 microlitros de buffer de carbonatos' y 50,

mlcrolitos de antigeno dando la primer dtlu:xﬂn 1: 10.

-° En los tres tubos restantes se culacaran p eviamente 400

microlitos de buffer de carbonatos.

- Del primer tubo se tomaron 100 microlitrus y»se' depdsiéérén

en el tubo namero dos, para abtener la - s unda dilu:ién 1:50.

_depositarén

en el cuarto tubo y se abtd#b]

a dilucidn 1‘1250, a las que. se
les hicieron las pruebas pur triplicado.’
- Se emplearan los puzos 1 2 3 de la ltnea D como blancu parav

esta t;tulacibn y, a estos pnzos salamente se . -puso ' 100
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mi:rolxtros de buffer de carbunatos.

-~ En los pozos 4,5,6 de la linea D se culocé la dxlucidn;V

que previamente se prepard en el tubn de ensaye.

- En los pozos 7,8,9 de la linea D se cnlocévla,dxiucian
del segundo tubo de ensaye. : ] : :
- En los pozos 10,11,12 de la linea D.gg;célg
1:250 del tercer tubo de ensaye. . _"7
- En los pozaos 1,2,3 de la 1inea E se énlgéé‘
que es 1:1250, del cuarto tubo de ensayé}
2.~ Se incubd a 379 por 3 “hrs
refigeracion toda la noche. (

3.~ Se lavo con PBS/tween 3. vece

4.- Se blogueo con leche. descre ada

Preparar S ml, recons txtuir cnanBS/ twee:

Se emplearon 200 ‘mxcro

microlitrns ‘de PBS/tween.-"
Se colu:aran 100 mi:rulitros a'ca fa .p
blan:u.

9.~ Se incubd a 37of por 1. hr. ©



10.- Se lavo con PBS/tween 3 veces con intervalos 3 min.
11.- Preparacién del conjugado.
ée empled el titulo antes obtenido que es da 1:100.
Se prepararédn 2 ml de la siguiente manera:
‘20 microlitros de conjugado + 1980 microlitros de PBS/tuween.
Se colocaron 100 microliéros de conjugado en cada pozo.
12.~ Incubar { hr a 37¢C.
13.~ Se lavs con PBS/tween 3 veces con intervalos de I min.
14.,~ Se prepard el sustrato OPH.
10.8 mg OPH 7 1 ml} mc;anol.
Se prepar6ét 0.0108 - 1 ml de metanol
. ‘ 0.017 - X
) X = 1.574 ml metanol.
18.-  De la mezcla de OPH, se tomd O.1 ml y se mezcld con 9.9
ml de solucién salina fisioldgica. o
Iﬁﬁediatamente antas de usarlo se agregd, 10 mi:rdlitfoa de
H202 al I %. Esta se prepard de la siguiente maneri: 0.9 ‘ol de
aguntdestilada + 0.1 ml de H202 al 3J0 %. '
16.~ Colocando 100 microlitros en cada pozo.
17.~ Se incubd 1 hr a 37oC.
18,~ Se detuve la reaccidn con icido sulfarico al 4 N
Se agragarén SO microlitros a cada pozo.
Se tomé del que previamente se prepard.
19.- Se leyd inmediatamente despuds de agrég:r el tcidov

sulfarico.



La lectura se realizéd en un lector  de ELISA. ﬂicrbﬁléfé_b

Reador. Bio - Rad. Modela 450,

RESULTADOS

LINEA D

BLANCO 1 0.297 1:1250
2 0.437
3 .0.388
1110 4 0.070
s S5 0.180
6 =0.044
7 0.255
8. 0.s28
? 0.107
1:230 10 0.248
117 0.004
12 0.082

1350

‘l
2
3

c
0.359

~0.033 °

0.150

Por lo que se estandarizd la prueba de ELISA con un conjunto

(Ig G —- cabra + enzimas) con la identificacién de antigeno de

virus de ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA.

.52



RESULTADOS.

En el cultivo primario de céldlas‘do carnea y riféen de

gazapo, se  observé que el crecimiento de estas celulas fue en

- general hacia la periferia de la placa, formando una monocapa de’
un 40% a los 20 dias de sembrada.

El cultivo de células de rifon que se realizé en la caja de
falcén y el tubo de Leihton, no se observé adherencia de las
células a la superficie de la caja o del tubo respeétivamsnee
optando par adicionar un explante de trdquea de que de
aproximadamente 10 dias de edad, con la finalidad de que tuviera
una base de unidn por la secrecidn mucoserosa que secreta la
trdquea, se descarto este procedimiento ya que & dias después se
cbgervéd la alcalinizacién del medio de cultivo, originado
probablemente por un exceso de secrecidn mucosa ya que se observd
gran cantidad de esta sustancia en el medio.

Por otra parte en las células de membrana sinovial de cabrito
se observd que el cultivo se desarrollo mds eficientemente con
una concentraciéon de suero fetal bovino del 15%, aunque también
su crecimiento fue en la periferia de lé_placa.

Las ceélulas del feto de cabra en la éaja de fﬁlcdn ‘s@
adhir{eron rapidamente a ella y se form& una muﬁo:apa de un 130%,'

se empled el medioc de Dubelcco’s ccn.lsx AG suero fetal bovino,
empleando en las mismas célqlas pér.los autores: Grewal y &al
1985; Robinson y col 198463 Surman y‘cni 1§87. En aste trabaj6 se
adicioné con - antibiéticos tales como: penicilina~estreptomicina y

nistatina.
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La esiandarizaciﬁn de la técnica de E.L.I.S.A., se evalud con
uﬁ antigeno empleado para la técnica de inmunodifusidén en gel,
dicho antigeno contiene como conservador azida de sodio, estd
substancia interfiere an la reaccién de la tél;.'nica de E.L.Il.5.A.
dando falsos positivos, la literatura nos marca que se pueden
emplear antigeos comerciales para las pruebas de hemoaglutinacidn
y de fijacion de complemento ( Speéter y col 1986). Se debe tomar °
también en cuenta la presencia del factor reumatoide ya que este
también da falsos positivos a la lectura de esta técnica.

(Specter y cal 1986).
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PISCUSION.

En @1 presente trabajo se realizaran diferentes - actividades
todas encaminadas a apoyar la catedra de‘ENFERMEDADES INFECCIOSAS
DE LGOS CAPRINOS ASPECTOS INMUNOLOGICOS Y DE DIAGNOSTICO.

Se tomd en cuenkta con mayar insistencia la parte de
diagntstico, para este fin se llevd a cabo un cultivo primario a
partir de células de riéon y carnea de gazapo, para caenccer la
técnica de cultivo y el maneio de 1las substancias que se
réquisren para &) cultivo de ils células. Habilitdndose una
‘seccion del laboratorio para este trabajo y asi poder contar con

V un’ contral estricto del material, desarrollindose en forma mds
eficiente y con mejores resultados, también se conto con el apoyo
de una estufa de cultivo para el laboratoriao, 1a cual se
rainstala, siendo més eficiente e] desarrollo del cultivo
celulares y al mismo tiempe su mantenimiento ya que se evita la
evaporacién excesiva de los medips gracias a la hdmedad que esta
proporciona a la atmtsfera, ademds es necesario contar -con CO2
para el metabolismo de las cé&lulas, con esfo tos cultivos
celulares son ads produqtives. El medio de cultivo Dubelccoe con
una concentracian del i5% de suero tetsl bovino aunado al cmpleu
de la estufs de cultivo, did el meJur vesultada en al :ultxvn de
células de membrana sxnovial de fetn caprinn.'

Se empled la técnica de reutllizacibn de material dese:hable,

este método es sencillo y préctico, t:ena como - ventaja la

reutilizacién del maberxal dispo le‘ en. el labaratorio de
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Virologia de campo 4. el equipo que se requiere es ecénomico ya
que se-adquirid el horno de microondas necesario para llevﬁr a
cabo este pru:edidientn. El poder realizar esta técnica en el
laboratorio reditua en mayor aprovechamiento dél material
digponible y én beneficio para el propio laboratorio, al reducir
el costo de algunas de las técnicas en donde se emplean material
dasechable que puede ser reutilizados.

En cuanto a la estandarizaciédn de la prueba de E.L.I.S.A.,
as importante valorar los antigenos utilizados en la técniéa de
hemoaglutinacién y/o fijacién de complemento y se pueden emplear
en la técnica de E.L.I.S.A. (Specter y col 1986), y ast{ contar
con esta prueba diagndstica y continuar los trabajos para aislar

el virus, obteniendo asi{ un antigeno propio.
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CaNCLUSIONES.

La ‘'importancia de este trabajo son las bases que se han
fijado en primara instancia para el aislamiento del virus de AEC.
con la implementacidn del cultivo celular y en segunda ‘instancia

“ como diagnéstico en la estandarizaciéon de ia prueba de
E.L.I.85.A., sin dejar de mencionar la implementacion que se hizd
.en gl laboratorio de Virologia de campo No 4.

Por otra parte este trabajo permitio realizar otraé
actividades encaminadas a el apoyo a otros: trabajos de
investigacién referentes a la misma catedra, y asi @ se pueden
mencionar: ) » :

~ ¥l apoyo que se brindéd en la toma de muestras qévvgéﬁg;é1 
para la prusba diagnéstica de inmunodifusién en gel, én?la‘ £ual{
se raafirm;ron conocimientos de manejo, asi como de -Ta' toma
aséptica de las muestras, conociéndose la explotécibn Yy su minejo
qgeneral.

- Como apoyo en la toma de muestras para microﬁ:apia
electrénica e histopatoldgia, se destaca el manejo adecuado de
las muestras y de las soluciones prin:ipalmenté para al
micruscopin electrénico paso fundamental para obtener los

resultados deseados.
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