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IN T R D,D u e.e I o N. 

La artritis encefalitis caprina <AEC) , también conocida 

como Leu~oencefalitis viral es una enfermedad de curso crónico, 

ocas·ianada por· un virus de la familia retroviridae y su"bfamilia 

Lentivirinae. <Alvarez 1984). Clinicamente se caracteriza por 

incoordinaci6n y parálisis en animales de entre 2 a 4 meses de 

edad, además de ataxia en 'cabritos y encefalitis <González y col 

1987¡ Dallnson 1987>, frecuentemente tienen una neumonia 

intersticial similar a la observada en las ovejas llamadas 

Neumonia Progresiva Ovina <OPP> estas lesiones se observan en 

cabras de diferentes edades, las cuales tienen como signos 

princiales neumonia o encefalitis dependiendo primordialmente de 

la edad <Dawson 1987>. En animales adultos, se caracteriza por 

una artritis crónica degenerativa, incoordinac'ióá y 

excitaci6n.<González y col 1987¡ Dawson 1987). Además. se a 

reportado recientemente manifestaciones en glándula: ~amari_a, el 

daño produc:;ido en este 6rgano es una· infla'ma'ci¿in d11Us·a con 

induración, en algunas cabras la inf1amaci6n es muy marcada y 

decrece con el t·i~tnpo~ Pero·.;~i-.Un~a;.:- recJpe~·~ ···su 
.. . ···; .... '--· 

-tamaño ni su 

consistencia, bajando ·cOnsi"de¡:..~~·1.~"1_~-~t~:~,~·.: prCducción. <Dawson 
.<·:·. 

1987!. 

A ·la necropsia· ·:.encontrado. lesiones ~a les como 

mine~ali·~-ac-~~n· de la ~-á,~s-~~:, a~~~--;~~-~r,·_;tendones y vainas de . los 

tendone:s c~·r~·~ l':'~,- ade~ás· -~e_ f~.~~,~~~.-i6~ .ci~ ni~romas en tas mismas 

<Robinson y· col .1986;"5urmán y'· col ·1987). A nivel microscópico 
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sa han .sncontrado lesiones t~·1~~ como: hiPerplasia de la membrana 

r;,fi l t~¿c.tón>>d~.·.~ 'Cé1uias: · rDo'nonuc 1eares en .tejido 
• ··; ·.·'·"1-' ._,, .sinovial, 

cone·ct ·i ve .Y_: ·.·her·\,"(6·~-, :.':;'~~c'r,osi's· ··de · 1a . ·c6lagena articular y 
'1·-' ':•:::, 

minera 1 iza¿1¿;;,_,-~Ú ·;J·~~ :.~~b-~'ih·~~i~1 CNaza ra 1991 >. 
-:.:;··. 

el· sistema" ner~ioSo 'áe«>.~-~~tr.ingen primariamente 

.Las lesiones en 

a la materia 

blancá e incluy.~· I·in.filtración per"ivascular de células 

mononucleares y va~ios_grados de desmielin1zaci6n <Kennedy y col 

19851. En las articulaciones se presenta una artritis 

caracterizada por proliferación ·de células en la estructura de la 

membrana sinovial e infiltraci6n de células mononucleares. Las 

articulaciones del carpo son frecuentemente más afectadas en los 

animales ,adultos <Kennedy y col 1985). 

El virus se transmite principalmente por leche' y·~~1.6s-.t~~--~d~ 
~...:> ... '. 

cabras infectadas, infectando as! a su cria, ei' .. vi!:'~s sa >:elimina'· 

también por otras secreciones y puede i:trDvoc"ar~ .;'_i~fS~~i,cj;,·es· 
.... · •.. ".~",_"',\·¡:.~\.: <:1/ ..... -·-

intrauterinas <Alvarez 1984¡ .Padilla y co.l .19.92(:·/. ,. '·,':.• 
Lu manifestaciones ~14sicas 'de·ar.triti~ '~ncef'~Íi~0is, ·~,~~~ina 

scn1 

La 

madurez 

artritis 

sexual; 

articulaciones en 

. ', i~·>," ~ -, }{. _.. :, ... ·:: .. _ '· ··:.•?:' ·' 
,_ ·,. ·, .. / :·~·: '' ... ( '"· '«:::.'. .. : ... 

cl inica raramente. se marii f iest~·:,.~7 ~··ntea~: ·:de·:.'·:\·~ ... 
aunque hay ~Kcepciones: ' :::'z~~:; ¡,,;'i,~i;~~s .• .• 

afectarse son las c.~.i:-Pa.lti~, r~:i~:~t!~:~" ·".:·de .. :las - ., ~: , '",.¡:.: 
articulacione!ii de los corvejones; la co.j~~a'.' .. /10·-?,siGmPre .es 

aparente, pero si y 
·" 

moverse de una articulaci6n a otra. Los e.asas .. son a!ebriles~ no 

hay anorexia, sin embargo, hay pérdidá gradu~l de condición que 

se refleja en la calidad de pelo <Dawson 1987), 
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AunqL1e las cabras de todas las edades. pueden ser atectadas, 

la encefalitis 9eneralmente afecta a C:ab.ri tos de· a 4 meses de 

edad, presentándose lesiones en el sisteffia nervioso central. La 

manifestación de encefalitis más dram·ática y frecuentemente 

encontrada, es la paresia del tren ~posterior, seguida del 

desarrollo de lesiones en médula espinal, evidencia di> 

complicaciones cerebrales pueden ser menos· aparentes, pero pueden 

inducir ceguera, tremer, opistótonos·y·.tcirticolis. Los casos 

generalmente prog_resan hasta la postrac.iéi:i" en un periodo de días 

a semanas y requiriendo muchas veces eutan4St&·; sin embargo, 

"e><isten antecedentes de recuperación en lo~'.' animales, que 

raramente ocurre <Dawson 1987>. 

Se estima que la enfermedad en su ·,fo,~m·~· cl.i".'it:ª ... ocurre en 

menos de un 25Y. de· los animales en un·· hato· ·:infeCtadC:,~ · Sin 

em~argo, pruebas serológicas para det_ecta-~ ·~·~.~~·~'~·~':'rp~s ~.'~c~tr~ el 

:·:·:::::::::::::::::::,::: :::::,f ~:r±~~~t~¡r:~t:~r.=.~·· 
:·· ,: •,:'' ~ .;·.• 

importadas_ el ~?Y. presentó anticuerpos. a'·::AEC~·:; ,:~st'n emba:rg·o~\:.;.ti&Sta· 
··' ·, _ _,· ·.:.",""·-"·;·· \:.·>·. •,','' ; ... ·.·:. · ....... , -,,. 

1905 "º se habia erié:ontradc( ser~poá·i·t·r~ld~d>_en.:.c·aP~'it;bs >:, ¿:~~{~·1 ~º~: 
·: .... •.'· ·'·>·· .,'/;~~ l;"_.:.-,.·,·::),',_·•._:·.;,:.~~- ~:.:;. ·'~··_:_:,-.. ¡" 

cori la 'pru~b~ de· inmunodifusión .-<Avales y col ... 1992> ·• ·, :.,p~;;·: :'6t;;á . 
. 1 ... : ··:_:.·:·_<.-::: ~·/:-.,· .. :_~:::-:?.:r·:.::.~·;;·'i:<?~~:.· :·::. '·:~·!· .::<-· :.: . .. :~::i.: :..i:> :· .- .--~· 

."par.te;··. cabras· il"'!fectadi:'~~ con.~el' .v1~us-.:ae.-_AE7~··~ .. ~ueden~. ~-~rmanecer, 

como po~.tacjor~s, ~~.d~p~ri~~.~'i;:it~!'1~':1~;~·-~:,~e :s~-:'.~esta~'c>". el ·inico,'. ·~D~~~1Jn 
1987).' io· que··:~u·~-~-~~~~1 i~te~caiñb·~·º,-. ~~t·~·ª· -~ates- y -1a ·"1o·r·ma-- de· 

. . . ' . . . 
del •i,i rUs hil;cen poSible que, este se encuentre en 

caprinos crionos <Ai'varez ·1984>. 
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Avales y Col. <1991), realizaron· un e~tu~Úo ·sobre la .·. 
dEil virus de AEC en el e~t~d~. de NUe-vo · Le6ri'; donde 

'' .·.· 
fl'nc:ontraron animales serposi.tivoS- en· un ·i~2X :. ·de" ·1'0S hatos 

estudiados por medio de la prUeba dodnmun~,di;ú.;;~;.; ::<Av~Íº"' y co1 

.!992>, utilizando un antlgano de ·vir.us':de ·~a·'·[)~p:, ya ·,:que "este· 

presenta antigenicidad cruzada con AEC; cc~l t~.~·:/~~i.\t9~7). · " .. 

Lá prueba de inmundifusión ha. d:~ñiO~t·r't!dé:)' -~'.:~·~·;_.:.:: ~~;:. ·~·,¿é~~d·~ 
.·'.,'· ----.· 

::::~:osy ::::~::::s P::: :::e.c:::~s:?:l:~:~:~LSt:~.'; :.:::::;~·~: . 

~::e· :::~; f i :~::: .. ;::~:º ~-~:~trr;.:t~(t~~.,;.t:¡f 15r;:·¡;l~i~ t ~~ta:~ 
subfami 1 ia lentivi ricla~',:?a~t,·;,i; ti~n~n·~I .. ~/~;g~l~.,9~~1.~C>~.·~ri cotrit'.tn 

sobre sus .;,,t.~i.t;,t~~~ p~M~¡¿· .. ;; y gl.ii?prot~i"~ª .. ,~ .. ~~·¡ª~º$ con 

cada v.ii:uo:. CCult¡~· y col ,1977/,. .:·,;'.:.,:·e:'" '.·:~;:·::'.e':.:/,· •·;· •. ::" 

El rec~ncic¡:~{~~to-~e,l'of6gii:'ci ... s muy im¡jor.ta~,t~:én ~ebaFios de 

· cab ras'l+~~~~i· d,6:~Hf~/6~:·~,e~.~c;N1:~·~f\á(P~,::~.~~~n,é,iá ¿¡ vi ~us. 
La iélent i f icac:ión"•<"efe:cti.va·: da: ·-.i.a ._J.ú1~éé:c\6n .,.,,de .· .. artr't tis 

·:. . '.~I'. ":-'. .. ,. : .. :<::.í:·::'>·~ .. · :,\\.'.·.'· .. ·.,,.\'\,-..::;.,.:(~ .. ·· ...... ,: ... ~.":.;··:·\:,<V.,""/··:/·'.;.; ... ,··: . 
encefal 1.t is. caprina· p~ra ;el d ia'gn6stico ;y,· c.ontrol o:-... acredi tación 

usan. · p rue,b: ~·· .. ;;~f~.f %~l0~~c~·~••:,Né§\~l~{~t.~:{t~~J?~7~:~;~•J..\.~!~·> .. ~ ~~sa~o inmunoabsorbenté }l fg.ada 'a·,: en.zi~as) ;, ~n: Alis~!'.'ª Ha'i'y; Estádos. Unid'os · · 

<Kirrlanif y c~1'19~~1f' :.';,:)\ ,._· ·~·~:iA·;.:,:, ·.~; 3, :,,'::et'''· .... 

P~ ra , la' tecnt,~a .de;, E.LI~¡\; 'a Li?ua_i·:. ~ye' ;~~':.Ót,:.'a;~· :~ru~ba~.: 
sera i~g t~~S -_ .. se .;-~~~~\e~·n· ·g·.:.arid~~-\c:~~·t· id~deS'<>d~-{~~ :~ ·á.'ñt-~~·~,~~ •;":·~ira i; · 

Incrementa la 'p~ci'éi~í:d.Ó~ y ;_.tilizació~· ciél ~ntig~no ·~·iral. de AEC 

a par:Úr del ci:;ltivo celula/cK¡rrl~nd y col. '¡9~7¡. 
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La L\tilizac:ión de los· c:u'ltivos celulares distRinUye la ... 
molestia Y. les gastos propi"o_s del" uSo d~ afiimaleS_ -: ci huevos· 

embricnados como medio de' conser-viici6n· de .. divl!rsos" .v.irus.· ·El 

virus .. :·de· AEC, se h& aislado en células de·:.memb~ana' sinov.fa.1 de 

cabra· <ElH5 y col· 1987; ·surman y _col 1?87i ._Pyper .y·. ¿¡,1· · 1988¡ 

Ell is y col ·1988; Kno•>les y c:ol 1991; l, de córnea fe·ta.i ·de <:abra 

.. <He~lcert. ~ c:~l 19~2>, :de cornea de cabrito recien nacido · <Surman 

y col 't9s~/Nazari· ;991l, én células de pulmt:>n, (Elit.i'y éol 1987¡ 

Heck~rt y_:col .19,9_2Í. Ellis y col 1988)., y con 

células d~ ·membrana, sinovial (Ell is y col 1987.; : Robiiisón · 1986 

GonzUez ~ coi' i90;> ,/ ·~'},'{,i.?':, '.• ' ' .... , •. :-..:i:" .•. ">· '' ... 
El cultivo célular es fundamenta,!, puéstc:Í;que:.lcs 'virus'soió 

'·- .·::-;·.<,;.--,;-·· ., '•"-··----·. . . 

~e mi.ti tip_l ~can··~n-·· el.~ in~er~cr de f~: dé1:Ul.~ ': Y~i·V~'~:. ~-~~~ .. ;-~&;' 6t?ti;:~a· a: 
partir de órganos y teJidos fr.;scos; esti;,-.$i's.tema:,,;,¡~-;:,:.;,i '.:_mils 

funcional y la mayoria de li:>s vi.ru~'.~9 i~~6~,Ú.~~i:<m;~iC:li. ';pu-.;den 
.. •, :·; "- ·.~ <:.. ~ '. •.. ,:-: ·' .~-,. , .;;-;' '• ,. '.'',',-

se~ a is lados en cultivos ce1u1'&~es·~(~~~-~~~~,~:·~~-,~~c;·1:·¡:.1·99~.):··~~~~~~5-:::: 
• La introducción de esto5 siste111íus '~igni_Ü:c~ un. gr~n. adelanto 

en !& virologia, gracias a estos:,i;,/iha\1.;9;.aCio'ia1',;;1&~ virus, por 

mucho tiempo desc:onocídos, _se· ha':::f:f~l'.fJ~f.~~é el estudio da 

aquellos que no se c:onocian, ·s~. ha .. ~·í.~Pc __ ~,~c;fo Prepa'rar' muchas· de las 

vacunas que actualmente se::·iutÚ i:iá',,', ;·;:·!;e" ha estudiado la 

intet"'acci6n que se establ~ce er:it.~.e '10~ ·vif.u's y las :células 

húesped <Mohanty y c:ol 19á8l. 
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CARACTERISTICAS DEL 

VIRUS DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA 

EN CULTlVOS CELULARES. 

El viru~ AEC muestra caracteristicas de los retroYirus coma 

son· densidad de 9radi ente de suct"osa de 1 .. 15 9/ml, contiane ur1 

RNA dP. 60 a 70 S y una transcriptasa. reversa ( RNA d~rigida ·.- DNA 

polimarasa >. <Clements y c:ol 1960! Cheevers y col 1991.1 .• 

El virus de AEC es un retrovirus no onC~génic:o~'- La ~nvoltura 
' ~-- ·.. ' . . .. 

de este virus esta con~tituida por. una· gli:c:o~-~~t-~in~.·: da· pesO 

molecular .140 ooo • da.ltcns. º·.9P._140 1 )', es ·''-r~~pons~bi.e ·_de_ la 

antili,;nici~ad :~;;e)ri:í11cc.~';l~~~~¿C:1Óq,·'.ci~ ~:~~J.~~~í.'i:aci6n · vfra 2. 

La citra 'p~cte/g~_J,:,_:\~ ~,.;~~1-~w~a\: 'ael • .;~¡;._¡;/ ;~'. ~:~~~ proteína 
p2B¡ de alta antfgeryiciéia'd siendo ~~ta Ía p~~-~~:qu~·;.,.,; comparte 

antigenicam,ent~ ~;,~·:e1'/1'r'd~"d~ ~~edi Visna (Na~a~a,:, ,Y ccí.· 1990). 

Un· aspe'ct~:/.j·~p-~r·~~rit~·:::~·-'-·t~ns~~erar en las·, {fr:lfeccionE!s por 

-la. ·anfitr~~dad, es d~cir, ·:~u~_ ... ~1' \~irus 

cambiando su compo5ición añti9enica, con -lo cual·~ e$ '!='.~p_aZ de· 

mantener una infeé:.ci6n Per.shstente media~t~.~- ~,.~~~'.-. :~~~·~ÍÓ~ -._,de·, ·la 
' •J . ~ ., ,. 

conforme progresa va 

respuesta inmune <Di><on y c:Ól 1983¡ Eliss y,C:o,_l~¡·i9,B31~;, 'c.iusa ,una 

infección persistente a\.tnque .en.el hosP~d~·do~.:.e;/,Gf:.n:'.·.· '.i"n·f·e~~·ión :: 

subcl1nica. La per5istencia del · Yi ~U"s ·.·éu.->.dE!bi~·~~:an·¿·~arte··· · ~,· ·1a 
\> ; . , ·,-~·.··/.·..:.. '' ·> ,. 

las mcnocitos·: y .-m~~~é.!~9-~~<-·:~:·_~·~~.;· :<~i~~e~a · infecci6n de 

inmunolOgic:o, o en parte Por:- el fraC:8so de loS a·nimD.les' para 

desarrollar anticuerpos neutra t'iza~tes .-de1 vif.uS< (~~·n~·~dy :.y col 

1965). 
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A' pesar de los 
Sn1"1ales· prod¡_u:e~ ant"i~u9~P6s,·~q,.:uit~,i:-:ec~n~~en .. ·~.~-.ti9~.~o interno y ·la 

·· .. ,· 
g l ic:oprote.in~-:· · de·· 18.'·e"·í'.l~V0'1 tü·~a·:.·:,Eri':··ióS"·ar]i.m'á i~s .·que se detectan 

r • '· • :· '{ ' ~ ·: 

ant icuerpo.s se, ,'asltme =q~~:~"_t~
1

~~~~·_.:·~·riá:·.··ri-.iif~~-~,c·i'~n .activa· CKE!nnedy · y c:ol 1985>... . .. , «;:/ .,. · <:,;.," 

Rec: !entes 'estc1~:i~s;::J~st'ra~ a\~a'.p~eva lene: ia 

en cabras · é~ E.~\a~ai.'.~'~·¡:1i;.{~~~iJndií:an un 

1n'tec:c:i6n vtr~;·, ike'nnridy.:y dÚ Í9BS > ." •• 

de anti cuerpos alto indice de 

. ,\,- ..... : 

,E~~e .-~·~r¿~· :~;'.~.~Usc_epti~i~ ~~~-,~.:1"h~C1tiva~i6n por medios qufmic:os 

::;::r6:¡¡~~~~::;r1J:~~~~¡t:~~ztfü[t:;Ii :~:~~ªe. :::9 ~~~:::ne: ::s ª:: 
enipléan :C:~h\o·'d~~i~t~g:¡ ¡\!it.~'s. 'c~~H~~~;:,-~e( 1990 >. 

Ei;;·~u·i~ .. i~·cl':.:·d~i>·,·~,i:ru.·~ ._. ~n -~m-e~br.~·na './~·~~"º~.~al caprina, tiene un 

ciclo· ·de· Crec.iinfent,~Y ·~~~:~, úi ·::~ ::2·o::·h·~~· ·~-~c.:~i~S - que el vi rus se 

exÚ~nd~>~>la~\:~élulás':<~~ra~if>i:~i ¡;~o',. La mityor parte de 

~::~l~·~?:o··:::·i:~:·1\t~~~·r~i~~~:~~~p~I0;;;~~}1t"~o:;p·r::uc:::::r::: 
'el • retÍ.c:~~o\, :;;f'df:Jíásm'ic:o, (.,n_, •. ·:,g~~~{ 'de.·' vas1c:ulás· 

:::~::~E 1:~!~'.'.:~~::t:~~~:;x}~~IT:!::::1::";:'.:.::~:: ·· 
nuc leos ·, '~~·~_·'¡·~ ·.,~~~:.:~~,:~·~'·Y~·O·~··:·:~ ~~~~;~:~ ... -:-1.·.fddf8:/;'?ii~W~r1~!~Y~s·. ~~ , f.;r~an 

'. ':,:,. .. ·- . "" . ., 

de los 14 a 60. df á~:,d~-~~~~f!~.:~::e.c:l.-u·:·;···e1 .• st .. 't¡·.·~.-c~·•.l.e1:,.ºc:.;,s~~;..~·qi. e,·,-.e~t ..•. ~m-;a,dy:"º~.-rl:· .. ·.~ul tivo. De· 
los - .,6rqa110S: .. _ emple_~d_ó·s-.:.p~·~a·::ey· ... . . _ ~ nllmera de 

sincitios . p-~-~s~-~~a·r:·t>~ S~n_'~_' .. ,1cs "·dEfr~·iva·etoS ·f'dS teJido pÚlmonar, 

sinovicil :.Y'..' ~Ódcs '11nfÓi.cÍes. estos 
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C:'4tlt1vos también se ·enC::uentran particL~las ~v1rai"es n·;·a:CiL.was:, 

intr~ci tof, (~SIJ!á t\,C:~'.s .··. .Y .,·e·~ ~~-~C7ei~·1~ r'és; '- . ¡"~·~,.·~.:·.·.e~-~~~~-~ .. :·· ~~iei:Íe~·· 
tdenti ti Ca rse mO~f~l~-gic:a~-~Ate:.:~n'. ·~l .. ~.i~-~~sCq~·i~ ·:~ l~~tr~~~~O -'Com6 

•.·. -: ... ¡·<. :;-._\: . . . . "· i ., 

len ti vi i-us: y fueron de.teé:tildoS<:~ '."en··. :,'/~:;r.:;~-:f,~>¿~.~:-~·.i~~-~:.; .. ' .. ':_P~r.». 
i nmúnof luoreceíic"i'a ~ <6·~'.~·~·k f-~~-:~.:~<~~·/.~~·~:997; -;~ N~·r.aYa~·.;:}(. __ C:.oi".::t'99o'>.·.~:· · ·~· 

.. ' ' • . ' • I • • ," ·.• '-.', • : : .. '"" ·"; {,_ • .' t· :: . ·r·:· • ·'.- ;.. '.J' ~ ~ :.;· ; , ,"• • : :; ' . . •: • 

•. . Lqs .. · s ! ne:~ t~.~~ .Xi;.~ i~Ji.'.".J~ .. ·~·~~~n~/·?:~~~,~~:"-~~~:?,}~,~~:~~~~:t':' ;ei .· 
· cul t.i vo ·célular.· con .Mema to Xi 1 i na: :y, ·-;éosi ha; :u-sando .'el'~·:-~ microscopio.· 
de . . . . . . ·---·. " _-?_:·. :,- ·.· ;:::.:-·:;,. -. ',>:< ':~·L· '"".- ... ~::· . .-r·l·:··"· ... :·-'<. . , -.. 1,.. 

:::;;~:::2~ii~:~¡~t~i~W1~:1l;:~~i};;:r~;tt:,~b:E~:.,:: 
:::=:::::(;~:,~!~~0~~~;:~ºt~:!;;:l~:J;:¡ i?4!a'.r 1: z:;:' <:: .···· 
1987.). . . :;·:·:'. ;:.>•···.· .·' .::. •' .'"'~'· ·;·.,. ; /· ;-.·/, "~;<'' 

::::~:~~. :~~·;11::;:;~;;~;,;¡¡;ii~rr~iii~'~i1~tm:~f tto:~ 
·ti~ne·'.;· qUe-.se~ heparin1zada y lavada con- s·o1uci6n. 'balanceada·- ~e. 

::~i::.fü~:;¡;i~~g,~~;f ~~~f !~!t~~rr¡~{f r:i~¡'.'.::; 
c:o1'19a?)/'··" '' ··• ..... -<.:· ··.··· .. · .. •.·,:_ :·.·.: 

. . -· ... .'' . ~'-". ..... .;··.:.:" ·, '·' 

· .~ain~·i,~~----- ·s~>.h~" ~~;it'.1";,;~·Jo ";~~· ~~é·1'~i·~-s .d~ o~a·r10 ·"de.-· ~ .. ~_m_ala}'an 
Tahr, tambie~ ·c:onocida .como JH!OV•y CR~ ~274: <E~st .y~,¿;,¡:•. 1.993l, 

y en otros tipos ,¡.; · c:élulas < •. ver c:~ad ,:;;, # 1 > •. 
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CUADRO # 1 
CAMCIERIS!IW DEL <lll.!llJO CELUI.All DEL UlllJS DE i\ll!HI!IS IJICEl'ALITIS CAPRINA 

IE.JIDO ICQllO rllllPO lOODlllUllA c~~~L~ OBSERllACIO!Q:S, RUEl\lllCIA. 

1:;. lllGL!'S 37 c 5 - UI X 
CIWlfOl!D 1981, 

IMILll:CCO'S t:ir. 

UGLl'S if.¡ 21 S X ~fLfr.f• J.E, V 

1; HllOl'S te" A¡¡ ~rAr IOJER?A HECKERl ¡ s m. 11111.P 
l)CILlfCCO'S 37 e IS X rx COll IRIPSllll •rc~~ºM&'ª Ls 

IT:º 
lll.lfCCO' S IU.IS - Tll U!I 

iQr~~=~ 
!U X llUf~ w.· · C,G. V COL 

u.i*•m-CO CUL U. ~l. 
UEI, JOUR 63, 1986 

H.S.CAP ltAMYIH O tLlllEllS 

m~~moUllX'S 18" ¡¡~rmr ~l~BV 

~ DULllCCO'S 
LLllfüOll. 

5 X U"f.IU~1F.º IWl.1111 V COL. 1912 

N,S, N·l'9 11. l1rd:Ms• LA• lli&idii°!00fjn. 

ik!AofA!Ar ;oo~v~~ llH 
Ns M!A~ ~ofOL·11!1ª 1 w.i~~ 
COI OUS lllCIUS 14-211115 4. Wfl!t'!Pco IAllLIDG. 1911 1 
N,s, OLIUD! V COL. 1982. ' 

N.S. RDtollD V COL. ma. 

N.S. n- tn llx llllH!t'!Pco CffAltLIV P. fOUCAUD C 
1'87. 

¡r·ou¡, ilfí~l.~IAL. 
CllL, ~ O, [f:i. D 1

1&1HO. rJ: 1w·s1HOU1AL. ~~r~ "· . s.r. u 1a 
.. 9 



a B J .. e:r I V O·.S. 

OBJETIVO GENERAL: e:stablect!r:: ·i·a;;\ ·bases··· cara "un ".m•todo 

diagn6st1c.o sencilla, s8risib1-e y<{:~~,i'C·ieiite para 

de 

la 

identificación de la artritis <inc~fa liús ·~;,:¡;;ina. · 

OBJETIVOS PARTICULARES: r ' • • • ' • 

Pre~aracián de soluci6nes, re-~Ct-~·vcs.,-- medios " 
ingredientes 

célular. 

indispensables para. c:ul tivo 

Preparac:ión de material po~ ~edi•<~i;' l~f • Ucriic.as y 

proc:edimientos · necesarii;:is que . p8-~m\1:~&~·:·=~-.::4.~/~_-i1~~r,~~~s·:· ·:; c:'Cmo · :un 

sopt?rté de. célula$ cu!'t ivadas. fn· ~·f ~~¿.:·,~ \ -·- · ., 
.~-. 

·\''; 
. ··r-.' _,. 

sino\oial y 

Realizar 

cernea 

cultivos priÍn~rio~i: a;• pÍlrti~ de'" membrana 

de fetos caprinos ] . . d~bras .. ·~d~lt·~~. 'asi · 

como de conejos y g"azapos. 

OBJETIVOS 

en las 

ACADEl1ICO.: 

asignaturas 

El aplicar i~s ba·~:"ª t;;ó~ic,~s 
tales .c:omo1 hiinrí:'&".:,.6~';.¡,a y 

., ~-· - ·, :' , .. ~ 
Virolo9ia y Zootecnia caprina. 

' - -~\\ ~-, ·:::~; 

aprendidas 

:_caprina, 

~ '. ;, ·';-' . 

OBJETIVO SOCIAL: Beneficiar a c~¡ad¡;,ré~ cy' ~~6i:!~c:~ores da cabras, 

poder contar con diferentes métodos , de .::·:di~g~6si:'ico de esta . 

enfermedad pa~a orevenir la introducción de esta al .. pais 

por animales importados y asi·. controlar su dis!fminac:ión en 

el pais. 

.10 



CUADRO METODOLOGICO. 
COHPORTA"IENTO IHMUNOLOGICO DE LA CABRA FRENTE AL UIRUS 

DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA. 
ACTIUIDADES REALIZADAS 

11111SIOll ll!LJOGRlFICll. 

IOM H llJiSllllS COllO ll'O'IO ~ !ESIS1 

1 5trlMUCsjA°"'l'lr.~1 ¡ 
~ 
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A <;TI U 1 DA DES • 

~~'mt~rl~ "G[L, 

alilfli'~•.' 

Di.it"!ClN'llOVLt:L 
111181.?'lLlfGtl.lll~ 

iwr-.~-ica 
r.ur11't~l~.r~A~ 
'un"!BUM~ IUIOS 

L~J.~~~~jACUR 
W3l~mm..r 

b1 8'~'1 IRºDt . 
ftr.&flll~llJCTO WLrlUO 
llUISIOll lllLIOGlllFlet, 

:~¡~•&!!fº.IL. 

CALENDARIO DE ACTIVIDADES. 
1 9 9 3. 

MAYI JUN 1 JUL AGO 1 SEP 1 OCT 

X 1 
1 

X 1 

X 

X . 
X ... 
X 

'l.• .·._'· ' 
.x·. 1:· ic:é ,;, X 

.!: 
·x' ((\'; 

x· X 

X 

X X X 

X X X X X 

1 
X 

1 

NOU 1 DIC 

1 
i 

l 
1 

1 
1 

X 

1 
X 

X 
1 

X 

X 

X X 
·x X 
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TOHA DE MUESTRAS DE SANGRE 

PARA LA PRUEBA 

INHUNODIFUSlON EN 

DE 

GEi.. 

Se apoy6 en la toma de muestras de sangre ·en un r3ncho de 

APAZCO, En el Centro de capacitación agropecuaria y forestal 

CECAF, Ubicado Km 39.5. Carretera Los Reyes-Tlahuelilpan. Apazco 

Edo. de México. Para la catedra de ENFERl'IEDADES INFECIOSAS DE LOS 

CAPRINOS, ABl'ECTOS INMUNOLOGlCOS V DE DIAGNOSTJCll. 

Las muestras fueron tomadas de la vena yugular', utilizándose 

equipo· vacutainer- y agujas de ca.libre 21, previa il.Gepsia con 

torundas de algodón y alcohol, la sangre se recolecto en tubos 

vacutainer·. Marca Becton Dicknson, SST Gel and Clot Activatór y 

se identificarán. 

Se muestrear6n 25 cabras y se. trabaja.ron los tubos para 

obtener al suero. , >~·,·. (>·' .. ·.~:.:· .' ···. _:.··· 
Se mantuvieron· ···los.· tubos: incl!n.adé>s por: ·lap.110 de .3 hrs 

aproMimadamente, d~ii'prendi.end~Se ·: ei 
0

CC)égulo Con.Un. palillo de 

punta plana, para posteriormente .'centrifugar·.;.ª .. :zsoo· .rpm de 7 - 10 

minutos, se separó el suero en , ·· ·~t·~~.; . ,:.~.·~tibe, 'previamente 

identificado. su 

utilización. 
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T011A DE TEJIDO PARA 

HISTOPATOLOGIA Y 

11ICROSCOPIA ELECTRONICA. 

En esta actividad se apoyó a mantener dos ~aprinos en 

aiSlamiento, proporcionándo alimento <concentrado, y 

alfalfa) .Y ·agua a libre acceso. Sa ordeño diariamen-te a la cabra, 

durante el periodo que estuvó en el corral. 

A estos dos animales se les t0m6 muestra de· sangre .. Y .. ·11qU_1dt?·.·: 

sinovial. 

biometria 

bruc:el la. 

Realizándose ·1as .. -'stg~i~ntes:- P.ruebas: 

hemé.tic,a, química ~~~~~~:~~a'.·~· pi-ueb:a d~ 

.- ; 

"en sangJ'.'e 

tarjeta 

Se sacrificarón iOS- an1

inÍaies·~·.cor1 p'tst~i·a '.de;-__ ~~éhlbtjiD';, -~~u~-to, 
'· ·:; .,:¡ - ~ .-. '· 

después de lo cual ·se_:_reai'iZ6-:.1a::·necrOPS1a>. :.Tomilli·d~~e·: muestras 
. '·-. . -

de 6rgan_os tales corrio1·> meínbrária .. :.Sf~oyi'a1_·~ ·91á-ricf'u1a. mamaria, 
.:·_,.,(' . . ·;, ·""' ·'.' 

pulm6n, cerebro~ nodos linfilt!c:os preesi:apLll&res y 'pr~crurales, 

·al ·igual ·~ue. 'd.;,:;~l~~~,~·Y~st~/~'>;¿~~,t~a~>_se procesaron 

inmed!átamente pa:ra ~l .;'~t;:.d¡.;:0,<l~ j,'j_~~~p~t¡~l~gl·~ y m!c:rosc:opla 
-< • •• ' ,--. • /~·:~-- ¡; ~.,.. :~,·~/. 

elec_tr6~ic·a.·,/· ~:,:;1'.",~ .. ::.:~':,: ~:.:.-..;;·::.".·;"· ;:.:::!:.]}\.:·: :-,!" 
' ~ ""<'. - > '::'.:_;· • ' .. : ~. ,• • 

. Para .. ;hi~top_a~~f.l"o~ia,~e '.~omá_ron. ~~+,s_t~~-~·~.~'. licO,.·. c:l:ibic:o, se 

· dep~~-i ta J'.'6n~_en_7.1~_!:'ma i.i r:'ª P .. ~~-.. r.:~:.;.'~~.:_ .. :_:_·.'···~d_ .. ~ ~.:.~ .... ~ .. ::~.ª.·c.} ~~X.~.:~.;-.~· .. ~.~·~.'.._d.'.'-... ~ .... :-•. :_ .. ·.·.·;3\~·~.:- 4·a· ho~a s para ··;. "' . :'" . : \"·:._•;f.)<:·.(' ., ' - _:\:··: " ::/ :: <·._., -.. 
SU ·-r:i.~~~-~-~-~;<:.:/>.:.)/: ,t _, ¡' ;¡:·.;'.{';e;";'':;,(\:·;·,·<~-~'><,'.'.•: .. -~%;:,- '·:-

.. '1 a y~::~- ·:1:0,~:r~:·:~~112t~:~f tti~~:J~t:á[~S~;1rt~,-;~'. :~ t:ó n ::ª N::. 
· d~sPué_·~ ;_ ·_ ~·¡;- · f i:j:~-~-~~·, · .~:~n·-:C~:J°'i·-~.-~¡-~~,~:~:~~~~~-d~'~:.;;::~ ···.:-~~ ~ :» Y. - en buf-fer 

c:oc:odiláto 0.1 M"du~ante ~na":h·,;;~~.<~ Al .término de·este tiempo se 

la.varón ·3 ·,. <.~~~S ·~~':l.·~·~· bú:if:e'r: ~.~{~~~~ :ne.~Ci.~nado, después de lo 
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cual fueron post-fijadas con te~ra6xido, de .osmio a1 lY.. en 

cacodilato durante una hora, al ~Srm.fnC .d.Sf.:c~ia( se· fav·a:róri ·con 

buffer. /' 
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ll'IPLEl1ANTACIDN DE UN CULTIVO CELULAR. 

Este trabajo muestra las actividades desarrolladas en el 

servicio social.· Para implementar un cultivo· ce~ula'r primario de 

cornea y riñen de gazapo y conejo, de articulaCión y cornea de 

feto de cabra y cabras adultas. En e"i laboratori~· de. Virologia 

de campo No 4 en colaboraCi6n CC?n el .18.bórato~io· de··. ~nmunologia 

de .campo No 1 de la FES-CUAUTITLAN. 

6 o. L u c. I o N·.E s. 

La :~mp_Or~anc.~.ª ~det~\.U~C)·de·: iclS soluciones _en la preparación de 

cultivos · c~~Lila~e-s;··_es·· indisp:e~Sable para tener un medio con el 

cu.~l laVar '~as células y t'ejidos, estas so~uciones tienen las 
' . . 

c·aracteristicas necesarias para conservar temporalmente las 

~élulas antes de sembrarlas en el medio de cultiva • 

. SDLUCION BUFFER SALINA FOSFATADA. 

La soluci6n buffer salina fosfatada es muy importante para el 

lavado de las ·células, conservando la presión osmótica y el pH de 

las células. Para preparar un litro ~e esta soluci6n se requiere 

lo siguiente: 

SDLUCIDN A. 

Na Cl 

KCl 

Ca Cl 2 H20 

Mg Cl 2 . b H2D 

Agua desmineral·izada 

a.o 
0.2 

gramo ... 

gramos. 

0.132 gramos. 

0.1 gramos. 

800 ml. 
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SOLUCIDN B.· 

Na2 HPO 4 

KH2 P04 

Agua desminerali~ada 

PROCEDIMIENTO. 

1.15 gramos .• 

o·.2 gra·~os .-

200 rÍÍl. 

1 .- Se di sol vi6 cada sal ·por' ·:~e·p·~~á~~·;'. ~~-.>~~¿:: -~.~~~i.ne~al ~~ada 
de acuerdo al orden de ia i'is.ta·~~> ~-::.:,: · .. ·· · :·~-~'.\.~ \f''·.:··.~,': .::·:J 

·_ .. :,.;' ... ., :!·'.··;· . ': .... 

esteri 1.iza rón '. é_rj··· <-~~t~C):a·v·~·,·. -~a.s;~ ·::~o-~úc.~_one:ts·-2.- Se POI"' 

separado, a 15 1 ibras de ;'p~;-~1-~~:;,:p~~-~~::1'4:r.~i·~ut"tj·s·r_g;·_·:·~~\ ·.:' 
3.- La . solución , A ~~ a'.' k ·:~~~¿i~~ó~< ~~rféctáme~t~: ,por 

agitación. Postel"'i~rmente :~~ ;,~!;if¡~·~ ~t~·~l:p~':f'?~~·i!:fue~a :7 .• 0. 

4.- .se distribuyó én voluma'nt~;. ,¡,; '50,6f~':ic)~6··~r-;:._;:.~'~~te'lla's 
. ,·, ¡:·: ~:' .,. -:,;_. : . •' .. l'. 

estérUes •. 
.. ,_._ _,_;.,_ ···: 

;.··"::·' ,_···:'.· ,. ._._., ··º'·-' .. ··: 

5.- Se éultibó de 1 a 5 ml en. ;áldo T;igl}~o,~~tcJ";•,._para 
pruebas de esterilidad. 

'(• .. 

6.- se almacenó en refigeracióri a 4e, C. Hasta- ~u Uso~··.··:, 

SOLUCION SALINA DE HANK"S. ·,. - . 

Es una solución balanceada· d.e sale:s' clue · c~nt{~n~·,;··- ·rOjo·. de 

fenal como indicador de pH además de sales,.· g~_ucosa. y.· u.tj .. _: 5dstema 

buffer a base de bicarbonatos, el.metabolis-mo d_S·.las célulaS .. ~·en' 

el cultiYo producirá alteraciones en la_--~~~·~~~~~r.~c/~.n··.<1 .de: 

hidrogeniones detectables por el ~c'Jo de.fénol.'',,Ei'·::r.oJ~·-d¡;,.:,·~¡;0·1· 

tiene ·.~n ~~1Q~_p-~~p~ra·.- a p_H_ ~ .• 2· o:"may~·~,:·:tOma_fi_~·o.·f~_O\t~n~·:.roJo a;_· 

pH 7.2_, anar.~~jado a pH 6;8 y amarinó a pH de 6;6 ~·~~nd~. Lá 

solución __ ~e·'.:· H~rlk-:_-s·· por" tener_ Uria -~~~,~~e~~ri~-iÓ~:: ci~· ··::~~~/~¿;~·-:~: .. y,:· -de 

bicarboñ'áto·. -d~ ;~6~1·0-.'·· se- ·---~~~.¡e~ c·~-~o -·:-~~e~.i~,~·. de .<. c:reCtmiento 
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momentaneo al: inocular ias.c~lula·s. Para preparar un- litro, de. 

esta sol1:¿i6n se requi9res 

SOLUCION A. 

Na CI 

KCL 

Ca Cl2 

Mg SO 4 • 7H20 

Agua desionizada. 

SOLUCION B. 

Na HP04 

KH2 P04 

GlL·.cosa 

Agua desionizada. 

Rojo de fenal Y. 

PROCEDIMIENTO. 

Aprcx. 

Aprcx. 

eo . .0 gramos~ 

4 ·gramas. 

1.4 gramos. 

_2;0 gramos. 

450 mi. 

0.6 gramos. 

0.6 9rai:nos. 

10 gramos. 

450 mi. 

16. mi. 

1.- Se disolvierón los constituyentes e.i:i el·'orden enlistado. 

TRIPSINA. 

Es· una enzima con la· cual se . .".d:i~persaíi las . Células para 

cultiva, por medio de la ·digestión d91 ·col~geno que man.ti.ene, 

.unidas a las células. 
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Para prepara·r un litro de ~ripsin,a' al. 0.25 ·y, se re~u.ier:-e:_ 

Tr.ipsina <1:250> •. 

Panic:i lina 

Estreptomicina 

So!ucion salina de Hank·.s 

PROCEDIMIENTO. . ·· · · 

1.- Se ad!c:ion6 la tripsiná Y les an.tibiÓticcs :~::la· · scluc:iÓn 
_·:::: -~- ": ,·. 

salina de Hank's. ,·. 

2"- Se ester!liz6 por filtrac:ión presi6;, p~si_.t_i~a_;. 
3.- Se distribuyo aséptic:amente .en volúmenes.de, 20.ml. 

4.- Almacenando en congelac:i6n -20g, c.. Cada bÓteiiá es 

descongelada al momento de ser usada. 
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'MEDIOS O E 

Estas solucion~s .son de gran importanC.ia .Parqu.~:, e:l ~~~··9Uaf.dan. 
los nutri.entes, energia y presión osmótic& q~e necesitan las 

células para multiplicarse. 

los medios de cultivo se agurpan en cuatro tipos dependiendo 

del propósito para el cual se emplean• 

lg•- El de los medios esenciales para la sobreviviencia 

inmediata de las células, estos han sido d•finidos en forma 

precisa por lo tanto es importante controlar l& presión osm6tica 

y el pH, asi como también proveer una buente de enrgia y cietos 

·iones org4nicos <Fenner y col 19871 Mohanty y col 1988). 

2e.- Los medios eseciales para sobreviviancia prolongada las 

células toman en cuenta factores tales como soluciones 

balanceadas que contengan suero, esto ayuda a prolongar mds la 

vida de las células. Otros estudios han demostrado que los 

factores pueden ser remplazados par mezclas sintéticas las que 

incluyen en su fórmula elementos ccmo1 amino4cidos esenciales, 

oKlgeno, vitaminas y proteinas séricas. También se ha demostrado 

que las células sobrevivan menos en ausencia de proteinas 

séricas. Este es el grupo de mayor importancia en su empleo ya 

que la mayoria de los medios eMistentes en el mercado sa 

encuentran en este grupo <Fenner y col 19871 Mohanty y col 1988 >. 

Jg.- Este gurpo abarca medios esenciales para crecimiento 

indefinido y son los medios sint•ttcos que en su fórmula no 

incluyen suero CFenner y col 19871 Mohanty y col 1988). 
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4g_.- Finalmente los medios esencialés .de: ·funciones 

espec:iealizadas. Estan aún en .~us etapas. te'!lpra.na~ de desarrollo 

.Y presentan composici6n. más c:o~plej~· quS t9ndrán que ~~:r·.~-d~p~~d~ 

para el tipo de células u 6r9anos que se qüieran '~U1t1'v.ár: ·<Fenner 

y col 1987¡ Mohanty y col 1988). ··: :.··: 

Los medios de cultivo empleados en 'el desa-~rollC ·~~'.·.-.~~{:~~·as 
para el aislamiento de el vi rus de .AEC, pertenecen. ·.:al ·.;': .. ~~J~;~~· 
grupo segó.n la c:lasificaci6n anterior. · Sagt:.n ... la · ~o~Ctint·ra·c·ió'n· 

del suero se puede dividi~· en 1 % de' niante_ni~iento· y ':~~--.,-5··.··;:·::~·¡§._i'i'· 
: .... ; ~;·.: ; .; : 

de cree imiento. Ver el cuadro.# 2. 

Se empla6 en el presente tra~~jo eim~dio i:l.i;cU
0

ltl~ci j):'.:· 15 

<LEraovm > <1-X > con L - ~luta~tn~ ;.·~ Para .;1 ·ú&ci~;~ª ··g~i~~i~as .. ,de 

tejido de laboratorios IN VITR~;s'.~,·~\.:'~;v>.~;,(\':;O:ó' ·' :;e,.,; .. 
Al igual que el medic:i de ¡:;.¡l~ivc;'i:iua~cco·~':·Z:·iab"~ªt"rió IN 

VITRO S.A de C.V. ;;:· ::, ';~,-;·¡ ' '.~>.::. : .. >;;o;' 
;,·,·, . ,·-

c.v. 
Se utilizo SUERO FETAL BOVINO de :lábci~~f;'i:,~;6'. IN'V~;RO;,s;A de 

- ~.:_ ... _, · .. -:'. ·;;:.:\.:\~"-·~::(_'.;''. <<' ~~:·: -:::~ . .>.' ;. 
..,- . ··--.·-r ·i •. ·;-~\>~} ., · .. ·;·: _,_. 

La prepara.ción .de el medio de· C:u1t'tíic:i' ~~·;.ª as~,~c;·t:·a~,ilJo; se· 

manejaron los dos medios antariorment"e -mencion~dQs,.,áf;~~~tJUa1<: _q~e 

diferentes concent~aciones de suerD-. tet&1 :bovtnO·· é:fue· v·a.r"-d9se!_e .. 7 

% la mAs baja hasta el 15 r.. Ad!fmás se adicionó el ... ··mecit.o .··con 

antibi~tico penic:ilina - estreptomicina y nistatina. 
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CUADRO tt z. 
MEDIOS DE CULTUO. 

ORGAHO HEDIO GFB. X ANTIBIOTICO BIBLIOGJIAFIA 

11Sl!!~P11 

1 
ww:ac, 51. SI SEOOWJIOll lllWUG> Y COL 1987. 

1 

1 WHSJf. :t"~~ z-sx Llm?EmGIR y COL 

CO.QJLTIUO llDI 2 .. Ritm*l 1'1WLISOI Y COL 1914, "·t!t C/lBRJI N K 1c1~ 

¡···~· 
»Ji"·s ft"~E° 111>< DAHl.HJIG Y COL 1981, 

rs 
1 '~· 
1 LO 

l•it&E' llDI 18'• !~ll'~P l:LLIS Y COL IH4. 

1 7f!BCO> 18'• 

~'~ PerdªV lofºMI~· 
1 AllNll. 

N.S. CABRA. /llll llOllFICllCO 
DUBELCtO'S 

5-19'1. Bf5vvc~1H~· 

tL11Er,Mérros e~~Af!Cllw !51. AH!IBIOrJCO ., lofOL 1986. 1986, 
COL 1987. 

~=~~M~· s.r.1 x. &~H°Uoefit0. 
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A N T 

La utilización de los antibióticos en los ·cUltivos' 

celulares, a. permitido c6n'tro'lar la contaminaci6n de bacterias, 

hongos, mic:cplasma& y levaduras, empleándose de rutina en .la 

preparación y manejo de los medios de cultivo celular. 

Los antibióticos qua más se utilizan son• penici 1 ina, 

estreptomicina, neomicina, polimixina an1oteracina 

nistatina. 

PENICILINA• Este antibiÓtico se obtuvo en forma 

liofilizada y estéril. 

Ba disolvió en forma estéril con agua desio.~i~acia; 

La solución ya preparada, se asteri l izó por :fi l·~ración y 

presión positiva, distribuYendose en forma estáril en volumenes 

de1 a 2 ml. 

Se recomienda preparar una solución concentrada' da 100 000 

ur/ml. 

La dosis que se emplea es de 100 UI H ml de medio de cultivo. 

Be emplea de la solución preparada ya descrita 1 ml. por cada 

l! tro de medio. 

Se almacena a temperatura de -20Q c. 

ESTREPTOl'llCINA. Este antibiótico se obtuvo en forma de 

polvo liofilizado y estéril. 

Se recomienda preparar una solución concentrada de 100 000 

miligramos I ml. 
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La .·d~si.s recomendada es de· 109 ·micro9r:lmos.. cor ·mI. Sé. 

utili:a de la preparación ·ante~i.o·r .1·.>.~.i .. ·~po.~ ,·cad~ li_t._f.o efe ,fn9dio. 
,.·· ".;"'· 

Se almacena a ~empera.tura ··de.~ -~OQ-.·~~ f'·· >:-;· ~-:;-:· 

- NISTATINA: Este antibióti~ci ~~ e:~~;.: i:n~~l~ble en e¡· .agua. 

Se preparó una so!Uc:ión c:onc:erit~~~;;~':_a~;:,;a·:oooo ~)~·i.' '::.,En forma 
- ~. :·")·, ,~<··,-~~<··.,~ ·· .. , .. : ... · ·::;,:~::.::,--·~ :··.<_; . ._;_·: 
, . :,; , .. , . '-¡~:.,\A.\:. "··· .. ; .,.," 

.·:·· _::?,. ,. ~ 1-r:<·~:-,.-:-~-:.~:~><:/,?;·::·:~~;-'·,;· .r :::::·.-.. . , 
La dosis recomendada por mi 1 i l i_t-~o-.es.:. ~e,:·~p::U·.:I\'ml·. de ·-"'.~,edio~, 

es_téri l con agua desicnizada. 

de la soluc:ion c:onc:entrada se empl~éJ 0.5; ml .P~f·:{i'~~~-;~;;· ~iéfio. 
Se almacenó a temperatura de·- 2CÍQ.· e~··<;_·.:: .. /';\ 

.. · <'"~. ): ;,_.,.,. 

En el presente trabajo se emplearon ~ntibiót·i~~~ ·:·.~Cmerc'iales 

de los laboratorios IN VITRO S.A dé ,c:.v~,'·· ::>.: 
Penicilina - estreptoffiicina· 10 000 ·utrñc:g'/ml'~ · PraSentacidn 

frasco de 10 ml. 

Nistatina suspención 10 000 U/ml. Pr~sentación del frasco 

c:on 10 mi. 

Se almacenaron en congelació.n··:~_':20Q e·. 
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Como 

i nteri.or 

se 

CULTIV'O C E L U L A R',· 

sabe .. lÓ.s V
0

irUS· sS .. repl~can :". ~><c:;lusivamente en el 

~~.l.~1:~~·::_ . .'~-i~·~~·, :· -~:l;g~~no·s .~·:y/~~s_;.. se· niultiplican 

-, _, ' . 
podido. ser cul Hvados bajo ninguna ·c.on.dici6n. en laboratorio. El 

. cul ti'-'.o 11 in vi tr0 11 de. los vi rus resu·l ta esenc: ia l para ·astudi&r !SU 

mecanismo de replicación para el diagnóstico <Mohanty y col 

1988). 

Se consideran tres tipos generales de cultivos celu~ares. 

lg CULTIVOS CELULARES PRil'IARIOS. Se refiere a cultivos .de 

células derivados de tejidos de órganos obtenidos genet:'.~lmen~~ _· a. 

partir de fetos e inmediatamente usados para su estudio, por .lo 

cual poseen un númento normal da cromosomas, de una ·. c·aP~ci~áci, 

limitada de crecimiento 11 in vitro 11
, a lo 

:;,< 

sumo·.éf;,; ·5 ·O· 10 

divisiones. 
_:-.:·::''-

Sin perder sus caracteristicas morfológic~S-- <~enner 
:,·, ... •: 

y col 1987¡ Mohanty y col 1988>. 

2g CULTIVOS CELULARES DIPLDIDES. Esta cultivo sa considera 

una extenci6n del primero, siendo un cultivo mantenido a través 

de pasajes, en el caso de células de tejido normal, deben de· 

conservar el n~mero diploide de cromosomas lo cual limita 

aproximadamente a unos cincuenta pasajes puaste que de ahi an 

adelante empezaran a sufrir alteraciones morfológicas las 

células. A este tipO de cultivo celular se le a denominado cepas 

celula reEi <Fenner y col 1987>. 

LINEAS CELULARES. Se antiende por este tipo de cultivos a 
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las c:élulas que han sido." p·rop~_ga,das· PI?~ .~áS. _de. c\~c~7.nt,a .'.lªs~'jes, 
o son célulaS ·que deriYar:i de t~jidci_s.·ma:t.~gnoS._o. q~_e_:·dLtr,cint'e ?LI 

PS:saJe se vuelven maligiioS· po~-d~S_a,~:r·~i'1ar.·:~n··~8~~rir.o:."~~6r~~l·· ·de 

cromosomas. Frecuentemente :rl~ ·maiít·te~en .·mUChá-~··;:i~'.'. Se·ffi~:~¡~:nza .. .-c~fl, 
" . '" ,/ ~ ':; ~: ..... 

las células que le ~ieró.n ori.9-~~~~·~·:}~'rl~~:\~ ~~~t'~'!69.iCam·~¡,tE;·. '. C~m6 
bioquimic:amente <Fenner ·y cc1··· 1~~;_-:~'.{~c:~~:~~-~-.,Y.-.:¿~·(;t.1.9~~·~·:I~~--.. , ·:. 

· · . ·.-· .,..; · :_ .. :·~'.·.,>:\\1;·~~\~'~W:Y:~;:~:'.~(y¿{}··7\;~:: ·,.,_~::;~.<:.:~::· .. - . 
Las lineas celulares: c:óntiñuá~·:.:.n1ils'·'CoinUr1es··<s~·~·¡~: · 

··\,<,-.":~·~': ·!:.:;,'-:::, . - ~_.:.¡ ~-:•·:.-' 
. .-;;::';-'."·-:._,,.·;. .. , -

· .. ;·' -~-:» .: ·>-
En perro <MDCK>: M~d (¡, o~:;.d; C~n-tne .Kid~áy~ · 

. . . ' ;.,~ .... ·:,: '.. 

- Linea célular Vero. 

- En ternera CMDBK>,. ·':':· 

- En gato <CFK> .• '", ¡;'. .. ,' 
: . .,, 

- En· ratón (1929,· 3T3l; 

- En hainster <B.HK·-; 1·3'¡·;,' 

La ventaja de i·as· lfnea~·:celul~r;es cDnti_~~~s',-··. sobre .los· 

cultives celulares primari~s es la posiblU_idad'. de-.-·~ropa·g¿rl.as · 

indefi nidamante mediante subcUrt·1 vos'. de )as .céilú&S :·a· "-:in~&rvai'.ós 
. . .. '. 

da tiempo regulares, Al igual que -otras células·; .~stas, man.tienen 

su viabilidad durante muchos años si se congel'an ~n .. ~ry.,.m~~¡~· que 

ccntanga suero y dimetilsulf6xido. 
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RECONOCIMIENTO DEL CRECIMIENTO 

DE LOS VIRUS SOBRE CULTIVOS 

CE L U L AR E S. 

Algunas de las técnicas más sencillas cbmunmente utilizadas 

Para el reconocimiento de crecimiento de los virus son& 

HEl'IOAOSORCION V HE110AGLUTINACillN. Esta técnica es empleada 

generalmente cuando los virus a reconocer en los medios de 

ºcultivo pertenecen a las familias ortomixovirus, paramixovirus a 

togavirus los cuales se forman por gemación de las membranas y 

tienen la capacidad de adsorber eritrocitos, dichos fenómenos. es 

conocido como hemoadsorci6n y se debe a la incorporación en la 

membrana plasm4tica de proteínas víricas de nueva síntesis que 

fijan eritrocitos. la hemoaglutinaci6n es un fenómeno diferente, 

aunque relacionado, en el que los eritrocitos son aglutinados por 

los virus libres CFenner y col 1987: Mohanty y col 1988). 

INltUNOFLUORESCENCIA. Los antígenos virlcos intracelulares de 

nueva stntesis pueden detectarse mediante tinción de la monocapa 

célular, fijada con un anticuerpo especifico 1.rante al virus, 

marcado con un colorante fluorescente o con una enzima· como la 

. peroxidasa <Fonner y col 1987). 

INTERFERENCIA. La replicación de un virus en una célo..ifa 

generalmente interfiere la replicación de otro$ virus <Fenner y 

col 1987: Mohanty y col 1988). 
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EFECTOS CITOPATICOS. Son los efectos sobre las células en 

l~s que se replican los virus, es ·la evidencia visible del daño 

·celular a medida que los virus afectan a nuevas células de 

cultivo. A estas dañes son los que se llaman efectos citopáticos 

y a los virus· se les llama. citopatogénicos CFenner y col 1987l. 

La may~f;ia de ·.1.os · e'fectos e i topá tices pueden compraba rse 

··:,ácilmen~e:: ·e~ · cúltivos celulares no fi'jados y no teñidos, con 

bi.~Ja. Úú~Í~aci~n ·en el microscopio óptico, bajando el condensador 

y · :. d"}~:~do. el diafragma parcialmente cerrado lograr . . 

_suf ¡,.;iente· contraste CMohanty_ y col 1988!. 

La fijación y tinción de las monocapas celulares pone de 

manifiesto mayores detalles para.al diagn~stico, principalmente 

cuerpos de inclÚsión y sincitios ... CFenrier y .col 1987; Mohanty y 

col 1988>. 

en ::s e:~::::º:el c:::~:r:: ::~ e~ 1~:i·::~~11gf:rqút;~enú::::en:: 
núcleos que puede contener ~1 sin~iti~·tf,'J~;~~,}~; ~>o: § .. '.d~ 
como positivo el cultivo . cuando se-"'.;~~·~·(h~~~k:_: ~6;;.o··.:efecto 

,\·~y;.¡}.,~.\ e ;::·.. '•' 

citopi\tico el sincitios CPaelisch y col,.'.1~~4;':~.C~eevi>rs,.y ·'~6·1 · 

1985; El lis y col 19881. Los sincitios ~~--~~-;~~~;1;,,,';Í~~ 14';'ci·'.<¡~ 
dias después de la inoculación de culti:~~·;<N~~~,;~~:~'.c~l~;-~980¡ .· · 
Gonzalez y col 1987; Na rayan y col :~.f~ViX' g~¿dú;,;.~~a< ,se• 

presentan alrededor de los 18 a 21 Í11as·.post~Í.~ocúiai:'Ú>n';':ei{.es.te 
'"- .- ••• ' ""•¡ •• ·'-."•.';..-";".'.<" , .. , .· 

tiempo apro><imadamente un. 20Y. . del. :c1Ütivo''"~<>::·h_a. \nt.ect~do· 
,. 

<Kirrland y col 19871. Considerándose~egaÜ,;o,.-:-·¡_o~.-.que no. 

presenten cambios citop.4.ticos y sincitios "en. 70 diás .Post-. 
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ino.cul.aci6n ú::heevers .y ccl 1985; ~<fr!"land .. y col ~987) ~ ' .. L.os 

sinciti'os. pueden ·Ser·dete~t~-~!:JS ta~bién por mf'.!ldio de tinCf6r1 del 

cultivo· celular con hemcixilina-eosina <Grewal ·y c~l· f9,S6i',. 

·Se a. 'demostrad~ ·que la temperatura también es un· factor. :Para. 

la·~ formación· de · sincitios, ya que hay n1ayor formclCi.ón de 

súncit.ios a ·temperatura entre ::S7g a ::S9g_ e <Blondi y col 1989). 

En el cultivo celualar de testiculo el efecto citop•t!co por . 

. la infección del virus AEC se determina por monitorec en un 

microscopio de contraste de fases <Dahleberg y col 1981), 
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.REUTILIZACION DE MATERIAL DESECHABLE 

EN CULTIVOS CELULARE. 

El material plástico es usualmente utilizado 

labora torio en cultivos celulares, especi•lmente 

en 

para 

el 

la 

propagación y ensayos con virus, el crecimiento celular en la 

•Uperficie plástica es siempre superior al que se obtiene en el 

matrial de vidrio, debido a que existe una mejor adhesión en el 

material plástico no tóxico, las delgadas paredes de los 

utensilios de plástico, facilitan también la observación 

microscópica de los cultivos, especi~lmente para la evaluación de 

·la actividad citopática de los virus. La desventaja de los 

recipientes de plástico reside en el hecho de que 

t'radicionalmente se trata de material deseC:hable, que se utiliza 

una sola vaz, elevando ostensiblemente los costos. Los 

utensilios de plástico, no obstante, pueden ser. reutilizados 

daspues de un tratamiento de óxido de etileno. Sin embargo el 

equipo esterilizador es caro y el proceso de des9asificaci6n es 

lento. Publicaciones recientes nos indican qua ·1as microondas 

son eficientes en la esterilización de alimentos <Culkin & Fung 

1987) y recipientes de plástico < Sanborn y col 1962). 

En el Laboratorio de Virologia, campo No 4 es necesario 

implementar un método de desinteccion, lavado y esterilización 

que permita la reutilización del material plástico. Después de 

una breve fase de experimentaci6n, se puede demostrar que un 

tratamiento que involucraba desinfectantes clorinados y un 
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tr.iatamiento con. 'microondas, oarece una combinación. ideal para 

lograr.· el reciclaje de los utensilios de plástico. El 

procedimiento que aqui se describe, es eficaz para descontam(nar· 

y reciclar utensilios de plástico y no se ha cbservadó al9l.ln Caso 

de c:cntaminaci6n viral cruzada debi~o a posibles deficiencias. en 

al método de astrilización. 

11 E T O D O. 

Como aparato esterilizador se utilizó un horno de microondas 

marca Emerson. Modelo 90039, que opera . con frecuencia de 

microondas de 2450 MHz. 

El procedimiento para el reciclaJe del material plástico para 

cultivos •c:elul a res .fué el Si'9Uiente1 

A.- El mater'iaFplástico conteniendo cultivos infectados o 
. ' 

no infectados, ·:se::SUm~".'9e·'er1 un rac::'~pia~te, a.bi~r~~ de pllist,ico, 

,conteniendo ,de· 10,·a·· 15 Í i tr.os, da ti ipoc}ciri,to de :s!'pº al'. 2 .. ll:, con 

agua·· c:orf.i.ante, . ~erma~ec~endo ati'i :·un· .pe~i~~:iO: 'íni:n1m6 ··de-:· i~':'· hcr'~s. 

l.a, solución de hipoclorito·despren~~jd~~\'~~~~~a:J:i'~~,:;~c~luiás/ 
: ! ... ':,;:· '/ :- ·:.~ ·~ \;,; ;.':.:_ · ~~~( ~::.~.L~· -. ~.' - · ·: - · . - ' , ' 

:::er:::: a :ª:::::~se i :::t ::lu.tg~;:f t;~;;~.;:;~~J~~~;~;~>~;;~:ci;;~~:: 
limpieza sobre la superficie interna':Ve><terna,'del;.plástico. : 

s.- l.os utensilio• cie p~~;~i~~'.~~~?~~·::~~~~si'i~·~[sf;;~s ser 

re ti radas del hipoclori to, para>· d.esp!"ander / completaniente los, 

detritos c:elulares y enJuagad~s--i·~~ed:ia·t·~:~~,~~·;·~,.~~,~~~·:;~~i~~~\,.·~~· agua 
,_.::,. 

·:··>;:·~ :r/:-·: ~\~- ;·., ~: 
~ "• ~· ' . : .. ---· '; ~ . ' ' ,,: •, ' 

corriente. 

c.- Después de un escurrim.ientO ráptda,=:.1os·:u.t&,.;Stiios·· .de 

plástico son colocados en bandeja~ i5 \it~~s: de· aguá 
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destilada, dende sen enjuaga~os otras seis veces. 

o.- F:i!1almente, el material ·es tranteridO a otra baiideja Q~e 

contenga 15 ,litros de agua destilada proveniente de un d~sti.lador 
, de· ~idrio, eiiJuagándose otras seis veces, Para IUE!g6 .ser, 

escurrido· y ~ecado. en una estufa a 48Q c. 
Ei~ El material es esterilizado inmediatamente·antes de su 

utilización. Antes de iniciar el proceso de esterilización en el 

hor'no de micrccridas se coloca un frasco de vidrie co'1téniendc 

aproximadamente 300 mi de agua corriente <hasta la mitad del 

·frasco> en el ·centro de la placa de vidrio del horno. Los 

frascos son esterilizados en posición vertical con las tapas 

flojas, en· un número. mtiximo de cuatro a seis.; ias cajas de Petri. 
. . 

~ las "pla~as' para.",mic:r~t-~~~lac:"ién" so·n. esterilizadas evitando 

colocar una sobre la ·otra ;Y._Co~--~.~-:·supe_~'ft"ci~ doiide.-se produce_ eil 

c:redmient6 c:é1u1ar.:'~ác;ia ~rr_iba,',con las tapas .cerradas • 

. ·F ~;- .-La<.~ SstBri l:i zá'Ción ·:se '.re·&"fizii'.'.'éfürante 6 ·.:a ... e-, miíiuto.s, 
' '',•·! •r ( -;:•', ;'..• ':"_{-" ' • »<-·.:.~ ' • 

utili'z~~db·'~'i1 
selector fuei:te ';fel horno can agua cori:-iente' en la 

.. ·;:···'·, . ' ,· .. :· ... """ .,¡» .. ·!·;''<' ' -

llave ··del <·a9ú_a:.·~·-:j/;t:···~·fat.~~ .; de :'.;iniciar:· "-un:.~< nueva·-. .-;.'~.i~~O>' "de 
--~~·,: ··'· ,.;_:' . . . "¡·;.' ;' .:~; ~= ;' '. -' :' <•"'• '.·. ,;:, '; 

:::·:::'.:~º;::; ;,;;;;:;~~i~f ¡g~:i&;?6ll~it~iV~~f ·~1·rf' iI'º .. 
,Este simple,' .r411 ido·:·.Y·.·.rela ti vaménte:·.·ecónómico .:':procedimiento 

de des.infecc/ón• ~~~~,~~.h.~f~~il¡"~~'~¡~~·,'.~P~~~;¿~· i./;~~~ii·¡i~~~f~~:. 
del mat~riai 'b.ia~~f~o ;;¡,,.,~·~i:.;.;i~~ci'isignificat~vo'.'ci~ ·~a :'ca'11d~d··· 

·. ·,. . 
de la superfic!&• para_ ·.;1; credniientó ,celular. 

siendo utilizado 
. . 

laboratorios _de .. _Yir'c;>logia desde hace tres años con resul.tados 
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eHc~len1:es, 

bacteriana· o fungosa CCheryl y c:c.l 1991) ." 

.33 



PREPARACION DE UN CULTIVO PRll1ARIO. 

En el presente trabajo se empleó como material biológico 2 

gazapos, 1 feto de cabra y 1 cabrito lactante. 

El primer cultivo que se preparó fué a partir de células de 

ri~on y cornea da los gazapos, estos fuerán sacrificados con 

cloroformo, extrayendoseles los riñones y la cerne~, lav&ndcse 

con solución buffer para retirar los detritos celulares y el 

exceso de eritrocitos, posteriormente s• trituró el riñen por 

presión con una jeringa y la cornea fué cortada en tro%os 

pequeños con tijeras, colocandose en la caja de fondo planos A-1. 

A-2, A-3 A-4, con 2 ml da medio de cultivo al 7 .. " previamente 

preparados. Observándose cada 3 dias para evaluar se crecimiento 

y mantenimiento. Se incubar6n en la estufa a 37Q C. 

Se emple6 la técnica de esterilización de material por 

microondas en cajas de falcón como material. a reutilizar •. · Se 

lavar6n y 

colocándose 

se esteri 1 i zarón seg'-n ·la técnica · ya, d~~~ri ta" 

en una caja 10 ml de medio. de cu.1t'iva·L~15:~1'7Y. de 

suero fetal bovino, tncub6ndose a37g_ e por~4·h·~~ ·~X·1a:· ·estufa 
·~· ·.,_· . 

pára confirmar la esteri 1 id ad . del ~~diOf ··d9sPUes/d~ ··e~~·e. 'plazo se 

l la~é a cabo un pase de célula~· de: rfñóli ~-.·~~~~-.:;~~.~~;-~·~; d;: 20· dtas de 

sembrado, observándose cada 3 dias.:para' ·.~.t~"íü~·~:·s·~·.:crecimienta 
' .. ·.·. 

y 

mantenimiento. 

:· . 
células da riffon de cona.jo y- .se. res'embraran en un tubo 'da 

Lei~gtcn. El' mantenimiento de estas· células fue con medio L-15 
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adicionado con _10Y. d,e ::auero. fetal bovino e incubada~ en la estufa 

a. 37g c. 

Del cultivo existente en la caja de fondo plano ( A-1, A-2, 

A-~, A-4>, se retirar6n los trozos d~ el medio a los 30 dtas, 

para dejar ¿nicamente las células ya adheridas, observándose y 

manteniéndolas can medio L-15 al lOY. suero fetal bovino. 

Las muestras de membrana sinovial obtenidas del cabrito se 

depcsitar6n en la caja de fondo plano <B-1, B-2), con medio L-15 

al 15% suero fetal bovino. La membrana sinovial se lav6 C?M 

solución buffer, para. retirar el exce50 da detritos celulares .. "Y 

de eritrocitos, para posteriormente recortarlas con tiJeras en 

pequeños trozos y colocarlos en la caja de fondo .P~ano.-_ · 

observándose cada 3 dias y evalw!.ndo au. crecimien.tc·.· y· 

mantenimiento. '',/O .·~· ,: 

[)e el feto de cabra se obtuve membrana sinoviaíl y,'.:se>_~SaliZÓ: 

un cultivo en la ca Ja de fondo plano <C.:..I, c-2>;:t::~~ 1~~6," con 

solución buffer y se corto en pequeños.·.·:t·~~::a~. c_O_~'> tt~~·;;~~, .<_se·.­

coloc6 medio Dulbecco's al 15% observándcs~ .cada.-'i'.'.j'ia~ 'é.vá_iu~ndo 
su crecimiento y mantenimiento. 
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE E.L.I.S.A. 

E.L.J.S.A: (Ensayo inmunoabsorbente ligado a en::imas.> 

Es una prueba en la que se destaca su a.ita sensfbilidad,: 

especificidad, rapide~ y economia CSpecter y col 1996¡ Sánchez Y. 

col 1987>. Esta técnica tiene mayor sensib'i lid ad . que la· 

hemaglutinación, fijación d~ complemento y al. ser comp.arada ·con 

técnicas serol6gic:as convencioriales más sensibles .tal~s como: 

inmunofluorescancia (F!Al, inmunoelectrof.O.resi s: 

radioinmunoensayo <RIAJ, (Specter ·y col 1996; ·sánchez ·y· .col 

1997 >, rasul ta más versátil E LISA ya. _qu~ _sé pu.,,de,:empl ear. en el 

campo de la pa rasi to logia; bacter:iolog~'a; ~i c:oi~¡)1ai.: v irologia. 
. '-" '"···- ·- -.·--·.,. __ -._ : •¡·.·, 

endocri no1~;.1 a, : 1 ·t.~~·~.~~~1~~g-~·~(~.;-.·~/~\~~§~:~~~i·~·,·:< en't.re 

'.·. ,' -~-.,.:-.... -~1:> :~:;~:~~·.;·· '",· .. :__-:';'~ ";:: ... 
Con esta técnica ·se pr~~,~:~~-·e·~t~·d_f& .. ~\'Qr~nd·~·;~ .ff6~J:~yÍcry~~ .. , en .·~ 

un corto plazo, de_~~·:~~~er~ ;,~~,,:~~j·~~: y?~~·~,¡·~~t~-á;\~i,ci'. 'p~;;~i.sar .· 

i nstalac:icnes· ccSt.óSas ~:· . .<Sáhcli&·z. ·y:(C:'cl ::.1997') .t/_;;·s ·;.<~::·, ~'~ · · ,. 
. . . '.· , .. __ . •' ... - . .. .. ' ~ .; . .' ;~ ;_;' ...... -·. ~,. .. 

:::::: ::::'.:::'.~Jr::~~~1~1~t.tJi~f ~~f~JEr13:f ;~::º: 
Mét.:;dC, indirec~ci:· .'. Det~C:c:Ü,¡:,'.•de 'anti~~~r~os~ 

inmunologia, 

otras. 

Método sandwich r • ÍJeti~~~i6ri de. ~~Ú~~n~si ,': :·:.. : . . .. ~ 
Ensayo cáptura: ·Det;;cciÓn de IgM. 
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.El ~étod~· qi.:ie se· Smplf!o··en el. pres.ente trabajo es el método 

indirecto para detectar an~icuerp.os, del ~uero de las cabras 

!SP.ec:ter y c:ol 19861. 

Se emplearon microplacas de·plastico con 86 pozos, 12 

columnas y 8 lineas, con capacidad de 300 microlitos. Esta es 

la superficie sólida que sa empleó en el presente trabajo, la 

superficie sólida es aquella an la que se lleva a cabo la 

reacción, esta puede ser tubos, discos, tarjetas de diferentes 

materiales tales comos plastico, polieatar, vidrio o hule. Es 

importante tomar en cuenta el tipo de material ya que influyen en 

la reacción enzimatica, siendo importante la durabilidad y 

resistencia de 18. superficie solida, la cantidad da pozOs y la 

c:apac:idad' de c:ada pozo (Sp,ec:ter y col 19861. 

Por otra parte la téc:nic:a de ELISA .forma·· parte. de las 

se 
'. -~. '- .. -- ·.-- .. · .. 

basa en el uso de antigenos o anticL~ei:-poS· .. ~afccl._dos ·con ·una 

enzima, de forma que los conjugados resulta~te!/".·i·~~~~'~· actividad · .. · ......... .,· .. ,.-' 
tanto inmunol69ica 

El conjugado es una substancia que., : ma~t i~_,119 ~··.-Una- d~ble ··· · 
,·.,~.'., 

actividad que es principalmente anticuerp~S'· Y> ~~,~l~a:S ~··::, .. Pa ~-~/.,~~ io 

as necesario ponerlo en contacto can sus .. ·ant1g'SM~~·:~=t,-~;riófD~i~~.~:''.en. 
, ·: .~:z~:~~-:··,~·~'5\·'.:' '- i.-1.:' .<'~::: .. . 

_, :•, .;<'.::.\:·;/,)·.:···· .. :, .... . 
estar uno de los componentes marc~ci~S:; can .';.-.~~~·a·;\ ;.~.~·Í.ma, "'-

soporte inmunoadsorbente, el - ·e··¡;~~·¡~·~-·~'.·~~ :'~:~·~i~·~·~~ 

medio liquido !Spenc:er y c:ol 1986). 

Al 

sobre un 

anticuerpo queda inmovilizado y por tanto podrA 'fácillt<>r 
.~ ... ' ·:· . . . ,: ·-' 

revelado mediante la adición de .un sustrato· esp_e~~-f.icÓ.~' que al 
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actuar la enzima, oroduc1rá un color observable a simple vista · ó. 

cuantificabi'e utilizando un especto.fo.t6metro .ó. colorimetro 'ó 

lector de ELISA tSánchez y col 1987). 

En el presente trabajo se emple6 como antígeno ·el virus· de· 

AEC, de la prueba de inmunodifusi6n en gel, Caprine arthritis­

encefalitis / Qvine pro9ressive pneumonia antibody ·tes kit •. · 

Veterinary Diagnostic Technology, !ne. El cual cuenta con: 

Antigeno AEC - OPP. 

Suero control positivo. 

Suero control negativo •. 

Para lo cual primeramente se llevo a cabo: 
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S O L U C I O N E S. 

Se prepa'rarOn las soluciones requeridas de la sigÚi.ente 

forma: 

1.- SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE AMONIO. 

SOLUCION. 

SULFATO DE AMONIO. 

AGUA DESTILADA 

CANTIDAD. 

80 grs. 

100 ml. 

PREPARACION: Se disolvió perfectamente, por agitación. 

Oejandosa reposar teda la noche. 

2.- SOLUCION SALINA FISIOLOGICA. 

SOLUCION 

CLORURO DE SODIO 

AGUA DESTILADA. 

CANTIDAD 

o.es grs 

100 ml. 

CANTIDAD 

USAR. 

17 grs. 

2000 ml. 

PREPARACION: Se disolvió perfectamente, por agitación. 

3.- §YFFER ~É ~0R§QNAIQS. 

SOLUCIONES CANTIDAD 

CARBONATO DE SODIO. 1.:59 gra 

BICARBONATO DE SODIO. 2.93 grs 

AGUA DESTILADA. 1000 ml 

PREPARACION1 Se disolvió perfectamente. 

Se mantuvo en refigeración a 4Q. 

CANTIDAD A 

USAR 

0.159 grs 

0.293 grs 

100 ml 

A 
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4.- BUFFER DE FOSFATOS. 

SOLUCIONES 

Soluci6n A. 

FOSFATO DE SODIO. 

Soluci6n B. 

FOSFATO DE SODIO 

MONOBASICO. 

CANTIDAD 

27 .6 grs 

53.65 grs 

H20 

DESTILADA 

1000 ml 

1000 ml 

CANTIDAD A USAR 

AGUA DESTILADA 

3.864 grs/140 ml 

19.314grs/360ml 

PROCEDIMIENTO. Se disolvi6 cada sal por separado en agua 

destilada •. 

Mezclando la eoluci6n A en B. 

Y aforando a 1000 mi. Posteriormente se 

ajustó el p~ a 7.2. 

Se mantiene en rafigerac.ién. . . . . . . . 

NOTA: Para el PBS- TWEEN, se __ us_6'- á· "un_~ .. concantraci6n del 

tY.. V an nu•stra preparación _se:·~sa·ran: .. ~oo~·ni1 ·de_ Buffer de 
·· .. ~;·'> 

fosfatos de la soluci6n ya e>(plicada ·y ·.".E> adicúinaron 0.9 ml. de 

TWEEN •. 
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l'IETODOLOGIA PARA PRECIPITACION DE 

GAHA - GLOBULINAS DE CABRAS. 

Preparación y elaboración de GAMAGLOBULINAS CAPRINAS 

para la utilización de la técnica de E.L.I.S.A. 

INDIRECTA en el LAB de INMUNOLOGIA en CAMPO No 1. 

t.- Se midió la cantidad de suero de cabra < 12 ml de 

•ueroo). 

2.- En una bureta se colocó la solución saturada de sulfato 

de amonio. 

3.- Se colocó ·el suera en un matraz, después esté matraz se 

coloc6 en un recipiente con hielo para mantenerlo &n temperatura 

baja, y se mantuvó en constante agitación. En agitador de placa 

Vortex Scorpi6n Scientitic. 

4.- Se a9re96 el mismo volúmen de sulfato de amonio <12 mll 

por medio de un goteo constante y lento. Siendo muy importante 

que na se forme espuma. 

5.- Una vez agre9ado tcdo el volWnan se mantuvó en 

agitación en el rec:ipie_nte con el hielo por :SO min más. 

6.- Posteriormente se centrifugó. Centifuga Beckman. 

Modelo J2 - 21, a 15 rpm por 15 min. 

7.- Se retiró el sobrenadante, y se reconstituyó el 

volúmen con solución salina fisiológica ( 12 ml > • 

e.- Se volvi6 a precipitar con solución •aturada de 

wulfata da amonio. Usando los pasos anteB mencionados. 

9.- Después de la centrifugación &e retira el· sobrenadante 
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y se reconstituyó en 5 ml de solución salina fisiologíca. 

to.- Se dializaron las gamaglobulinas. Colocándose en una 

membrana de dialisis en un vaso de precipitado con agua destilada 

caliente, se saco la membrana y se anudó la membrana por un 

extremo y se introdujó a la membrana los 5 ml da liquido 

obtenido, una vez terminado se anuda el extrema libre. 

NOTA1 La membrana se manipuló con la mayor asepsia posible 

parA evitar contaminación. 

11.- Esta membrana se coloca suspendida dentro de un va&o de 

precipitada con 2000 ml de saluci6n salina fisiológica de 24 a 48 

horas en r•fig•ración y agitación. 

12.- Se retiró la mamb.rana y se colocó las gama 

glabulinas en un frasco limpio en refigaración •. 
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 

Por otro lado se daterminO la cuantificación de prote1nas. 

Utilizando al método de Coomassie 6.250 <Lowryl. 

Reactivo de azul brillante de Coomassie 6.2501 

Se preparó etanol al 95Y., disolviéndose 100 mgr da ·reactivo de 

azul. brillante de Coomassie en 50 ml d& etanol preparado. 

Agregando 100 ml de H3P04 al 85Y. w/v. y aforarando a 1000 ml. 

Preparandolo de la siguiente manera: 

500 mi de reactivo de Lowry, disuelto en 50 mg de azul brillante 

de Coomasaie en 25 ml da etanol (al 50Y.l, y 50 ml da H3P04 al 85Y. 

w/v. 

Para el método ordinario de protainas se realizó de la sigüienta 

forma 1 

1.- Sa pipeteó an un tubo de ensaye 12 X 10 mm, ea decir, o.{ 

ml de solución de proteinas conteniendo entre 10 y 100 

microlitros. 

2.- Se agregó 5 mililitros (mll da r•activo de Lowry y 

mezclando por agitación en al vorteK. 

3.- Se midi6 la absorbanc:ia a 595 nm despues de incubado y 

antes de 1 hr. 

4.- El blanco contania 4 ml da buffer adicionado y 5 ml de 

reactivo de Lowry. 

5.- Se colocó 0.01 g de Alb~m!na, aforando a 100 ml da· agua 

destilada. 
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6.- En 5 tubos de en$-aye coloci'.'r 100 .. ~ic:rolitro de' la. 

dilución anterior. 

7.- Se realizaron· las siguientes diluciones: 
',.' 

Mtc:rolitros/ml de Gamaglobulinas VoL'·. c'ml i 

20 ' o.ic 
40 . ,·o~.,. 

60 o.6 

80 ·º·ª 
100 ~o 

Se atoró a l ml con solución salina fisicilógtc.a. 

a.- Se adicionó a cada tubo de ensaye .s ml dé. reactivo· de 

Lowry. 

9;- Lectura a 595 nm en el espectrofotómet.ro .• 

Dilucianes 

20 

40 

60 

80 

100 

·O.O <595 nm> 

0.132 

0.182 

0.244 

0.297 

.. . . 

Lectura de la: doble .dÚ~ci6n. 11,20; 

Correlaci6n1 

Desviación 

t1uestra1 

Concentración de proteinas; 

0.157 

. 0.996 

2.3 

0.157 

1.161 mg/ml 

Primera lectura. 
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LA TITULACION DEL CONSUGADD. 

Empleando un conjugado comercial ANTIGOAT !Rol 176 R2 8601 

•ri ELA laboratorio SIGl1A. Se tituló de la siguiente manera: 

1.- Se sensibilizar6n las placa para trabajar. 

Disolviend6 0.50 mg <50 mg/ml)/ml gamaglobulinas en buffer 

de Carbonato a pH 9.6. 

2.- Colocand6 200 microlitros de la solución anteriar de 

gamaglobulinas en los pozos a trabajar. 

3.- Se incubó 3 hrs a 37gC y toda la noche a 4gC. 

4.- Se lavó cada pozo 3 veces con buffer de fosfatos IPBS) /. 

Twaan, con intervalo de 3 min entre cada lavada. 

5.- se preparó leche descremada al SY.. Para preparar 5 ml ·se 

adiciono 0.25 gr de leche descremada y 5 ml de PBS/tween, 

6.- Se bloqueó con leche descremada colocando 200 

mtcrolitros por pozo, incubando a 37gC por 1 hr. 

7.-Se lavó 3 veces cada pozo con intervalo de 3 min con 

PBS/tween. 

e.- Se realizaron di luciones del conJu9ado len PBS/tween> .• 

La cantidad total final de .cada pozo fué de 100 microli~rca, 

y todas las diluciones se realizaron por triplicado. 

En los pozos 1,2,3 da la linea A, se coloéarón 100 

microlitros da buffer de Carbonatos. 

En los _pozos 4 1 5 1 6 de la linea A, se colocó_ la·, -~i~~~·i_ón. ti5o;_· 

la cual sa realizó de la siguiente manera: ,'S~ ~·ci~·c·a~~,.; 196 

microl i tres de PBS/tween y 4 mi crol i tres de é:on.Íugado; 
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En los pozos sig,~li~nte~,· se colocarcfrl ... pr.e:iviament~ 100 

microlitros de PBS/t1_11een·. 
:,.' . . 

po:os :7 ,a.¡9 ··de -.J.~ ·¡i~~~:._ ~-~<:~e 
6i'9úie·n·t·e nla'riera :" _": ~:~~· ::·:c:~d~ ·:·· uno 
• 1 • -. '·~=" ' . '· . ~ .·' 

En les dilución 

11100, esta se rea 1 i :6 de. ~a 

de los pozos 4,:l ,b de la lÚiea' Á.,s&;t;.;,;,o' ioo ' .. nii.é~oÚtrcs; 'ic~ 

cuate• se depcsi ~aron en l~~ pozos 7;8 ~('9 .;'.j~' ·· l:~; ~',~~¿~. ·A. 

: . ·.': . ¡ -~ •,-:, · .. ".:.·. ;.'. .. : . : : ~ ~ ··.: - . .' ; .. 

·.:;'.' ·-.. J. 

En 

1 :200, esta se realizb de la .siguhmte manera 1 oe·cada ·Uno de· les 

pozos 7,8 y 9 de la l in.ea A· se tomarón 100 microlitros, ·1cs· 

cuales se depositaron en les pozos 10, 11 y 12 de la ·linea A 

respectivamente. 

En los pozos 1,2,:S de la línea B se colocó la diluciÓri 1141)0; · · 

esta 9S realizó de la siguiente manera: Da cada uno.- ·de·: .los 
. ·: :' ;: - ;\ ·, 

pozos 10,11 y 12 de la linea A se tomaren 100 . micral i tras, 
» .. :- .... :· .• 

los cuales se depositaron en los pozos 1,2 y 3 de ia ·.'linea· a. 
.... ·,·,.· 

respectivamente.· 

En los pozos 4,5,b de la linea 8 se colocó la'dil:uc·~,Ó~· '~,a~o, 
esta se realizo de la siguiente maneras De cada' ~~~*-!X~~ ·los 

pozos 1,2 y 3 de la linea B se tomaren 100 mi;,,rc.litrosi, los 

cuales se depositaron en les pozos 4,:l y .6 :.'''de" l'a ·Únea B. 

respectivamente. Y de estos 1Htimos se dese{ha~~·;¡j~~'.' micrclitos 
' ::,:'•'.' ... 

dejando de esta manera todos los pozos con 100 _Rlfc'roi i tos como ya 

se menciono previamente. 
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2 3 ·4 5. 6 7 e 9 10 11 12 

A BLANCO 1150 1:100 11200 

a 11400 11800 

9.- Se 'incubó a 37QC por 1 hr. 

10.-Se lav6 3 veces con intervalos de_ 3 m'in cada úno :con 

P05/tween. 
. . . . ~ 

11.- Se pr-eparó el sustrato. OrtaphenilendiÓmetiC:i .. <OPH>; 

10.a mg OPH I 1 ml matanal. 
~ ' ' : . : ~ 

Preparando 0.0108 mg/1.574 ml metanoi', en:.i.tn 'matra.z ,5 :inl. ·, 

De la mezcla de OPH y metanol se tama_n ó.,1· ·irii:_y;('_s~ .·:•·,;;ezcla · 

con 9.9 ml de solución salina fisiológica. 

Inmediatamente antes de usarse se agregó 10· "_'mh:'roÜtrÓ.s de 

H202 al 3Y.. Se preparó 1 ml H2021 0.9 m·1 .. H20' + •. O.f·-ml de_ 

H202 al 30Y. 

Se ·coloc6 100 microlitros en.cada pozo. 

12.- Sa tncub6 a 37gC por 1 hr. 

13.- Se detuvó la reacción con Acido sulfurico 4N. 

Se preparó 20 ml. 

mol = 2 N en al Acido sulfurico, 

mol = 99.0B gr = peso molecula~. 

2 mol = 196.16 gr - 1000 ml 

X 20 ml 

X = 3.9232 .gr/20 ml. 
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1.84 gr <gra~e~ad esp~cifica> - ·1 ml· 

3.9232 91:' 

2.1321 

X 

X • ·,2' 1321: 9r·; 

97.6Y. (pure:a). 

1oor. · 

···. . 
2.2 m1:~:1e.e ml agu~ destilada 

4N. 

X 

20 ml de ácido sulfurico 

14.~ Se agregó 50 microlitros a cada pozo. 

15 •- Se leyó inmedi11tamente despues de agregar el llcido 

sulfurico. En un lector de ELISA. Bio - Rad. Mod.elo 450 • 

. RESULTADOSr 

LINEA A B 

BLANCO 1 -0.567 1r400 1 0.134 
2 -0.655 2 -0.301 
3 -0.643 3 -0.084 

1r50 4 0.373 1 rBOO 4 -0.240 
5 0;521 5 -0.472 
6 . 0~521 6 "'0.275 

11100 7 0.340 
e 0.399 
9 0;393 

1 :200 10 0.264 
11 0.242 
12 0.048 

Sa determinó que los resultados obtenido&· por la titulación 

del conjugado, el titulo apropiado para emplearSe es el de 11100 

Ya que este titulo de dilución es donde se emplea menor cantidad 

de conjugado y es representativa los titules qua se detectan en 
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la re.spuesta a la prueba. 

Titulación del ant1Qeno viral, v.irus. de AEC •. A.par.t:ir de ':J!'. 

anti9enc comercial. utilizado en la .pr.u~~ª. '..~,~ .in~~á~~,~-.f~:j·.'~ó~' do:bl~:. 
<Veteri na 1•y Diagnost ic Tecrioi.;9>;;)';i~~·;; USAi .:· . ':.' en agar. 

La que' consistió en una 9tiC:~pr~t~iÓ·~:::~~'t·~~'rik1 :; a~: :'1'.~~~··~<Y'; Una< 
,,,.;,._··· "":· · ... ·.,·.,· 

proteina interna Gp 28, con la cua1 '.se.~.r..eáüz6°:::1&·;'!1ensibÜÍdad. de 
la P.laca. ·Procedente de un Kit::~·bm~~·~-¡--~¡·.~·.5. "'\~.<~.:~Ú:··. ·, '. -~:,. 

Se trabaJ.6 por triplicad.:, y ~~n Ú~~'. cant¡~~·~. :~.; foo' 

microlitros por po20. 

1.- Dilución del antigeno. 

Se trabaJar6n las siguientes• 1110, 1:50, 112.50, 111250 •. 
.. . ·- SR traba j6 en 4 tubos de ensaye sepa.radas c:oloCarida. en el 

primer t,ubo 450 microl!tros de buffer de carbonatos y 50 

microlitos de antigeno dando la primer dilución 1 :10~ 

En los tr'es tubos restantes se colocar6n pf.~Yiam~~tS 400 

microlitos de buff~r de carbonatos. . . . 
Del primer tubo se tomaron 100 micrcli_tros y,·~e·-:depositar6n 

etn el tubo nómero dos, para obtener la ·sagu~~a·_dili&c.ión ·1159. 

Del segundo tubo se tomaron 100 .mtc~f:\.it~~,¡·· y 'se depositar6n 

en el tubo tercer tubo, y la terce1• dilué'i'6ii'"1 Ó250> 
>.t, :··':Y. ·,~::··. ·; . . ·, 

Del tercer tubo se tomaron.·~,~?· ~·~~~Di.it~.º~:_:y s.e depositar6n 

en ~l cuarto tubo y se obtu'vó 'ia·:ciúué:i.6n '1: 1250, a las que se 

les hicieron las pruebas por t.riplÍcad·~; 
Se emplearon ·los pozos 1,2,3 de la lfnea O como ~lance para 

esta titulaci6n y a estos pozos solamente se .Puso 100 
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.microlitros de buffer de.carbonatos., 

En los ccizos 4,5,6 de la lin.ea. ~·se .coloi:6. la dilución/ 1·:10 

que previamente se preparó en el :tub·o :.de ensa~e.· 

En los pozos 7,8,9 de la linea'D se:co16c6 ia d·i~u~'fórl:_·, f:5o:. 

1:250 del tercer tubo de ensaye. 

que es 1:1250, del cuarto tubo de ensaye·.· 

hrs "-Y. '_·;:. P~.~~~~i.~.rm~nt~.·~,.,,. en·. 
~.: ;~1·.: :~; ... :. 

2.- Se incubó a 37g por· 3 

re1igeraci6n toda la noche. 

3.-

4.-

: ~.;{_:~~'.;.·: (:,':' ,. -·~:.:,: '"' 

Se lav6 con PBS/t1•een 3 veces,'.i:on •int'erv&Íó':d .. :·3•¡¡,'ú1.· · 

Se bloqueo con leche. descr~mad'a"'~.l~)~\~~!~-~·.'.(-)./ ~_,-}~·~:·--,_-;.:. 
.. :. >: ,·~·· ..... '. ... _:_.,,, :;''.>. 

f'."reparar 5 ml, reconstituir con,.:P:B~t twe~né::, ·• · · ·<::" 
5 .- ColoCando __ .- ~n ca.~a·_~-- pozo· '..~~:JO': :'-'fflt~~~1-i'tr·os· ;;_de:· -·.,leche 

descremada. ·" ~. _;'~": -''·P ,; :i· ~---"°-::; ~:-' :> -~~ ._ · "-.:· ... :< :;(., ·.-~\·:·:·"· "'---~~-;- ,; .. ~~·-'. "<:·· /"·' 
6.- se in~~~6·1:t1~':a''.37~c.·::'• .· .~.:··· · :.;':"'.: 

7 .- . 1.avand~>~~~; Pas.ltoiee.~ 3:~c.;~~¡,;·.~.~~<int~~~~1,:;•.;e· ~·•·.ni~.··.·.·· 
e.- ··oiiu~;.ri.;'~-~ei~,~~~~¡¡·~bsitivil' 1;io

0

L'í¡.,'{·~·i~~~·cÍ~.AEc. de1. · 

Kit, .cc;l~~t:'C i-~i~":_-~:~{~~;·;~k.~¿·i~:~·~'db·:~·: ~;- ·~~'.:,·-~ ~.~)l,:7 '~:.: ,-_.:: ,'.<.¡·-;·~:;_·,?:'~ .. ~--:~ _. ~:'.: ':i ··· · · 

.Se p~e~~ .. -~~~; 2 ;.l;C' ." - ;A\.:Ll:· :;:2;:::~/'.~/ ;~·-;;.<( > -
9;.· emplearon 200 miéroli.t~.;~ :~ .. \~~~~~':;~~~~',;,iti~6 .y .. Í:~o~. 

·-;,;.__ ._ .. : -
:;_: .. ;":··;·:·,<:·' • .. ::· 

~e colccarc;m 100 mié:roi i trDs a,, c~-~a~,.".P6·~~-;· ,'~·~:~_i'l~Y~~~~; :~l .. po.zo 

blanco. 

9.- Se incubó a 37QC por 1 hr. 
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10.- Se lavó con PBS/t1t1een 3 veces con intervalos 3 min. 

11.- Preparación del conjugado. 

Se emple6 •l titulo antes obtenido que es d• 11100. 

Se prepararon 2 ml de la siguiente ma11era.: 

20 microlitros de conjugado + 1980 microlitros de P8S/tween. 

Se colocaron 100 microlitros de conjugado en cada pozo~ 

12.- Incubar 1 hr a 37g_C. 

13.- S• lav6 con PBS/twean 3 veces con intervalos de 3 min. 

14.- Se prepar6 el sustrato OPH. 

10.8 mg OPH I 1 ml metano!. 

Sa preparó• 0.0108 - ml de m•tanol 

0.017 X 

X = 1.574 ml metano!. 

15.- De la mezcla de OPH, se tomó 0.1 ml y se mezcló con 9.9 

ml de solución salina fisiológica. 

Inmediatamente antas de usarlo se a9re96, 10 microlitros de 

H202 al 3 Y.. Esta se preparó de la siguiente manera• 0.9 ·mi de 

agua ·destilada + 0.1 ml de H202 al 30 Y.. 

16.- Colocando 100 microlitros en cada pozo. 

17.- Se incub6 1 hr a 37eC. 

18.- Se detuv6 la reacción con Acido sulf~rico al 4 N 

Se agregar6n 50 microlitros a cada pozo. 

Se tcm6 del que previamente se preparó. 

19.- Se ley6 inmediatamente después de agregar al 4cido 

sulfúrico. 
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La lectura se realizó en un lector de ELISA. ~icropl~te 

Raador. Bio - Rad. Modelo 45C•. 

RESULTADOS 

LINEA o e 
BLANCO 1 0.297 1•1250 1 0.359 

2 0.437 2 -o.o;s;s 
:s ·0.388 3 0.150 

1110 4 0.070 
5 0.180 

'6 -0.044 
1150 7 0.255 

a 0.428 
9 0.107 

11250 10 0.248 
11 0.006 
12 0.092 

Por lo qua se estandarizó la prueba de ELISA con un conjunto 

!Ig 6 - cabra + an%imas> con la identi ficac.iOn de anttgeno de 

virus de ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA. 
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R E S U L T A D O S. 

En el cultiva primario de c~lulali· de cornea y riñ6n de 

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

· general hacia. la peri feria de la placa, formando una monocapa de 

un 40% a los 20 dias de sembrada. 

El cultivo de células de riñen que se realizó en la caja de 

falcón y el tubo de leihton, no se obse·rvó tadherenci& de las 

células a la super-ficie de la caja o del tubo respectivamente 

optando por adicionar un eHplante de tráquea de que de 

aproMimadamente 10 dias de edad, con la finalidad de que tuviera 

una base de unión por l& secreción mucoserosa que secreta ia 

tráquea, "Se descarto esta procedimiento ya que 6 dias después se 

obeervó la alcalinización del medio de cultivo, originado 

probablemente por un exceso de secr•ci6n mucosa ya que se observó 

gran cantidad d• esta sustancia en el media. 

Por otra parte en las células de membrana sinovial de cabrita 

se observ6 que el cultivo se desarrollo más eficientemente con 

una concentración de suero fetal bovino del 15%, aunque también 

su crecimiento fue en la periferia· de la.placa. 

Las células del feto de cabra en la caja de falcdn ·se 

adhirieran rapidamente a ella y se formó una monocapa de un 30%, 

se empleó el medio de Dubelcco·s con 15Y. de suero fetal bovino, 

empleando en las mismas células por los autores1 Grewal y col 

1985¡ Robinson y col 1986¡ Surman y col 1987. En este trabajo se 

adicionó con antibióticos tales comoi penicilina-estr.eptomicina y 

nistatina. 
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La estandari"Zación de la técnica de E.L. I .S.A., se evaluó c:o11 

un antlgeno empleado para la técnica de inmunodifusi"ón en gal, 

dicho antigeno contiene como conservador azida de sodio, está 

sub&tanc:ia intar1iere en la reacción de la técnica de E.L.I.S.A. 

dando falsos positivos, la literatura nos marca que se pueden 

emplear antigeos comerciales para las pruebas de hemoaglutinación 

y de f!Jación de complemento Specter y col 1986). Se debe tomar 

también en cuenta la presencia del f&ctor reumatoide ya que este 

también da falsos positivos a la lectura d& asta técnica. 

(Specter y col 1986>. 
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D l S C U S I O N • 

En el presente trabaJc se reali:aron diferentes actividades 

todas encaminadas a apoyar la c•tedra de ENFEAl'IEDADES INFECCIOSAS 

DE LOS CAPRINOS ASPECTOS INMUNOLOGICOS V DE DIAGNOSTICO. 

Se tomó en cuenta con mayor insistencia la parte de 

diagn6stíco, para este fin se llevó a cabo un cultivo primario a 

partir de células de ri~6n y cerne& de ga:apo, para conocer la 

técnica de cultivo y el manejo de las subst•ncias que se 

requieren para el cultivo de la5 células. Habilitándose una 

·secci6n del laboratorio para este trabajo y asi poder contar con 

un· control estricto del material, desarrollándose en forma más 

eficiente" y con mejoras resultados, también se contó con el apoyo 

de una estufa de cultivo para el laboratorio, la cual se 

reinstaló, siendo más efici.ente el desarrollo del cultivo 

celulares y al mismo tiempo su mantenimiento ya que se evita la 

evaporación excesiva de los medios gracias a la húmedad Que esta 

propcrcio"a a la &tmOsfera, además es nece~ario contar ·can C02 

para el metabolismo de la" células, con esto fos cu! ti vos 

celu!'ares son más productivo,.. El medio de cultivo ·Dubelcco con 

una concentración del 15Y. de tiUerc 'fatal bovino aun.adc al empleo 

de la estu~k da cultivo, dio al meJor resultado en ~l cultivo de 

células de membrana sinovial de feto~c•prtno • 
. , •, ', 

Se empleó la técnica de reutiÜ:aé:ién de materhl desechable, 

este método es sencillo y p"rAc;:t:i,~O, tiene como ventaja la 

reutilizaci6n del material 'di~¡,o;:,ible '!'n el laboratorio de 
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Virolcgia de campo 4. el equipe que se requiere es ecóncmico ya 

que se·adquirió el norno de microondas necesario para llevar a 

cabo este pro.r:edimiento. El poder realizar esta técnica en .;1 
laboratorio red i tua en mayor aprovechamiento del material 

di~ponibla y en beneficio para el propio laboratorio, al reducir 

el costo de algunas de las técnicas en donde se emplean material 

desechable que puede ser reutilizados. 

En cuanto a la estandarización de la prueba de E.L.I.S.A., 

es importante valorar los antigenos utilizados en la técnica de 

hemoaglutinación y/o fijación de complemento y se pueden emplear 

•n la técnica de E.L.I.S.A. (Specter y col 198ól, y asi contar 

con esta prueba diagnóstica y continuar los trabajos para aislar 

el virus, obteniendo asi un antigeno propio. 
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e o N e L u s I o N E s. 

La 'importancia de este trabajo son las bases que se han 

'fijado en primara instancia para el aislamiento del virus de AEC. 

con la implementación del cultivo celular y en segunda instancia 

como diagn61itico en la estandarización de la prueba de 

E.L.I.S.A., sin dejar de mencionar la implementación que se hizó 

. en el labora torio de Vi rologia de campo No 4. 

Por otra parte este trabajo permitió rea 1 izar otras 

actividades encaminadas a el apoyo a otros· trabajos de 

investigación referentes a la misma catedra, y asi se pueden 

~enctonarr 

'El apoyo que se brindó en la toma de muestras de sangre· 

para la prueba diagnóstica de inmunodifusión an gel, en la cual 

se reafirmaron conocimiantos de manejo, asi como de · l;& toma 

aséptica de las muestras, conociéndose la &Hplot&ción y su manejo 

general. 

Como apoyo en la toma de muestras para microscopia 

electrónica e histopatológia, se destaca el manejo adecuado de 

las muestras y de las soluciones principalmente para el 

microscopio electrónico paso fundamental para obtener lo& 

resultados deseados. 
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