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RESUMEN
LLANOS SALINAS, SAMANTHA PAULINA. Diagnéstico de herpesvirus caprino
CpHV-1 por medio de la técnica de Inmunohistoquimica (bajo la direccién de Dra.

|. Eugenia Candanosa Aranda y Dra. Laura Cobos Marin)

El objetivo del presente trabajo fue implementar la técnica de inmunohistoquimica
empleando anticuerpos monoclonales y policlonales, para identificar la presencia
de CpHV-1 en organos con lesiones sugerentes a las producidas por el virus, de
cabras pertenecientes a un rebafio de Tequisquiapan. Se revisaron los archivos de
diagnostico de la USEDICO de los afios 2010 a 2011, seleccionando los casos
sugerentes de infeccibon por CpHV-1. Se implementé Ila técnica de
inmunohistoquimica estreptoavidina-biotina-peroxidasa en 45 casos con lesiones
sugerentes a CpHV-1, observando positividad con el anticuerpo policlonal en 24
casos de cabritos menores a 15 dias (53.3%) y en 4 casos (8.9%) de animales
adultos. Con el anticuerpo monoclonal fueron positivos 25 casos de cabritos
menores a 15 dias (55.5%) y 4 de los casos adultos (8.9%). Se logré implementar
la técnica de inmunohistoquimica con ambos anticuerpos, para el diagnostico de
CpHV-1. La técnica de IHQ empleada con el anticuerpo policlonal elaborado en la
UNAM puede ser util como una prueba rutina; ya que demostré tener una alta
correlacién con los anticuerpos monoclonales y tiene la ventaja de ser mas
econdmica que al usar los monoclonales Se confirma la presencia de CpHV-1 en

los tejidos con lesiones compatibles de cabras en México.



Introduccion

Los pequefios rumiantes, (ovinos y caprinos), son especies domeésticas
ampliamente distribuidas en el territorio nacional, siendo en la mayoria de los
casos, la unica fuente de sustento para sectores poblacionales de menores
recursos econémicos.*

A nivel mundial, la cria de la especie caprina ha estado asociada a grupos
marginales, donde la produccién de leche y carne se destina principalmente al
autoconsumo. En México la produccion caprina es una actividad tradicional que se
encuentra estrechamente ligada al desarrollo cultural de la poblacion'.En la
actualidad, adquieren mayor importancia debido a que se esta estimulando su
produccion, con la finalidad de mejorar la calidad de vida de sus propietarios.

Las patologias asociadas con problemas reproductivos adquieren una relevancia
especial, dado que producen pérdidas productivas y reproductivas.?

En México, un informe realizado en 2009 y publicado en 2011 sugiere la presencia
del Herpes caprino 1 (CpHV-1) en un rebafio caprino ubicado en Tequisquiapan,
Querétaro, observandose lesiones como vulvovaginitis pustular y ulcerativa, y
balanopostitis pustular ulcerativa. En este estudio, se observaron cuerpos de
inclusién intranucleares eosinofilicos en diferentes 6rganos de dos animales
adultos y un mortinato: Para la identificacion del virus se realizé6 microscopia
electronica y cultivo celular; sin embargo, no se hizo la identificacion del tipo y
especie viral, ya que no se contaban con las técnicas diagndsticas para ello.?

En junio del 2011 se encontré en el mismo rebafio un grupo conformado por 5

machos, con lesiones sugerentes al CpHV-1 del cual se seleccion6 uno que
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mostrara la lesion mas evidente y se recolecto una muestra de prepucio que se
remitié al laboratorio de virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria (FMVZ),
para realizar el aislamiento viral y su posterior identificacion.

La inmunohistoquimica (IHQ) es un método basado en las reacciones
inmunoenzimaticas en las que se emplean anticuerpos mono o policlonales que
permiten la localizacion histolégica del antigeno y su correlacion con la morfologia
del tejido. Ademas, la técnica permite detectar la presencia de particulas virales en
células no viables, lo que puede resultar Gtil cuando las muestras no se pueden
conservar adecuadamente para el aislamiento viral.**®

Un anticuerpo monoclonal se refiere a moléculas de anticuerpos especificas a un
unico epitopo, originalmente producidas por una célula B y que comparten una
secuencia idéntica. Los anticuerpos policlonales son moléculas de anticuerpos que
difieren en las caracteristicas de su epitopo y en la secuencia de aminoacidos de
su region de complementariedad, pero comparten un objetivo especifico comin.’
La IHQ juega un papel importante en el diagndéstico histopatolégico de diversas
enfermedades. El desarrollo de anticuerpos para epitopos resistentes a la fijacion
de tejidos y la disponibilidad de un sistema de deteccion altamente sensible hacen
de la IHQ una herramienta practica para la patologia.” En afios recientes esta
técnica se ha convertido en un importante instrumento para el diagnéstico
histopatoldgico.

Debido a la evidencia de lesiones sugerentes a la presencia de CpHV-1 en hatos
caprinos mexicanos es necesario contar con las herramientas diagndsticas como

la IHQ para la identificacion del virus e informar a los productores de caprinos para
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gue consideren a este agente como una posible causa de pérdidas econdémicas en

su hato.

REVISION DE LITERATURA

Propiedades de los herpesvirus

La familia herpesviridae agrupa un extenso conjunto de mas de 130 especies de

virus que comparten un conjunto de caracteristicas y que infectan un rango amplio

de especies animales. Los herpesvirus tienen un especial interés debido a su

elevada incidencia de infeccion, su diversidad evolutiva y su implicacion en

importantes enfermedades en humanos y animales. En animales, los herpesvirus

causan infecciones respiratorias, infecciones en genitales, conjuntivitis, abortos,

enfermedades neurologicas y encefalitis. Constituyen una de las 22 familias de

virus que tienen relevancia en la medicina veterinaria.®

La familia herpesviridae comprende 3 subfamilias:

e Alphaherpesvirinae, que incluye a los virus citoliticos de crecimiento rapido.

e Betaherpesvirinae, compuesta por virus citomegalicos de crecimiento lento.

e Gammaherpesvirinae, formada por virus que se desarrollan en los linfocitos y
que pueden transformarlos en tumorales.®*°

La familia alfaherpesvirus incluye virus que se caracterizan por tener una amplia

gama de hospedadores, un ciclo de reproduccion corto, y una capacidad de

inducir una infeccion latente. Las particulas viricas de los herpesvirus son labiles y

no tienen una supervivencia fuera del organismo infectado. En general, su
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transmision requiere un contacto fisico que conlleve a la aposicién de epitelios
himedos, como por ejemplo el coito.™®

Este virus pertenece a un grupo de Alfaherpesvirus que infectan a varias especies
de rumiantes y cuyo prototipo es el Herpesvirus Bovino 1 (BHV1), responsable de
la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR). Infecciones cruzadas experimentales
han mostrado que otras especies de rumiantes son receptivas al BHV1. El CpHV-1
consigue lograr la infeccion con éxito en el ternero y en el cordero, con excrecion
viral y serocoversion.™* Los rumiantes salvajes parecen a salvo, excepto la cabra
montés (Capra ibex), en la que se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti-
CpHVL1. Sin embargo, parece que la virulencia del CpHV1 se limita al hospedador

natural.*!

Antecedentes

En 1972 en el condado de Santa Cruz, California, en una crianza de cabras
Alpino-Francesa, murieron cuatro cabritos de una semana de edad luego de
presentar una infeccién generalizada, disnea, inapetencia y dolor abdominal, se
enviaron muestras al laboratorio de patologia y virologia en la escuela de medicina
veterinaria de la universidad de California, donde se detectaron cuerpos de
inclusion intranucleares, semejantes a los del virus herpes.*?

Algunos afios mas tarde, el CpHV-1 fue identificado en cabritos del valle de
Bregaglia, en Suiza. La distribucion geografica de la infeccién de CpHV-1 en la
cabra no ha sido objeto de estudios sistematicos. Sin embargo, los datos
existentes sugieren una distribucion mundial con prevalencias variables. Asi, la

infeccion ha sido identificada en Australia, Canadd, Estados Unidos, Nueva
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Zelanda y parece predominante en Europa, especialmente en la cuenca
mediterranea. En efecto, en paises donde las cabras tienen un papel econémico
8,13,14,15

como Espafa, Italia, Grecia y Francia, se observan fuertes prevalencias.

CARACTERISTICAS DEL HERPESVIRUS

Estructura

Presenta cuatro estructuras morfologicas bien diferenciadas:

e El nucleo: es de naturaleza nucleoproteica, incluye una molécula de DNA

e La capside: es una estructura formada por cuatro proteinas dispuestas en un
patron icosaédrico que encierra al nacleo

e EIl tegumento: es un conjunto de proteinas de origen virico que se disponen de
manera aparentemente desordenada envolviendo la capside.

e La envoltura: es una membrana lipidica que envuelve el tegumento y en la que
se encuentran diferentes proteinas viricas en su mayoria glicosiliadas.

Todos los herpesvirus comparten ademas las siguientes caracteristicas:

Codifican enzimas y factores relacionados con la sintesis y el metabolismo de

acidos nucleidos.

La sintesis de ADN viral y el ensamblaje de la capside ocurren en el nucleo

celular. A su paso por la membrana nuclear interna, la capside de los herpesvirus

adquiere una primera envoltura lipidica que pierde al llegar al citoplasma. La

produccion de la progenie viral va acompafada de la destruccion irreversible de la

célula infectada ®t1-1>16.17
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Tras la infeccidén primaria, los herpesvirus establecen una infeccion latente de por
vida en el hospedador natural pudiendo reactivarse periodicamente y dar lugar a
brotes clinicos de la enfermedad. Durante esta fase de latencia el ADN viral se

encuentra circulando y la expresién génica esta limitada a unos pocos genes.*®

Ciclo de replicacion viral

La replicacién de todo virus consiste en la sintesis de nuevas particulas viricas, y
en el caso de los herpesvirus, implica la sintesis y ensamblaje de los cuatro
elementos estructurales que componen a un virus.®

El CpHV entra a las células por fusion de su envoltura con la membrana
plasmatica celular, en un proceso independiente de pH y dependiente de la unién
de glicoproteinas virales presentes en la envoltura del virus con los receptores en
la membrana celular. Diversos estudios han demostrado que las diferentes
glicoproteinas virales, como la IgC en el caso de CpHV-1, son requeridas en el
proceso de entrada del virus a la célula. **%

Después de la entrada a las células del hospedero, el CpHV es transportado a
través de los microtubulos hasta el nucleo; donde de manera ordenada y
secuencial replica su genoma usando proteinas virales y celulares. Dependiendo
del momento en que los genes virales son expresados durante la replicacién son
clasificados en tres clases: inmediatos tempranos, tempranos y tardios.'® Luego
del ensamblaje, los viriones abandonan el nucleo y se dirigen hacia la membrana

citoplasmatica externa por procesos de gemacion a partir de membranas

intracitoplasmaticas, adquiriendo su envoltura y tegumento. Luego son
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transportados dentro de vesiculas intracelulares a la membrana citoplasméatica
para su posterior liberacion de la célula. La replicacion del genoma del CpHV
comienza a las dos horas siguientes de la infeccién inicial del animal, con la
expresion de antigenos en la superficie celular entre las tres a cuatro horas
siguientes a la infeccién; liberacion de particulas virales y dispersion a las ocho

horas posinfeccion. %%

TRANSMISION

Los animales infectados de forma aguda y latente son la principal fuente de
infeccion. En la forma aguda, el virus es excretado en las secreciones oculares,
nasales y genitales. La transmision del virus se lleva a cabo por via genital o
respiratoria. Parece que la presencia de animales portadores latentes es
responsable del mantenimiento de la infeccion en el seno del rebafio. La evolucion
de la infeccion por CpHV1 es por tanto dependiente de los episodios de
reactivacion y de re-excrecion virica.

En las formas respiratoria y genital que se observan en las cabras adultas, es
tipico encontrar una infeccion local caracterizada por epiteliotropismo. La
diseminacion virica comienza en el organismo con una viremia asociada a los
leucocitos, que puede conducir a una infeccion generalizada, y a aborto al
atravesar la barrera placentaria. La transmision por via oral y nasal ha sido
demostrada experimentalmente, y raramente produce signos, pero puede ser

responsable de abortos en la cabra adulta. En cambio, los cabritos recién nacidos
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pueden infectarse por via nasal en el periodo perinatal, asi como al final de la

gestacion como consecuencia de una infeccion intrauterina. >+

PATOGENIA

Las particulas viricas de los herpesvirus son labiles y no tienen una buena
permanencia fuera del organismo infectado.™ La via de entrada del CpHV-1 puede
ser nasal y genital*® En general, su transmisién requiere un contacto directo,
principalmente uno fisico que conlleve la aposicion de epitelios himedos.

Después de una infeccion intranasal, se presenta una replicacion local
produciendo una lesion epitelial en la cavidad nasal, seguida por una viremia
asociada a células mononucleares, que puede llevar a una infeccion sistémica y
abortos. El virus finalmente alcanza el tracto genital, con la aparicion de las
lesiones caracteristicas: vulvovaginitis ulcerativa en hembras y balanopostitis
ulcerativa en machos, ambas con altos titulos virales.?

En los animales infectados la enfermedad tiene una presentacion aguda y latente.
Durante la presentacion aguda, el virus es excretado via ocular, nasal y genital'*%
La viremia asociada con la inoculacion intranasal ha sido demostrada
experimentalmente mediante la recuperacion del virus o su deteccion por la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en fetos abortados,'? los informes
tanto de infeccidn natural como experimental, indican que el aborto y los heonatos

muertos causados por el CpHV-1 son resultado de la viremia.'>** Se sugiere que

el virus permanece latente en la placenta, y cuando pasa al feto, produce lesiones
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necroticas diseminadas, ya que los fetos abortados y neonatos muertos
demuestran la presencia del CpHV-1 o el ADN viral en higado. '**

En el caso de los neonatos la enfermedad sistémica esta caracterizada por una
elevada morbilidad y mortalidad provocada por una enteritis necrética.?®

Por el contrario, después de una infeccion genital hay una replicacion viral masiva,
restringida a la mucosa genital, con aparicion de eritema, edema, vesiculas y
dlceras de distribucién multifocal.?

Cuando las cabras son inoculadas intravaginalmente de manera experimental, la
presencia de la infeccion se manifiesta con lesiones genitales, y el virus se puede
aislar 5 a 7 dias post infeccidon a partir de hisopos vaginales y no de hisopos
oculares, nasales o0 rectales; sugiriendo que la infeccion genital puede

establecerse sin causar viremia.?*?°

LATENCIA

El CpHV-1 se mantiene en estado latente, como los otros herpesvirus, establece
latencia durante toda la vida del hospedero en neuronas ganglionares del sistema
nervioso periférico. Luego de la replicacion inicial en el epitelio mucoso, la
nucleocapside del virus es direccionada por transporte axonal retrogrado hasta el
cuerpo de la neurona sensorial dentro del ganglio trigémino, alli el DNA es
insertado en el nucleo de la neurona; entrando en un estado de transcripcion
restringida, el cual le permite evadir la respuesta inmune del hospedero.*®

La reactivacion podria producirse de manera natural, por ejemplo en caso de
estrés en la época reproductiva, o durante el celo por los cambios hormonales.

Esto sugiere que la re-excrecion virica se efectuaria a través del semen en los
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machos debido al estrés del apareamiento, y en las secreciones vaginales de las
hembras estresadas por el coito. La inyeccion de glucocorticoides requiere la
utilizacién de dosis elevadas para inducir una reactivacion experimental. El virus
puede reactivarse, produciendo particulas virales, las cuales migran en forma
centrifuga usando un transporte axonal anterogrado de la misma neurona por la
cual ascendieron, alcanzando el sitio inicial de replicacion, para poder asi
dispersarse a otros animales susceptibles.’® En este caso, el virus se aisla sobre
todo de raspados vaginales, pero también de muestras nasales, oculares y

rectales, lo que sugiere varios emplazamientos de latencia.™

SIGNOS CLINICOS Y LESIONES A LA NECROPSIA

e En el cabrito

La forma generalizada se observa de una a dos semanas de edad; se presenta
debilidad progresiva, fiebre, dolor abdominal, cianosis y ritmo cardiaco acelerado.
El miocardio esta edematoso. A la percusion y a la palpacion, el contenido
intestinal es liquido. Tras la manipulacién del animal se presenta emisién de heces
acuosas, amarillas, con estrias de sangre, pero no hay diarrea.>?%’ En el tracto
digestivo se observan distribuidas lesiones inflamatorias y necroticas en la
mucosa, a veces hemorragicas; en el ciego y colon se puede presentar ulceracion
de la mucosa, con necrosis y edema, acompafado de inflamacién de la
submucosa: Las células hepéticas se muestran hinchadas y vacuoladas, con
presencia de cuerpos de inclusion intranucleares.?® También se observa
conjuntivitis, mucosidad nasal de serosa a purulenta, Ulceras en los septos

nasales y erosiones en la cavidad bucal. Puede verse neumonia intersticial no
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purulenta. Cuatro dias después de la infeccion pueden presentarse lesiones
ulcerosas en la piel y pezufias.”® De uno a cinco dias sobreviene la muerte,
precedida de un estado comatoso. Algunos cabritos sobreviven o mueren al cabo
de dos meses en estado de debilidad.

e En el adulto

Tenemos tres formas: respiratoria, genital y abortos.

Se ha descrito en la cabra adulta una neumonia aguda, asociada a CpHV-1y a

Mannheimia haemolytica. La consolidacion roja se localiza en los |ébulos

craneoventrales del pulmén, acompafiada en ocasiones de exudado pleural
fibrinoso, esta patologia se observa muy raramente.*

Los sintomas clinicos de la forma genital, recuerdan a los de la Vulvovaginitis
Pustular Infecciosa provocada por el BHV1. La mucosa de la vulva y de la vagina
presenta hiperemia, petequias y edema, asi como numerosas papulas y vesiculas
gue se fusionan para formar Ulceras. Los signos sistémicos de la enfermedad no
son observados. Las lesiones desaparecen de cuatro a seis dias. Lesiones
similares se observan en el pene y el prepucio del macho cabrio.%%142226.28

Estas alteraciones suelen curarse espontaneamente en dos semanas
aproximadamente vy, las tasas de concepcion no se ven afectadas.

Los abortos producidos por el CpHV-1 tienen lugar durante la segunda mitad de la
gestacion; la mayoria poco antes del parto. No hay signos que nos prevengan su
aparicion. La infeccibn experimental puede inducir aborto, ya sea por via

intravenosa, o por via nasal.?* Los fetos no presentan lesiones macroscépicas; Sin

embargo, el examen histopatolégico del higado, pulmones y bazo revela necrosis
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multifocal.?® Se pueden observar hemorragias en pulmén. En las cavidades

corporales pueden encontrarse exudados sanguinolentos.?
DIAGNOSTICO

El diagnostico del CpHV-1 se realiza a partir de tres pruebas, dos de ellas son
serologicas: el Inmuno Ensayo Enzimatico (ELISA) y la seroneutralizacion (SN) y
una prueba molecular: la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

” ELISA. Cabe sefialar que no se cuenta con pruebas comerciales para el
diagnéstico de CpHV-1 y debido a que existe una reaccion cruzada con el
BoHV-1, para el diagnostico serolégico se han utlizado pruebas
comerciales de ELISA para Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) como:
SERELISATM IBR/IPV gB Ab Mono Blocking, Synbiotics Europe, Lyon,
France) y gE (Herdchek Anti-IBR gE, Idexx, Germany), ambas pruebas son
ELISAS competitivas.?*?°

» SN. Esta prueba se realiza en cultivo celular empleando células de rifion
bovino de la linea Madin-Darby (MDBK) infectadas con 75 UFP (unidades
formadoras de placa) de la cepa BA-1 de CpHV-1 o 75 UFP de la cepa
lowa de BoHV-1.3%3!

» PCRY PCR EN TIEMPO REAL. Esta prueba se realiza a partir de hisopos
nasales/vaginales, de muestras de tejido y células MDBK infectadas. Los
iniciadores que se han empleado amplifican una region conservada del gen

12,32,33

glicoproteina C (gC).
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Hipotesis

Con la implementacién de la técnica de inmunohistoquimica se podra identificar el
Herpes virus caprino en Organos con lesiones sugerentes, provenientes de
algunos rebafios caprinos en el altiplano mexicano.

Objetivo general

Implementar la técnica de inmunohistoquimica empleando anticuerpos
monoclonales y policlonales para identificar la presencia de CpHV-1 en 6rganos
de cabras con lesiones sugerentes a las producidas por el virus

OBJETIVO PARTICULAR

1. Producir anticuerpos policlonales contra CpHV en conejos.

2. Implementar y estandarizar la técnica de inmunohistoquimica en cultivos
celulares infectados con el virus de CpHV

3. ldentificar el CpHV en muestras de tejido con lesiones sugerentes, obtenidas
de cabras pertenecientes a rebafios de Tequisquiapan, Querétaro,con la

técnica de inmunohistoquimica.
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Material y métodos

El presente trabajo corresponde a un estudio descriptivo, retrospectivo y
experimental. Se utilizaron casos patolégicos con lesiones sugerentes de CpHV-1,
pertenecientes al acervo del servicio de diagndstico de la Unidad de Servicios de
Diagnéstico y Constatacion (USEDICO), perteneciente al Centro de Enseflanza e
Investigacion y Extension en Produccion Animal en Altiplano (CEIEPAA) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional

Autonoma de México (UNAM).

Obtencidn de anticuerpos contra CpHV-1

Virus.

El virus empleado para la elaboracién del antisuero fue obtenido a partir de una
muestra de prepucio perteneciente a un animal del mismo rancho de

Tequisquiapan de donde proceden la muestras con lesiones sugerentes*

Dicho aislamiento se remiti6 a microscopia electrénica y el diagnéstico
ultraestructural reporté particulas virales intranucleares e intracitoplasmaticas
compatibles con Herpesvirus. Ademas, se le realizaron pruebas de
inmunofluorescencia utilizando el mismo anticuerpo monoclonal que en este

trabajo y la prueba mostrd, una respuesta positiva.

Se utilizd un conejo de la raza Nueva Zelanda, de 2 kg de peso, el cual se
inmunizé con un inoculo obtenido de cultivo celular infectado con CpHV-1 junto

con un adyuvante completo de Freund (5 mg/ml de proteina viral+ 1 mL de
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adyuvante) durante 4 semanas (1 inyeccidén por semana), posteriormente se hizo
una toma de muestra sanguinea para evaluar la respuesta del animal mediante la
prueba de inmunodifusién en gel agar. Esto se realizo en placas de Petri donde se
pone agar bufferado al 2%, donde se coloco el suero del conejo y el antigeno. Se
incubo durante 48 horas, a las 24 horas se realiz6 una primera lectura y a las otras
24 horas se hizo una lectura definitiva.

Una vez que se comprobd que se produjeron los anticuerpos contra el virus el
animal permanecio vivo hasta la semana 10. Posteriormente, se realizé el
sangrado por medio de puncion intracardiaca, con el animal previamente

anestesiado con xilacina y asi obtener la mayor cantidad de sangre.

Implementacion y estandarizacion de la IHQ de CpHV-1 en

cultivos celulares

Anticuerpo primario
e Anticuerpo monoclonal: este anticuerpo fue donado por el doctor
Etienne Thiry del Departamento de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias del Laboratorio de Virologia e Inmunologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad de Lieja, en Bélgica.™
La prueba se estandariz6 colocando en una placa de 96 pozos cultivos celulares
MDBK infectados con 100ul del CpHV-1, dejandolas incubar 48 horas a una
temperatura de 37°C.
Posterior a esto de coloco acetona al 30% durante 10 minutos, esto con el fin de

fijar la mayor cantidad de células posibles a la superficie de la placa.
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Posteriormente se realizaron diluciones dobles del anticuerpo primario, utilizando
dos filas de la microplaca de 96 pozos. El anticuerpo se diluyé comenzando en
1/500 hasta 1/2000, colocando 50ul a cada pozo, posteriormente se dejo incubar
por 30 minutos a 37°C, y 30 minutos a temperatura ambiente.

Se utilizé un anticuerpo secundario anti conejo marcado con peroxidasa,
realizando diluciones dobles seriadas comenzando de 1/400 a 1/800, colocando
50ul a cada pozo. Posteriormente se dejé incubar a 37°C por 30 minutos, Yy
después 30 minutos a temperatura ambiente.

Se procedio a revelar la placa, agregando 50ul de Diaminobenzidina (DAB) como
solucion reveladora, a cada uno de los pozos y dejando actuar por 15 minutos.

Se detuvo la reaccion con agua destilada y se agrego 50ul de hematoxilina como

solucion de contraste durante un minuto, se dejoé secar a temperatura ambiente.

Implementaciony  estandarizacion de la  técnica de

inmunohistoquimica (IHQ) para detectar CpHV-1

Para lograr la identificacion del antigeno viral se empled la técnica de IHQ
estreptoavidina-biotina-peroxidasa.
Anticuerpo primario
Se utilizaron dos anticuerpos:
e Anticuerpo policlonal: elaborado en el Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la FMVZ, UNAM.
e Anticuerpo monoclonal: donado por el doctor Etienne Thiry del

Departamento de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del
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Laboratorio de Virologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria, Universidad de Lieja, en Bélgica.'®

Testigos

e Testigo positivo: Se realizé la inoculacién del virus de CpHV-1*, en un
hamster sirio dorado, éste fue sacrificado a los 4 dias por medio de
dislocacién cervical®, se seleccionaron secciones de higado y pulmén.
Este testigo fue inoculado en el bioterio del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ, UNAM.

Testigo negativo: Se utilizaron 2 testigos negativos, el primero correspondio a
una seccion de higado de un hamster clinicamente sano, donado por el laboratorio
de Bacteriologia de la USEDICO, el segundo testigo correspondio a la seccion de
higado de un bovino, tomado del acervo perteneciente a la USEDICO.

En ambos casos, las muestras de tejido fueron fijados en formalina amortiguada al
4% e incluidas en parafina. Se realizaron cortes de 3 um de grosor y fueron

colocados en laminillas electrocargadas?,’.

Criterios de inclusion

Para el estudio inmunohistoquimico, se revisaron los archivos de diagnostico de la
USEDICO, de los afios 2010 y 2011, con casos de cabras con lesiones sugerentes
de infeccién por CpHV-1.

Se obtuvieron los bloques de parafina que contenian secciones de higado,

pulmén, bazo e intestino, previamente procesados por el método habitual de

! Obtenido en el departamento de microbiologia de la FMVZ de la UNAM
2 *VWR Micro slides superfrost plus Cat. No. 48311-703
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inclusién en parafina.®® Se realizaron cortes de 3 pm de grosor y estos fueron

colocados en laminillas electrocargadas.’

Método de estreptoavidina-biotina-peroxidasa

Para este procedimiento se emplearon laminillas con un testigo positivo, un testigo
negativo y 6 casos problemas colocados en laminillas electrocargada, todos
procesados simultaneamente.

Preparacién de los tejidos:

Las secciones fueron desparafinadas en una estufa a 60°C por 1 h.
Posteriormente, los tejidos se sumergieron inmediatamente en xilol, realizando 2
lavados de 5 min cada uno. Para la rehidratacion de los tejidos, las laminillas se
sumergieron en alcohol etilico a diferentes concentraciones: 100%, 96%, 80%,
70% y 50%, realizando un lavado de 3 minutos cada uno por cada concentracion
de alcohol y finalmente se sumergieron en agua destilada por 3 minutos a
temperatura ambiente.

Recuperacién antigénica

La recuperacién antigénica se realizd6 por medio de la olla de recuperacion
antigénica, a una temperatura de 120°C por 10 min, utilizando un amortiguador de
citrato de sodio concentrado a 20X con un pH 6.0%* (10mL de amortiguador +

190 mL agua destilada).

3 **20X immuno/DNA Retriever with citrate, Bio SB Inc. Santa Barbara, CA, USA LOT 120109
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Inhibicion de la peroxidasa enddgena

Para inhibir la actividad de la peroxidasa endégena se utilizd6 un bloqueador de
peroxidasa comercial*, aplicando 4 gotas sobre el tejido, se dej6 actuar por 5
min en una cadmara himeda a temperatura ambiente.®

Aplicacién de anticuerpo primario

Se procedié a la aplicacién del anticuerpo primario, empleando un diluyente de
anticuerpos™*£. El primer anticuerpo trabajado fue el anticuerpo policlonal de suero
de conejo, a una dilucion 1:10, de éste se aplicaron 100 pL en cada laminilla, y se
dejo incubar 60 min en una camara humeda a temperatura ambiente.

Aplicacion de anticuerpo secundario

Se utilizé6 un anticuerpo secundario comercial®

marcado con biotina, aplicando 4
gotas sobre el tejido, e incubando 15 min en la cama humeda, a temperatura
ambiente. Para eliminar el exceso de anticuerpo se realizaron lavados con agua
destilada con ayuda de una piseta.

Aplicacion de estreptoavidina

Se aplicaron 4 gotas de un inmunodetector de ratén/conejo’¢, dejandolo incubar 15
min en la camara humeda, a una temperatura ambiente. Para eliminar el exceso
de éste, se realizaron lavados con agua destilada

Aplicacién del cromégeno

Para la preparacion del cromogeno, se agregaron 2 gotas de cromogeno

Diaminobenzidina (DAB)®® en 1 mL de diluente inmunodetector ratén/conejo®™ en

4 £ Mouse/rabbit Immunodetector peroxidasa block, Bio SB Inc. Santa Barbara, CA, USA LOT 080906

s ££ Antibody diluent, Spring Bioscience. Pleasanton, CA 94566 LOT 101229

6 ¥ Mouse/rabbit Immunodetector biotin link, Bio SB Inc. Santa Barbara, CA, USA LOT 081806

7 € Mouse/rabbit Inmunodetector HRP label, Bio SB Inc. Santa Barbara, CA, USA LOT 081706
9 |mmunodetector DAB Chromogen Bio SB Inc. Santa Barbara CA, USA LOT 063006
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un vial; a cada tejido se le aplicaron 100 pL, reposando 5 min como tiempo de
revelado. Enseguida se realizé un lavado suave con agua destilada sobre cada
laminilla para detener la reaccion del revelado. Los tejidos se contrastaron con
hematoxilina de Mayen, sumergiéndolas en la tinciébn por 2 min, y después se les
dio un lavado con agua corriente, hasta que esta salié clara. Posteriormente, las
laminillas se sumergieron en agua destilada, por 3 min. La deshidratacién de los
tejidos se hizo realizando lavados de 3 min cada uno en alcoholes de diferentes
concentraciones: 50%, 70%, 80%, 96% y 100%, y se secaron a temperatura
ambiente. Finalmente a las laminillas se les colocd un cubre objetos sellandolas
con resina sintética

Las secciones fueron evaluadas con microscopia, una reaccion positiva se
determiné al observar un color ocre en el citoplasma y/o nucleo de las células, lo
gue significo la presencia de particulas virales de herpes.

Una vez que se obtuvieron los resultados positivos con el anticuerpo policlonal, se
procedio a realizar la misma prueba, sustituyendo el anticuerpo primario por el
anticuerpo monoclonal, a una dilucion de 1:100, para comprobar el resultado.

Una reaccion positiva empleando el anticuerpo monoclonal se determiné al
observar un color ocre en el citoplasma y/o nucleo de las células de los tejidos, lo
gue significo la presencia de CpHV-1.

La intensidad de la inmunotincion fue graduada semicuantitativamente con una
escala de 0 a 3: Grado 0, sin tincion; Grado 1 tincion débil (color ocre claro); Grado
2 tincibn moderada (color ocre); y Grado 3 tincion intensa (ocre obscuro). (Figuras

3-5)

° " Mouse/rabbit Inmunodetector DAB buffer, Bio SB Inc. Santa Barbara CA, USA LOT 072806
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Resultados

1. Produccién de anticuerpos contra CpHV-1
Del conejo Nueva Zelanda previamente utilizado se obtuvieron 20 ml de suero, el
cual fue utilizado como anticuerpo policlonal. Para verificar que el suero contara
con anticuerpos dirigidos a CpHV-1, se realizé6 la prueba de precipitacion
inmunodifusion gel agar, resultando positivo a la dicha prueba, ya que formd lineas
de precipitacion.

2. Implementacién y Estandarizacion de la prueba de IHQ con en cultivo

celular

Para dicha técnica de decidio emplear la acetona por 10 minutos para que el
cultivo celular quedara fijado a la superficie de los pozos. Este método de fijacion
no fue de gran ayuda ya que con los lavados las células fueron desprendiéndose
de la superficie. Se decidié aumentar el tiempo de fijacion a 15 minutos, pero la
acetona provoco que la superficie del pozo adquiriera una coloracién blanquecina,
la cual interferia al momento de observar la placa. Debido a esto se decidio
estandarizar la técnica sobre las laminillas con tejidos de cabras con lesiones
sugerentes a CpHV-1.
Al estandarizar la técnica en las laminillas, se utilizé el anticuerpo monoclonal a
1:100 y 2 laminillas, una con el testigo positivo y una con el testigo negativo, y se
siguié el protocolo recomendado por el kit de inmunohistoquimica®, dando como
resultado positividad en el testigo positivo.
Al estandarizar la técnica con el anticuerpo policlonal, se hicieron varios intentos,
utilizando diluciones 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10, fue hasta la dilucion 1:10 que se

mostro positividad en el testigo positivo.



30

3. Identificacion del CpHV-1 en muestras de tejido de cabra con lesiones
sugerentes por medio de la técnica de IHQ

Seleccion de casos
Como producto del estudio retrospectivo que se realizo al acervo de la USEDICO
de los afios 2010 y 2011, se seleccionaron 45 casos, de los cuales 38
correspondieron a cabras menores a 15 dias y 6 cabras adultas de entre 1 a 5
afnos. De los archivos de la USEDICO se obtuvieron los bloques de parafina y las
laminillas de cortes tefiidas con hematoxilina eosina. Los datos de los casos
seleccionados se muestran en el cuadro 1y 2.
Resultados histopatolégicos
De los 38 casos de cabras menores a 15 dias, se evaluaron los cortes histologicos
tefiidos con hematoxilina y eosina, de los cuales se encontraron 18 casos con
lesiones sugerentes a CpHV-1. Las lesiones que se presentaron con mayor
frecuencia en el higado fueron: degeneracion vacuolar, eritropoyesis extramedular,
hepatitis neutrofilica, y en algunos casos hepatitis necroética; en 6 de estos casos
se encontraron cuerpos de inclusion intranucleares intralesionales, sugerentes a
CpHV-1. (Figura 1) A nivel intestinal se encontraron las siguientes lesiones:
enteritis linfocitica con descamacién epitelial y congestion, infiltracion perivascular
ligera, acortamiento de las vellosidades, y en algunos casos enteritis necrotica.
Con respecto a los 6 adultos con lesiones sugerentes a CpHV, las mas frecuentes
fueron: hepatitis linfocitica y neutrofilica periportal y degeneracion vacuolar.
En caso de las hembras adultas las lesiones genitales iban de vaginitis linfocitica a
vulvovaginitis con erosion de la mucosa; mientras que en los machos adultos se

encontré balanopostitis ulcerativa y pustular. Solo en 2 casos de animales adultos
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se encontraron cuerpos de inclusion intranucleares eosinofilicos intralesionales,

sugerentes a CpHV-1. (Figura 2)

Inmunohistoquimica

Del total de los 45 casos con lesiones sugerentes a CpHV-1 que fueron
procesados con estreptoavidina-biotina-peroxidasa y anticuerpo policlonal, se
observé positividad en 28:de éstos 24 correspondieron a cabritos menores a 15
dias (53.3%) y 4 casos (8.9%) a animales adultos. En algunos casos se detectd
reaccion inespecifica, que sugiere que se debe realizar la purificacion del
anticuerpo

Mediante el protocolo utilizado en IHQ fue factible la deteccion de antigenos de
CpHV-1 en el citoplasma de los hepatocitos y en macrofagos localizados en
pulmén y vena central del higado.

Con el anticuerpo monoclonal en los 45 casos para comprobar la eficiencia del
anticuerpo policlonal, se encontré6 que 25 casos de cabritos menores a 15 dias
(55.5%) mostraron positividad, al igual que 4 de los casos adultos (8.9%).

Con los datos obtenidos con el anticuerpo monoclonal se decidié segmentar por
grupos dependiendo de su grado de positividad, quedando 27 casos con
positividad ligera (color ocre claro), 6 con positividad moderada (color ocre), y 3

con positividad intensa (ocre obscuro) (Figuras 3-5)%
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Discusion
El presente trabajo estableci6 como objetivo implementar la técnica de
inmunohistoquimica empleando anticuerpos monoclonales y policlonales para
identificar la presencia de CpHV-1 en 6rganos de cabras con lesiones sugerentes
a las producidas por el virus.
Algunos autores mencionan que la prueba de IHQ juega un papel importante en el
diagnéstico histol6gico de diversas enfermedades.® El desarrollo de anticuerpos
para epitopes resistentes a la fijacion de tejidos y la disponibilidad de un sistema
de deteccion altamente sensible hacen de la inmunohistoquimica una herramienta
practica para la patologia.*>®
Muchos estudios han confirmado a la IHQ en tejidos fijados en formol y embebidos
en parafina como una herramienta diagnostica, eficaz para la identificacion del
agente etiolégico causante de enfermedades infecciosas.®®%%%° Los antigenos
pueden ser demostrados en 80% o mas de los especimenes utilizando tincién de
IHQ, pero teniendo en cuenta que los tejidos deben ser fijados en formol neutro o
“bufferado” idealmente en un tiempo no mayor a 48 horas, ya que las estructuras
tridimensionales de las proteinas tisulares se alteran en grado variable durante
este proceso.”**
Aunque algunos antigenos tisulares (epitopes) son resistentes a la fijacion con
formol e inclusién en parafina, otros epitopes pierden su reactividad antigénica
después de estos procesos de rutina®.
Esta situacion posiblemente explique los casos histologicamente sugerentes a

CpHV-1, pero que por IHQ resultaron negativos, dado que en ocasiones las
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muestras llegan a pasar mas de 48 horas fijadas en formol. Otro factor que llega a
alterar el resultado es el rebaje que sufren los tejidos mientras se encuentran
embebidos en parafina.

Es por esto que la mayoria de los autores coincide que un resultado positivo por
IHQ confirma el diagndstico, pero un resultado negativo en un tejido o tratado
individualmente no siempre es definitivo® 3 %,

Se realiz6 el estudio con un anticuerpo monoclonal dirigido contra CpHV-1 y
también con anticuerpo policlonal de suero de conejo para comparar los
resultados con ambos y comprobar la eficiencia de este ultimo, ya que en los
laboratorios donde se trabajé no se cuenta con la tecnologia suficiente para
obtener un anticuerpo monoclonal.

Si bien es cierto que los anticuerpos monoclonales son usualmente superiores a
los policlonales en cuanto a su especificidad, estos ultimos tendran algunas
ventajas como la presencia de la mezcla de anticuerpos contra varios epitopes del
virus. Esto incrementa la posibilidad de unién al antigeno, porque al menos
algunos epitopes resistiran el procesamiento del tejido; mas anticuerpos se
depositaran por molécula antigénica, incrementando la eficiencia de la deteccion.®
Una de las principales desventajas del anticuerpo policlonal es su elaboracién, ya
gue este puede contener otro tipo de anticuerpos en el suero ademas de aquellos
para lo que se inmunizo al animal. Esto puede explicar la tincion inespecifica que
se llego a encontrar en las muestras de pulmén, y que no fueron encontradas con
el anticuerpo monoclonal.

Como en todas las pruebas de laboratorio, el control de calidad debe de estar

presente para poder asegurar que el resultado este bien. Aqui usamos controles
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positivos y negativos, los cuales fueron sometidos al mismo proceso que nuestras
muestras problema.

En este trabajo hubo una buena correlacion (cuadro 3) entre los resultados
obtenidos con el policlonal y el monoclonal contra el antigeno de CpHV-1, lo que
confirma la especificidad del primero. Lo anterior sugiere que el anticuerpo
policlonal podria ser utilizado en pruebas de rutina para el diagndéstico de CpHV-1
y tendria la ventaja de ser una prueba mas econdmica y accesible que al usar
anticuerpos monoclonales.

La mayor ventaja del diagnostico por medio de IHQ es que los resultados pueden
ser vistos e interpretados con relacion a las caracteristicas histologicas de los
tejidos.

También nos permite el diagndstico retrospectivo de casos en que no haya
muestras de tejido mas fresco disponible. Ademas que nos permite la visualizacion
de la distribucion del agente, simultaneamente con las lesiones histologicas.

De acuerdo a los resultados obtenidos con el anticuerpo monoclonal se puede
afirmar la presencia del CpHV-1 en los animales cuyas muestras se emplearon en
este estudio. Ello se relaciona con las lesiones sugerentes observadas en los
cortes histologicos de higado, como degeneracidén vacuolar, hepatitis necrética y
en algunos casos presencia de cuerpos de inclusion intranucleares eosinofilicos.*
14, 15, 18, 22

De acuerdo a los resultados obtenidos en el cultivo celular de la muestra de
prepucio y posteriormente enfrentado al anticuerpo monoclonal sugiere que es el
mismo encontrado en los cortes histoldégicos evaluados por IHQ, confirmando la

presencia del Herpesvirus en el rebafio
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Conclusion

Se logré6 implementar la técnica de inmunohistoquimica para el anticuerpo
monoclonal y policlonal para el diagnostico de CpHV-1. La técnica de IHQ
empleada con el anticuerpo policlonal elaborado en la UNAM puede ser util como
una prueba de rutina; ya que demostré tener una alta correlacion con los
anticuerpos monoclonales y tiene la ventaja de ser mas econdmica que al usar los
monoclonales

Se confirma la presencia de CpHV-1 en los tejidos con lesiones compatibles

obtenidos de cabras en Tequisquiapan, México.
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Figura 1. Corte histologico de higado
con presencia de cuerpos de
inclusién intranucleares eosinofilicos
sugerentes a CpHV-1(flechas)

Figura 2. Corte histologico de prepucio,
con presencia de cuerpos de inclusion
intranucleares eosinofilicos sugerentes a
CpHV-1(flechas)

Figura 3. Corte histologico de
higado, con lesion de CpHV-1
que muestra inmunopositividad
ligera en los hepatocitos (color
ocre sobre el citoplasma de la
célula) Técnica de
inmunohistoquimica (ABP)
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Figura 4. Corte de higado con
lesion de CpHV-1 que muestra
una inmunopositividad moderada
en los hepatocitos. (Color ocre
sobre el citoplasma de la célula)
Técnica de inmunohistoquimica
(ABP)

Figura 5. Corte histologico de higado,
con lesion de CpHV-1 que muestra
una inmunopositividad intensa en los
hepatocitos. (color ocre sobre el
citoplasma de la célula) Técnica de
inmunohistoquimica (ABP)



CabrasdeOa
15 dias
SDC10/037
SDC10/042
SDC10/043
SDC10/070
SDC10/076
SDC10/104
SDC10/271
SDC10/273
SDC10/368
SDC10/380
SDC10/382
SDC10/456
SDC10/457
SDC10/458
SDC10/461
SDC10/471
SDC11/024
SDC11/033
SDC11/059
SDC11/066
SDC11/079
SDC11/082
SDC11/083
SDC11/084
SDC11/093
SDC11/111
SDC11/112
SDC11/113
SDC11/142
SDC11/149
SDC11/157
SDC11/159
SDC11/160
SDC11/240
sdcl11/422
SDC11/441
SDC11/447
SDC11/451
SCD11/500

Edad DIAS
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Sexo

Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
HYM
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Macho
HYM
HYM
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho

Casos para herpes caprino

Cuerpos de
inclusién
No
No
No
Si
Si
No
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si

No
No
No
No

CAUSAS DE MUERTE

Colibacilosis
broncoaspiracién, problema congénito
Bronconeumonia
insuficiencia cardiorespiratoria, herpes
sufrimiento fetal, herpes
indigestién simple
inmadurez fetal, herpes
broncoaspiracidn, herpes
broncoaspiracién y herpes
no se identifico la causa
Traumatismo
Colibacilosis
Colibacilosis
Colibacilosis
animalia congénita
Colibacilosis
Herpes
Broncoaspiracion
Colibacilosis
Traumatismo
aborto por estrés, causado por problemas nutricionales
aborto por estrés, causado por problemas nutricionales
conducto arterioso persistente
Colibacilosis
Broncoaspiracion
insuficiencia cardiaca
conducto arterioso persistente
conducto arterioso persistente
broncoaspiracion y enteritis
bronconeumonia y enteritis
insuficiencia cardiorespiratoria
ruptura hepatica por traumatismo
Colibacilosis
Colibacilosis
inmadurez fetal
sufrimiento fetal causado por parto distdcico
ruptura hepatica por traumatismo
Colibacilosis

eutanasia, artritis

Cuadro 1. Edad, género y causa de muerte de los 38 casos de cabritos menores a 15
dias, enfrentados a la prueba de inmunohistoquimica USEDICO, CEIEPAA



ADULTOS

SDC10/112
SDC10/460
SDC10/473
SDC10/480
SDC11/067
SDC/009

ANOS

3
1.5
4
5
SD

SEXO

Macho
Hembra
Hembra
Hembra

Macho

Macho

Cuerpos de
inclusion
Si
No
No
No
Si
No
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causa de muerte

Timpanismo alimenticio, herpes
parasitosis cronica y deshidratacién
metritis séptica por e. coli
parasitosis cronica y deshidratacién
choque endotdéxico por ruptura intestinal
sin dato

Cuadro 2. Edad, género y causa de muerte de los 6 casos de cabras adultas,
enfrentados a la prueba de inmunohistoquimica. USEDICO, CEIEPAA

ADULTOS

SDC10/112
SDC10/460
SDC10/473
SDC10/480
SDC11/067
SDC12/009

EDAD EN GENERO POLICLONAL MONOCLONAL
ANOS

Macho - -
3 Hembra + +
1.5 Hembra - -
4 Hembra + +
5 Macho - +
SD Macho + +

Cuadro 3.- Resultados obtenidos con IHQ al desafiarlos con anticuerpo primario
policlonal y anticuerpo monoclonal (cabras adultas)
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Casos para herpes caprino

Cabrasde 0a 15dias Edad DIAS Sexo POLICLONAL MONOCLONAL
SDC10/037 0 Macho + +
SDC10/042 0 Macho + +
SDC10/043 2 Macho ++ ++
SDC10/070 4 Hembra + +
SDC10/076 0 Hembra + +
SDC10/104 7 Hembra + +
SDC10/271 3 Hembra + +
SDC10/273 4 Hembra + -
SDC10/368 0 Macho + +
SDC10/380 0 HYM - -
SDC10/382 0 Hembra + +
SDC10/456 15 Hembra - -
SDC10/457 9 Macho - -
SDC10/458 15 Hembra - -
SDC10/461 7 Hembra + +++
SDC10/471 15 Hembra + +
SDC11/024 0 Macho - -
SDC11/033 0 Macho - -
SDC11/059 4 Macho + +
SDC11/066 0 Hembra - -
SDC11/079 0 Macho + ++
SDC11/082 0 Hembra + +
SDC11/083 2 Macho +
SDC11/084 1 HYM - -
SDC11/093 1 HYM
SDC11/111 0 Hembra
SDC11/112 0 Hembra - -
SDC11/113 0 Macho - +
SDC11/142 8 Macho - -
SDC11/149 5 Hembra - -
SDC11/157 6 Macho ++ +
SDC11/159 0 Macho + =
SDC11/160 3 Hembra + +
SDC11/240 15 Hembra + =
sdc11/422 0 Hembra + +
SDC11/441 0 Macho + +
SDC11/447 0 Macho - +
SDC11/451 2 Macho - -
SCD11/500 12 Macho + +

Cuadro 4.- Resultados obtenidos de IHQ al desafiarlos con anticuerpos policlonal
y monoclonal (cabras menores a 15 dias)
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GUIA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA DIAGNOSTICO DE
HERPES CAPRINO TIPO 1 (CPHV-1)

wn

o a

8.

9.

Desparafinado de laminillas en el horno a 60° de temperatura por 2
horas

Desparafinado de laminillas en Xilol 2 veces por 5 minutos cada vez
Deshidratado de laminillas de alcohol a agua (3 minutos por cada
dilucion)

Olla de recuperacion antigénica a 120° por 10minutos, en una solucion
de citrato (198mL de agua + 2mL de citrato)

Realizar un lavado con agua destilada y montar en camara humeda
Colocar sobre la laminilla 3 gotas del bloqueador de peroxidasa
(immunoDetercto Peroxidase blocker) por 5 minutos, posteriormente
labar con agua destilada.

. Cubrir el tejido con el anticuerpo primario (1:10 en caso de anticuerpo

policlonal, 1:100 en caso de anticuerpo monoclonal), dejandolo incubar
por 1 hora en la camara humeda, posteriormente lavar con agua
destilada.

Cubrir el tejido con el marcador de biotina (ImmunoDetector Biotin Link)
por 15 minutos, posteriormente lavar con agua destilada.

Cubrir el tejido con la peroxidasa (InmunoDetector HRP Label) por 15
minutos, posteriormente lavar con agua destilada

10.Preparar el cromégeno DAB (ImmunoDetector DAB Chromogen) dos

gotas por cada mililitro de buffer (ImmunoDetector DAB Buffer) incubar
por 5minutos y enjuagar con abundante agua

11.Contratefiir con hematoxilina por 2 minutos, y enjuagar con abundante

agua

12.Deshidratado de la laminilla
13.Montaje
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