Universidad Nacional Autbnoma de México.

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

“Empleo de un Herpesvirus aislado de delfin,
como antigeno en una prueba de ELISA
indirecta para diagnostico del Herpesvirus
canino”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

Meédico Veterinario Zootecnista.

PRESENTA:

Alan Eduardo Mata Novellan.

ASESOR:

Dr. Guillermo Valdivia Anda.

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO, 2018.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL

DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES
S FACULTAD B £57mp5
VAIVERADAD NAQ}ONAL SUPERIUIAS S04 g TILix

AVPREMA DE ]  EEED

MEXICO ’:f‘ B

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN

PRESENTE \ W

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORPLS RFlGUEROA

Jefa del Depanamenm Profesionales
MFNES PRORENGMEES Cuautitlin.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccién de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis

APROBATORIO

“Empleo de un Herpesvirus aislado de deifin, como antigeno en una prueba de ELISA indirecta para
diagnéstico del Herpesvirus canino”

Que presenta el pasante. ALAN EDUARDO MATA NOVELLAN
Con numero de cuenta: 41103142-4 para obtener el Titulo de |a carrera: Medicina Veterinaria y Zootecnia

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitian Izcalli, Méx. a 21 de Septiembre de 2018.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Dr. Juan Antonio Montaraz Crespo %
VOCAL Dr. Guillermo Valdivia Anda M
vV J \/
SECRETARIO Dr. Enrique Salas Téllez A
ler. SUPLENTE Dr. Marco Antonio Mufioz Guzman

2do. SUPLENTE M.V.Z, Alma Noemi Montes de Oca Chavez / %

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

LMCF/ntm*



ESTE TRABAJO FUE REALIZADO CON EL APOYO DE LOS PROYECTOS:
Programas de Apoyo de Investigacion e Innovaciéon Tecnoldgica (PAPIIT)

IT 201218 “Desarrollo de un modelo en cultivos celulares para estudiar la latencia
de Herpesvirus canino”. En su primera etapa

IT-202114 “Evaluacion de la enfermedad de Herpesvirus canino en México y
Desarrollo de posibles medidas para su control y prevencién. En su tercera etapa

Becario de la Direccion General de Asuntos del Personal Académico
(DGAPA) dentro del Programa de Apoyo de Investigacion e Innovacion
Tecnoldégica (PAPIIT)

El trabajo fue realizado con el equipo e instalacién del:

Laboratorio de Patogenicidad Microbiana (L-3) de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la FESC, Campo 4

Laboratorio de Patogenicidad Microbiana (L-2) de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) de la FESC, Campo 4

Se agradece al

M en C César Cuenca Verde por el apoyo técnico prestado parala adecuada
realizacion del trabajo

Laboratorio de Diagndstico Integral Veterinario (DIVET®) por proporcionar
parte de las muestras empleadas en este trabajo



DEDICATORIA.

Con dedicacién y agradecimiento a mi mama Angélica por llevarme de la mano hasta donde pudo
y brindarme las armas para desenvolverme en el camino. Por inculcarme el carifio y la convivencia
con perros, gatos, aves y demas mascotas que me permitieron tener un respeto por la vida. Por
tenerme paciencia y seguir apoyandome. Te quiero mucho.

Para mi abuela Francisca y mi abuelo Nicolds, que representan la calidez, el afecto y el trabajo
entre muchas cosas mas. Ellos que también tuvieron que aguantarme y me consentian.

A Nico, a Ernesto, a Ivdn y a Mane, porque les aprendi todo lo que tuve al alcance, por ser como
mis hermanos y brindarme lecciones que tendré presentes en todo momento.

A toda mi familia, que aunque no es extensa, se le quiere de corazon.

A mi Adriana hermosa que la admiro tanto, sin duda ha sido parte de mi inspiracién y motivacion
en este tiempo que hemos podido convivir, mi compafiera de aventuras soy tu fan N2 1.

A mi escuela y profesores durante estos afos, a los buenos y no tan buenos, de todo se aprende.

A la Sra. Angela, Adrian, Srita. Cortés, Luly, Jessy y los demdas compafieros de trabajo que no me
acuerdo de tantos que han pasado por ahi, que me han tenido que soportar asi como yo a ustedes
(risas).

A todos aquellos animales (comestibles y no comestibles) que involucré en estos procesos de
aprendizaje.

A Palomo, Canela, Grefias, Heidi, Bruno, Merlina, Negra, gatos y mas gatos, tortugas, peces...
A esas personas que han estado presentes en mi vida.

De todos he obtenido algo para ser la persona que soy. Muchas gracias y a seguir aprendiendo.



INDICE

1.-Resumen
2.-Introduccion

3.-Marco teodrico

e Generalidades del Herpesvirus
o Ciclo replicativo del Herpesvirus
o Familias del Herpesvirus

e Herpesvirus de delfin (HVD)

e Herpesvirus canino 1 (HVC-1)
o Transmision

o Lesiones

o Signos

o Diagnéstico

o Prevencién y tratamiento

e Técnicas de ELISA

4.- Antecedentes

5.- Justificacion

6.- Hipdtesis

7.- Objetivos

8.- Metodologia

9.- Resultados

10.- Discusion

11.- Conclusiones

12.- Anexos y materiales
13.- Bibliografia

10

11

11

12

13

14

14

15

16

19
22
23
23
24
29
37
41
42
44



1.-RESUMEN.

El Herpesvirus canino tipo 1, un alphaherpesvirus, se ha asociado con una mortalidad de hasta el
100% en las camadas de perros, provocando abortos y muerte neonatal, lesiones genitales en
perros adultos, ademds de estar involucrado en la traqueobronquitis infecciosa canina. Se ha
encontrado una prevalencia que va desde el 6% hasta el 100% en distintos paises; en México se ha

demostrado una prevalencia del 87% en una poblacién de 100 perros.

En el presente trabajo se utilizd la cepa 001 del Herpesvirus de delfin (HVD) aislado en México y
cultivado en células de la linea MDBK (Ortufio, 2014), como antigeno para la sensibilizacidon en una
prueba de ELISA indirecta en fase liquida para detectar anticuerpos contra Herpesvirus canino tipo
1 en perros; la decisién de usar al HVD se fundamenta en base a estudios previos que demostraron
un cruce antigénico entre el Herpesvirus de delfin y el conjugado inmunofluorescente para
Herpesvirus canino tipo 1 (HVC-1). Se estandarizaron todos los pasos: la concentracion de proteina
del antigeno HVD la cual fue de 2.39 mg/ml, y la de un cultivo de células de la linea MDBK utilizado
como antigeno de control para la sensibilizacién, la cual fue de 2.46 mg/ml; el bloqueo de la placa
se dio con albimina sérica de bovino (BSA) al 3%; la dilucion del suero fue de 1:30; vy la dilucién del
conjugado 1:10000. La prueba desarrollada fue confrontada con muestras de suero previamente
identificadas como positivas y negativas a anticuerpos contra HVC-1. Se logré obtener una
sensibilidad del 52.9 % y una especificidad del 89 %, comparandola con la prueba de ELISA
comercial EVL (The Netherlands), para deteccion de anticuerpos contra Herpesvirus Canino tipo 1,
asi como un indice kappa de concordancia de 0.23554. Los resultados permiten establecer que la
prueba no discrimind una reaccién ante la sensibilizacién con la cepa 001 del HVD y el cultivo

MDBK como control.



2.-INTRODUCCION.

El Herpesvirus canino 1 (HVC-1), perteneciente a la familia de los Alfaherpesvirus, es un virus que
se replica y se disemina rapidamente, destruyendo las células del hospedador, estableciéndose
frecuentemente como una infeccion latente en los ganglios sensitivos (Quinn et al., 2011; Donald,
Zachary 2007). Fue reconocido en la mitad de los afos 60, asocidandose con la muerte y retraso en
el desarrollo de los cachorros de los perros domésticos (Barr, 2014), y se han identificado un solo
serotipo (McVey et al., 2013). La infeccidn no tratada en neonatos, puede causar mortalidad hasta

del 100% en la camada (Quinn et al., 2011).

Este virus se replica con mayor eficacia por debajo de la temperatura normal de un perro adulto
(Quinn et al., 2011). Los animales que se recuperan de la enfermedad permanecen con una
infeccion latente de por vida, con reactivaciones periddicas asociadas a cuadros de estrés o
inmunosupresion, tal como el hacinamiento o la prefiez (Barr, 2014), e incluso puede inducirse un
recrudecimiento viral por el uso de corticoides (Jubb et al., 2013).El predecir un comportamiento
clinico es dificil y complejo (Ronsse et al. 2005), siendo un problema de mayor importancia en los

criaderos (Nothling et al., 2008).

El diagnéstico de la infeccidn por HVC -1 en neonatos es complicado, la necropsia de los cachorros
usualmente es requerida (Barr, 2014). El diagndstico de la infeccidon subclinica es seroldgico,
mediante ensayos de suero neutralizacién o ELISA, los cuales han mostrado alta sensibilidad a la
deteccion de anticuerpos para HVC-1 (Cote et al., 2010). La especificidad de la prueba de ELISA es
subestimada; la seroneutralizacion detecta sélo anticuerpos neutralizantes mientras que una
prueba de ELISA es capaz de detectar anticuerpos especificos no neutralizantes (Cote et al., 2010).
Como método de diagndstico, ELISA tiene ventajas importantes sobre otras pruebas seroldgicas,
como el proveer resultados facilmente cuantificables, ser facil de realizar y de estandarizar (Daltro
et al., 2011), no depender del manejo de un cultivo celular y ser menos afectado por la
contaminacion bacteriana de las muestras (Yesilbag et al., 2012). Es considerado uno de los
métodos seroldgicos de eleccidn para diagndstico del HVC-1 y es ampliamente usado en otros
paises (Pratelli et al., 2014).El diagndstico definitivo es a través del aislamiento viral, por
inmunofluorescencia o la deteccidn del ADN gendmico por PCR de los tejidos afectados (Jubb et

al., 1991).



El HVC-1 estd presente en muchos paises y la prevalencia de anticuerpos contra este virus varia
desde un 6% hasta un 90% (Nothling et al., 2008). Recientemente se han realizado estudios
respecto al HVC-1 que demuestran su presencia en Meéxico, llegando a encontrar una
seropositividad del 87% en una poblacién de perros, por medio una prueba comercial de ELISA
sélo disponible en Europa, implicando altos costos de tiempo y dinero para su importacién legal al

Pais (Valdivia, 2015).

La transmisién del HVC-1 entre perros infectados y susceptibles generalmente ocurre por la ruta
oro-nasal y esta favorecido por el hacinamiento de colonias de animales (Ronsse y col. 2002).
Animales mantenidos individualmente que limiten el contacto cercano es poco usual en los

criaderos (YeSilbag y col. 2012).

3.-MARCO TEORICO.

Generalidades del Herpesvirus.

Los Herpesvirus han sido encontrados en diversas especies de animales domésticos (Wilkes et al.,
2013). El nombre Herpesvirus (del griego herpein, arrastrarse) se refiere a la apariencia y extension
local de las lesiones de la infecciéon en humanos (Quinn et al., 2011). Dentro de este grupo de virus
hay una gran variacion en las propiedades bioldgicas incluyendo el potencial patégeno y
oncogénico. Los Herpesvirus son morfolégicamente similares, con una doble cadena de DNA y una
capside icosahédrica con 162 capsémeros, rodeada de una zona granular compuesta de proteinas
globulares (tegumento) y por una envoltura lipidica que presenta espiculas, muchas de las cuales
son las responsables de inducir la respuesta inmune en el hospedador (Wilkes et al., 2013). Por la
pleomorficidad de esta envoltura, el didmetro de la particula viral oscila entre 150 y 200 nm
(Galosi, 2007). Su genoma es grande (125-290 kilobases) y codifica diferentes proteinas con varias
funciones incluyendo la replicacidn del virus, proteinas estructurales y una variedad de proteinas
gue regulan el crecimiento celular y modulan la respuesta antiviral del hospedador (Wilkes et al.,
2013). Los viriones del Herpesvirus son fragiles y sensibles a los detergentes y solventes lipidicos, e
inestables en el ambiente (Quinn et al., 2011). La presencia de la envoltura, constituida por
lipoproteinas y glicoproteinas, hace que sea sensible a la accion de agentes fisicos (calor) y

guimicos como el éter, el cloroformo y los desinfectantes comunes (Pierson et al., 1998).
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Figura 1. Estructura del Herpesvirus
(http://www.losmicrobios.com.ar/microbios/?page id=1349).

Ciclo replicativo del Herpesvirus.

Los Herpesvirus entran en las células, fusionandose con la membrana plasmatica. Su replicacién y
su encapsidacion ocurren dentro de la célula, obteniendo su envoltura por gemacioén, a través de
la capa interior de la envoltura nuclear. Los cuerpos de inclusidon intranucleares son una
caracteristica de la infeccion (Quinn et al., 2011; Wilkes, 2013; Retamal et al.; 2014). Sin embargo,
estd poco claro si esta envoltura es retenida o si la fusién con el exterior de la membrana nuclear
causa una pérdida de ésta, con una subsecuente re envoltura que ocurre en el compartimiento de
Golgi o posterior a éste (Quinn et al., 2011). La envoltura induce la produccidon de anticuerpos

neutralizantes (Ortufio, 2014).

En la actualidad se han postulado varios modelos para la salida del Herpesvirus desde el interior de
células infectadas. Uno de ellos menciona que la capside, recubierta con algunas proteinas del
tegumento, saldria del nldcleo mediante un proceso de envoltura y desenvoltura a través de las
membranas internas (MNI) y externas (MNE) del mismo (Retamal y col. 2014). Una vez en el
nucleo, los genes virales se expresan secuencialmente con la transcripcion de genes
inmediatamente tempranos (a), tempranos (B) y tardios (y). La produccién del virus a su vez
requiere la replicacion del material genético viral el cual se encapsida en el nucleo y se recubre
parcialmente por proteinas del tegumento que median su salida hacia el espacio perinuclear a

través de la MNI y la MNE. Luego se libera al citoplasma donde es re-invaginado en el aparato de


http://www.losmicrobios.com.ar/microbios/?page_id=1349

Golgi, adquiriendo sus glicoproteinas de la superficie. Finalmente, el virion abandona la célula por

exocitosis (Retamal et al., 2014).

Erocitons

Figura 2.Ciclo y estructura del Herpesvirus (Retamal et al., 2014).

La muerte de la célula infectada se da con la salida del virus de la misma. La extension de la
infeccidn ocurre a través de puntos en los que las células no estan en contacto con los anticuerpos
neutralizantes en la sangre o en el fluido intersticial. Es caracteristico que ocurra una infeccion
latente de por vida con el recrudecimiento posterior y excrecion intermitente o continua del virus

(Wilkes et al., 2013).

Los Herpesvirus no sobreviven fuera del hospedador. Su transmisién requiere contacto cercano,
aunque puede darse por esparcimiento de secreciones respiratorias en las instalaciones de
poblaciones confinadas. El virus puede sobrevivir mas tiempo en congelacion y en ambientes
himedos, pero los animales con infeccidn latente sirven como reservorio para la transmision

(Wilkes et al., 2013).

Familias de los Herpesvirus.

Los Herpesvirus han sido asignados en tres familias: Herpesviridae, con mdas de 100 virus, que
incluye a los herpes de las aves, de los mamiferos y de los reptiles; Alloherpesviridae, incluye a los
herpes de los peces y las ranas; y Malacoherpesviridae, que contiene un solo virus, aislado de las

ostras.

10



La familia Herpesviridae consiste en tres subfamilias:

A. Alfaherpesvirinae. Virus altamente citopaticos en cultivo celular, ciclo reproductivo corto
(24 horas generalmente), infecciones latentes frecuentes en los ganglios sensoriales.

B. Betaherpesvirinae. Virus con ciclo de replicacién largo, causan citomegalia celular
(citomegalovirus) y se establecen en varios tejidos, incluyendo glandulas secretoras y
tejido linforeticular.

C. Gammaherpesvirinae. Virus linfotrépicos (linfocitos T), se replican en células
linfoblastoides, crean infecciones liticas en células epiteliales y fibroblasticas, y la latencia

se establece frecuentemente en tejido linfoide (Quinn et al., 2011; Wilkes et al., 2013).

Todos los miembros Herpesvirus comparten caracteristicas antigénicas, aunque no de
especificidad de hospedador (Ortufio, 2014; Craig, 2012).

Herpesvirus de delfin (HVD).

Los Herpesvirus estdn ampliamente diseminados en la naturaleza. Se han encontrado cetdceos
infectados con el virus a través de distintas técnicas, presentando lesiones que varian de
localizacién y severidad. Se han observado particulas virales por medio de microscopia electrénica
obtenidas de lesiones en piel de belugas (Delphinapterus leucas), en delfines nariz de botella
(Tursiops truncatus) y en delfines oscuros (Lagenorhynchus obscurus), también se ha asociado a
encefalitis purulenta en marsopas (Phocoena phocoena). Por medio de PCR se ha concluido que
las lesiones genitales y orales de estas especies contienen DNA de Herpesvirus clasificado como un
alphaherpesvirus, aunque también pertenecientes a la subfamilia gammaherpesvirinae. La
transmisién del virus en estas especies estd asociada al contacto sexual, aunque puede darse por
el contacto directo y en el canal de parto. Se han observado lesiones necrotizantes y cuerpos de
inclusién intranucleares eosinofilicos en multiples drganos de delfines nariz de botella (Van Elk,

2009; Valdivia et al, 2015).

Herpesvirus canino 1 (HVC-1).

El Herpesvirus canino 1 (HVC-1) fue diagnosticado por Carmichael y sus colaboradores en 1946
(Varela, 2017). Es un alfaherpesvirus cuyo rango de hospedadores esta restringido a perros
domeésticos y salvajes, teniendo una distribucién mundial, y alta seroprevalencia en los primeros.

Causa una infeccidn sistémica fatal en los cachorros y una leve infeccidn en los perros adultos, los
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cuales pueden aparentar ser saludables pero frecuentemente presentan infertilidad e incluso
lesiones genitales (tanto en machos como en hembras). Ha sido aislado de perros a partir de
enfermedades respiratorias y esta involucrado en el sindrome de la Traqueobronquitis infecciosa
canina. También se ha asociado con brotes de infecciones oculares altamente contagiosas en

perros adultos (Wilkes et al., 2014).

No hay neutralizacién cruzada entre el HVC-1 y los virus del Herpes simplex (HVS), virus de la
Pseudorabia (PRV) o con el virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), sin embargo,
aparentemente tiene relacidn antigénica con los virus Herpes simplex. Solo un serotipo del HVC-1

es reconocido, aunque se han detectado diferencias genotipicas entre virus (Wilkes et al., 2014).

Transmision.

Los perros pueden ser infectados mediante secreciones nasales, oculares o por diseminacion

venérea (Wilkes et al., 2014).

Venéreo, Ingestion, inhalacion En (tero
respiratorio (canal de parto, contacto, fomites)
»2 semanas <1 semana

Viremia
Replicacion en células epiteliales, asociada a
invasion en mucosas leucocitos

(temperatura corporal,

inmunocompetencia, anticuerpos Hiperplasia

maternos) linfoide

Infeccion localizada
y replicacion

Infeccion
generalizada

Persistencia en tracto
respiratorio y genital

Estrés Vasculitis necrotizante difusa,
Inmunosupresion necrosis hemorragica
Prefiez multifocal (incluyendo SNC)
Latencia
Neonatal (enfermedad,
Recuperacién muerte)
(Secuelas SNC) Prenatal (aborto, fetos

muertos, infertilidad)

Figura 3. Patogénesis de la infeccién por HVC-1
(Craig, 2012).

Los Herpesvirus son altamente especificos de especie; el perro no se puede infectar naturalmente

con cepas de los humanos y el herpes del perro no puede infectar al humano. (Craig, 2012).
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Lesiones.

Los cachorros menores de 4 semanas de edad pueden tener una enfermedad generalizada debido
a la propagacion hematdgena del virus, produciendo vasculitis necrotizante principalmente en
rifiones, higado y pulmones. Puede haber congestion pulmonar y edema, esplenomegalia,
linfadenitis y meningoencefalitis no supurativa. Hay hemorragias petequiales y equimoticas
dispersas en el tejido subseroso, las cuales generalmente constituyen la caracteristica
macroscépica mas notoria de la enfermedad (Jubb et al., 1991). Existen cuerpos de inclusién
intranucleares basofilicos y algunos son levemente acidofilicos; pueden estar presentes en células
de las areas adyacentes a las lesiones necrdticas, especialmente en el higado (Jubb et al., 1991;
Wilkes et al., 2014). Las lesiones vasculares varian desde la tumefaccion endotelial a la infiltracion
mononuclear (Jubb et al.,, 1991). Se han descubierto lesiones menos severas en el estdmago,
pancreas, glandulas adrenales, omento, retina y miocardio. Los linfonodos y el bazo han mostrado
hiperplasia reactiva de los elementos fagociticos mononucleares. Han sido descritas lesiones
necréticas multifocales en la placenta y en los cachorros que adquieren la infeccién in Utero (Craig,

2012).

Figura 4. A) Lesiones por HVC en un cachorro que murié 11 dias después del nacimiento ; B)
vaginitis por HVC; C) Rifidn de cachorro inoculado con HVC; C) cachorros obtenidos por

13
cesarea 31 dias después de la infeccidn IV experimental con HVC-1 (Craig, 2012).



Signos.

Los cachorros afectados dejan de alimentarse, muestran signos de dolor abdominal y mueren a los
pocos dias (Jubb et al. 1991; Quinn et al. 2011). Los cachorros que reciben anticuerpos del calostro

pueden estar infectados sin desarrollar signos clinicos (Quinn et al. 2011; Wilkes et al. 2014).

La infeccidon primaria en perros adultos por HVC-1 es frecuentemente subclinica o resulta en
enfermedad del tracto respiratorio, de la mucosa genital y ocular (conjuntivitis, queratitis) (Quinn
et al., 2011; Wilkes et al., 2014), teniendo el virus un mejor tropismo hacia los genitales que hacia
el tejido respiratorio (Ronse et al., 2005). La infeccion primaria en perras puede ocasionar abortos,
mortinatos e infertilidad. Perras que han tenido cachorros afectados llegan a parir camadas

saludables posteriormente (Quinn et al., 2011).

La viremia no es tipica en perros adultos inmunocompetentes. Los anticuerpos neutralizantes se
desarrollan en perros inoculados con HVC-1 y son detectables después del dia 7 pos inoculacidn,
mismos que van decayendo y persisten durante 8 meses, registrando titulos pico al dia 21. La
reactivacion del HVC-1 en cachorros experimentalmente infectados, ha sido demostrada con la
administracién de corticosteroides. La latencia se establece en neuronas de los ganglios

sensoriales (Wilkes et al., 2014).
Diagndstico.

Mas del 75% de las muertes de los cachorros ocurre antes de la tercera semana de vida, y la
mayoria se producen durante la primera semana. Las causas que pueden llevar a esto son muy
variadas, pero en general, hay falta de diagndstico de cuales son las verdaderas causas de las

enfermedades o muertes neonatales (Valera, 2017).

La determinacion de la infeccidon por HVC-1 en cachorros depende de la informacién obtenida en
la historia clinica, la exploracién fisica y los cambios patoldgicos. Las anormalidades hematoldgicas

y bioquimicas no son especificas (Galosi, 2007).

El aislamiento viral es la técnica considerada “de oro” y se realiza inoculando material proveniente
de d6rganos infectados con el virus, obtenidos durante la necropsia y /o hisopados genitales o
nasales, sobre células de linea MDCK o cultivos primarios de origen canino. Se observan
diariamente los cultivos inoculados hasta confirmar la aparicion de efectos citopaticos (ECP). El

aislamiento viral cominmente se obtiene de glandulas adrenales, rifiones, pulmones, bazo,
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linfonodos e higado. En animales que se han recuperado de la enfermedad o son adultos, el
crecimiento del HVC-1 se restringe a la mucosa oral, tracto respiratorio anterior y genitales

externos (Galosi, 2007; Quinn et al., 2011; Wilkes et al., 2014; Valdivia, 2015).

En caso de aislarse el virus, la identificacion del agente se realiza por inmunofluorescencia, por
técnicas inmunohistoquimicas o por sus patrones de restriccion de ADN. La prueba de reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) se aplica en la deteccién de ADN viral a partir de los érganos
afectados. La determinacidon seroldgica de anticuerpos por la técnica de neutralizacion es
considerada de referencia para la virosis aunque en algunos paises se utiliza también la inhibicién

de la hemaglutinacion y la técnica de ELISA (Galosi, 2007).

Diversas posturas se han presentado en relaciéon al diagndstico del HVC-1 utilizando una prueba de
ELISA. Puesto que los variantes seroldgicos no han sido estandarizados, pueden esperarse
variaciones en el nivel y prevalencia de resultados positivos entre los diferentes laboratorios
(Craig, 2012). Los resultados falsos-negativos han sido observados en diferentes laboratorios o con
diferente metodologia de muestreo y reduciendo la carga viral durante la latencia: los resultados
falsos positivos pueden ocurrir por la alta prevalencia de perros clinicamente saludables que son
portadores del virus (Craig, 2012). Las pruebas de ELISA son flexibles a su automatizacion y tiene
una sensibilidad superior, pero su validez en los resultados es altamente dependiente de la

presencia de controles apropiados antes de la estandarizacion (Reading, Field, 1999).

Prevencion y tratamiento.

La imagen mixta, clinica y subclinica, ha demostrado que el HVC-1 tiene un comportamiento
complejo y dificil de predecir (Ronsse et al., 2005). La temperatura 6ptima de la replicacién viral es
aproximadamente de 33°C (Wilkes et al., 2013), por lo que se debe considerar el remover o
separar a los animales infectados, ademas de proveer un ambiente calido a los cachorros (Ronsse
et al., 2005), aunque esto ultimo resulta poco efectivo una vez adquirida la enfermedad. Bajo
condiciones experimentales en las que su temperatura ha sido elevada artificialmente antes de Ia
exposicién al virus, los cachorros han reducido su mortalidad, existen signos clinicos menos

severos y minimos cambios patoldgicos (Craig, 2012).

Una vez que se ha diagnosticado la enfermedad por HVC-1, el tratamiento de los cachorros con

signos sistémicos es poco gratificante. El tratamiento de la infeccién sistémica con antivirales ha
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sido poco exitoso (Craig, 2012). En perros adultos ha sido observado el decrecimiento de lesiones

genitales después de 2 dias con tratamiento de Aciclovir (De Palma et al., 2010).

Estudios rigurosos son necesarios para determinar la prevalencia de la infeccién por HVC-1. La
vacunacion de rutina fue propuesta para tomar control de la infeccién, especialmente en criaderos
(Acar y col. 2009); la inmunizaciéon pasiva ha demostrado reducir la mortalidad en perros
expuestos o afectados. Vacunas con virus vivo presuntamente atenuado pueden llegar a
establecer una infeccién latente. La inmunizacién con una vacuna comercial inactivada en Europa
ha demostrado provocar el incremento cuddruple en los titulos neutralizantes del virus en muchos
de los perros vacunados, pero no parece proveer una proteccidén larga (Craig, 2012). La baja
prevalencia de los brotes clinicos y la pobre inmunogenicidad del HVC reducen el incentivo de
producir una vacuna comercial para esta enfermedad. Reportes de Europa y Estados Unidos han
demostrado la prevalencia de anticuerpos anti HVC del 6% de una poblacién aleatoria de perros,

mientras que también puede llegar a ser tan alta como el 100% en algunos criaderos (Craig, 2012).

Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas, ante la presencia de casos clinicos las
acciones a realizar se conducen a aliviar la sintomatologia y a tomar medidas de prevencidn en los
criaderos utilizando un correcto manejo sanitario y minimizando las condiciones de estrés (Galosi,

2007).

Técnica de ELISA.

ELISA (ensayo por inmunoadsorcidn ligado a enzimas) es una técnica para detectar y cuantificar
sustancias tales como péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas. En un ELISA, un antigeno debe
ser inmovilizado en una superficie sélida y luego un complejo con un anticuerpo que esta unido a
una enzima lo reconocera. La deteccion se lleva a cabo mediante la evaluacién de la actividad de la
enzima conjugada a través de la incubacidn con un sustrato para producir un producto medible. El
elemento mas importante de la estrategia de deteccién es una interaccién altamente especifica
antigeno-anticuerpo (Thermo Scientific, 2016). Los conjugados enzimaticos son antigenos o

anticuerpos unidos en forma covalente a la enzima de eleccién (Barrera, 2014).

El diagndstico definitivo de una enfermedad infecciosa es completado a través de la demostracién
e identificacidn del agente causal, mediante procedimientos de cultivo y aislamiento. Sin embargo,
se han logrado diagndsticos adecuados cuando las técnicas seroldgicas son utilizadas en

combinacion con la observacién clinica y la historia epidemiolégica (Wright et al., 1993). Los
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inmunoensayos se han convertido en uno de los métodos mds comunes en el diagnédstico clinico y

en la investigacion (YeSilbag et al., 2012).

Dentro de los procedimientos inmunoldgicos, los mas Utiles y practicos son aquellos que se basan
en la especificidad de la uniéon entre el antigeno (Ag) y el anticuerpo (Ac). La propiedad que tienen
las inmunoglobulinas de unirse a un Ag, la especificidad de esta unién y el hecho de que puedan
ser visualizados por los fendmenos de precipitacidn, aglutinaciéon y otros mecanismos indirectos
(marcaje con fluoresceina, con radioisdtopos o con enzimas) hacen que estos métodos sean
empleados ampliamente. El principio basico de cualquier técnica inmunoquimica es el que un
anticuerpo especifico se unird con un antigeno especifico, para dar un complejo anticuerpo-

antigeno exclusivo (Calderon, 2007).

Los antigenos y anticuerpos interactian por complementariedad espacial y no por uniones
covalentes. La asociacidn especifica del antigeno y el anticuerpo es dependiente de los puentes de
hidrogeno, las interacciones hidrofébicas, fuerzas electrostaticas y las fuerzas de van der Waals;
por lo general solo son efectivas en distancias cortas. Los antigenos pueden ser reconocidos por
multiples anticuerpos. Las interacciones que involucran multivalencias pueden producir mayor
estabilidad a los complejos, sin embargo la multivalencia puede también resultar en dificultades
estéricas, por lo tanto, reducen la posibilidad de unién. Pero por otro lado, hay que considerar que

los antigenos naturales suelen tener mas de un tipo de determinante antigénico (Calderdn, 2007).

Antigenos

Antigeno

— IGAT D UGN A ANYGENS

Anticuarpo

Figura 5. Union Ag-Ac por complementariedad
(http://media.opencurriculum.org/articles_manual/ck12 biology/immune-

response/4.png).

Los marcadores enzimaticos mas comunmente utilizados son la peroxidasa de rabano (HRP) y la
fosfatasa alcalina (AP). La eleccidon del sustrato depende de la sensibilidad del ensayo requerida y

la instrumentacién disponible para la sefial de deteccidon (espectrofotometro, fluorimetro o
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luminémetro), aunque se puede convertir en un ensayo tanto cualitativo como cuantitativo, de
acuerdo al propdsito del estudio (Thermo Scientific, 2016). La técnica se lleva a cabo tipicamente
en placas de poliestireno de 96 pozos, en las que pasivamente se unen anticuerpos y proteinas. El
poliestireno es el material ideal debido a que su estructura quimica lo hace un material
naturalmente hidrofébico, lo que permite la adsorcion pasiva de un gran nimero de biomoléculas

por enganche covalente (Barrera, 2014).

Para controlar la actividad de los anticuerpos en los inmunoanalisis, es importante tener en cuenta
las propiedades fisicoquimicas que estabilizan la estructura proteica, pardmetros como pH, fuerza
ionica, temperatura y adicién de agentes deshidratantes o disolventes orgdnicos. Se utilizan
soluciones amortiguadoras para diluir las muestras o como diluyente, esto mantiene el pH de la

reaccion y la concentracién idnica apropiada (Barrera, 2014).

Es esta unién y la inmovilizacién de los reactivos, que hace a una prueba de ELISA tan facil de
disefiar y llevar a cabo. Aunque la técnica también se puede realizar en una fase sélida en la cual
se inmoviliza el antigeno o el anticuerpo que va a ser detectado. En un ELISA de fase liquida, se
pueden emplear varias técnicas dependiendo del objetivo del ensayo y de los materiales con los

que se cuente:

e ELISA directo. El anticuerpo marcado reconoce al antigeno adherido a la placa.

e ELISA indirecto. El anticuerpo marcado reconoce al anticuerpo que se ha unido al antigeno
adherido a la placa.

e ELISA sandwich. El anticuerpo marcado se une al antigeno que se inmovilizé por su unidn
al anticuerpo adherido a la placa.

e ELISA competitiva. Se adhiere un anticuerpo a la placa y luego se anaden diferentes
antigenos (marcados y no marcados) para que se de la unién competitiva hacia el

anticuerpo.
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Figura 6.Tipos de ELISA

(https://www.linkedin.com/pulse/all-you-need-know-elisa-learn-buy-experiment-innovate-biotech-kart).

Algo importante en cualquier ensayo seroldgico es la determinacidon del limite diagndstico. El

punto de corte determina un estado reactor positivo o negativo, y dependera de la aplicacidon

intentada. Las mismas muestras positivas y negativas utilizadas para el punto de corte en la

prueba de ELISA deben ser usadas para comparar la sensibilidad y especificidad diagnostica con

otros ensayos. Donde se conoce que pueden ocurrir reacciones serolédgicas cruzadas entre

organismos, debe proveerse evidencia para indicar el grado el cual la nueva técnica es propensa a

reacciones falsas-positivas (Wright et al., 1993).

4.-ANTECEDENTES.

A partir del descubrimiento del Herpesvirus canino tipo 1 (HVC-1), se han realizado numerosos

estudios seroldgicos para demostrar su prevalencia en diferentes paises del mundo (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Seroprevalencias del HVC-1 encontradas en diferentes paises (Valdivia, 2012).

ANO REFERENCIA PAIS POBLACION SEROPREVALENCIA

1969 Lundgreen y Clapper USA Muestreo aleatorio 12.8%

1974 Fulton et al. USA Muestreo aleatorio 6%

1975 Bibrack y Schaudinn Alemania 1-Muestreo aleatorio. 1-12%

2- Caninos con problemas 2-39.1%
reproductivos.

1977 Osterhaus et al. Holanda 1-Caninos particulares. 1-2.8%
2-Caninos con problemas 2-12%
reproductivos.

1979 Dellsie 1982 Francia 1-Caninos particulares. 1-0.5%
2-Caninos de criadero. 2-28.4%

1980 Engels et al.1980. Suiza Muestreo aleatorio 6.3%

1980 Schers et al.1980. Bélgica Muestreo aleatorio 1%

1990 Takumi et al. 1990 Japdn Muestreo aleatorio 26.2%

1989- Poulet y Dubourget Francia Caninos de criadero 15.5%

1991 1993

1994 Seo et al. 1994. Corea 1-Caninos particulares. 1-28%
2-Caninos de criadero. 2-58%

1997- Rijsewijk et al. 1999. Holanda Caninos particulares 39.3%

1998

1998 Reading y Field 1998. Reino Caninos particulares 88%

Unido
1998 Lacheretz y Cognard Francia Caninos con problemas 43%
1998. reproductivos

2000 Ronsse et al. 2002. Bélgica Caninos con problemas 46.1
reproductivos %

2000 Gulgat et al. 2002. Francia Caninos en criadero 30.6%

2001 Van Gucht et al. 2001. Bélgica Caninos en criadero 49.5%

2005 Gdngora 2005 Peru Muestreo aleatorio 32%

2007 Dahlbom 2007 Finlandia 1-Caninos con problemas 1-100%
reproductivos.

2- Caninos sin  problemas 2-65%
reproductivos.

2008 Nothling et al.2008 Sudafrica Caninos de criadero 22%

2009 Engelbrecht 2009 Dinamarca | Poblacién especifica 26.4%

2009 Abuzer 2009 Turquia Raza Kangal 71.8%

2010 Babael 2010 Iran 1-Caninos particulares 1-19.1%
2-Caninos de criadero 2.22.9%

2012 Yesilbag 2012. Turquia Muestreo aleatorio 62.1%

2013 Musayeba 2013 Lituania 1-Caninos particulares. 1-11%
2-Caninos de criadero. 2-85%
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En México también se han realizado estudios respecto al HVC-1. En el 2014, se obtuvieron
amplificados de un producto entre 285 a 292 pares de bases (pb), en 12 de las 13 muestras de
animales que de acuerdo al diagndstico morfo-patoldgico e histopatoldgico sugirieron infeccidn
por Herpesvirus canino (Briones, 2014). En ese mismo afio, otro estudio realizé la identificacion de
las particulas virales empleando conjugados inmunofluorescentes desarrollados para canino. La
reaccion positiva y negativa en los controles, confirmaron que se trataba de un Herpesvirus. Se
determind que el HVD cruza antigénicamente con el HVC-1, observando inmunofluorescencia
positiva al infectar células de la linea MDBK con Herpesvirus aislados de delfin (48 horas post

infeccidn), utilizando un conjugado inmunofluorescente para HVC-1 (Ortufio, 2014) (Figura 7).

Para el 2015 se obtuvo un 87% de positividad seroldgica de anticuerpos de la clase IgG contra
HVC-1 (mediante la técnica de ELISA), en una poblacién muestreada de 100 caninos de criaderos
cercanos a la FES-C, empleando una prueba comercial sélo disponible en Europa. Ademas, se logré
el aislamiento de cuatro cepas virales de HVC-1, asi como su identificacién por medio de reaccién
en cadena de la polimerasa, inmunofluorescencia directa y microscopia electrdnica de transmision

(Valdivia, 2015).

Figura 7. Inmunofluorescencia directa con conjugado
de Herpesvirus canino. (Ortuio, 2014).

Al comparar las propiedades de crecimiento en cultivos celulares entre el HVC-1 y HVD, se observo
una alta frecuencia de lisis en el virus de delfin, pero en el virus de canino la lisis es muy baja y el
ciclo de latencia es aparentemente muy alto. Por ello la obtencién de particulas virales de HVC-1

es muy baja impidiendo su adecuado uso para sensibilizar las placas de ELISA.
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5. -JUSTIFICACION.

El HVC-1 se ha asociado a la muerte de cachorros de perros de compafiia a temprana edad,
teniendo un mayor impacto en los criaderos, donde las pérdidas econdmicas suelen ser elevadas
dependiendo de la raza que se maneje; sin embargo pocas veces se realizan pruebas de
laboratorio para confirmar la causa del problema. Actualmente en México son escasos los reportes
gue han demostrado la presencia del virus en el pais y no se cuenta con pruebas diagndsticas
accesibles, teniendo como Unica opcidn la importacidn de las mismas desde Europa, lo que implica
altos costos. Para desarrollar pruebas diagnédsticas de esta enfermedad puede llegar a ser
requerida la experimentacion en perros para la obtencion de controles que apoyen la realizaciéon
de las mismas. En este trabajo se propone el desarrollo de una prueba de ELISA para HVC-1 como
herramienta diagndstica, utilizando como alternativa una cepa de Herpesvirus de delfin aislado en

México a partir de lesiones encontradas en delfines en vida libre (Ortufio, 2014).
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6.-HIPOTESIS.

e La cepa 001 de Herpesvirus de delfin (HVD), aislado en México, puede utilizarse para
sensibilizar una prueba de ELISA indirecta en fase liquida para el diagndstico del

Herpesvirus canino 1 en perros.

7.-OBJETIVOS.
GENERAL:

e Estandarizar una prueba de ELISA indirecta en fase liquida, empleando un Herpesvirus de

delfin (HVD) aislado en México, para el diagndstico del Herpesvirus canino 1.
PARTICULARES:

e Comparar la reaccion de los sueros de perro en contra del antigeno Herpesvirus de delfin
(HVD) en la prueba de ELISA indirecta.
e Correlacionar los resultados obtenidos en dos pruebas de ELISA contra Herpesvirus canino:

la prueba estandarizada en este trabajo y la prueba de ELISA comercial (EVL®).
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8.-METODOLOGIA.

El siguiente trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana (L-3) de la Unidad
de Investigacién Multidisciplinaria de la FESC Campo 4, y en el Laboratorio de Patogenicidad
Microbiana (L-2) de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) de la
FESC, Campo 4.

Antigeno para la sensibilizacion.

Como antigeno se utilizé la cepa 001 del Herpesvirus de delfin (HVD) aislado en México, cultivado
en células de rifidn de bovino (MDBK); se usé también un cultivo de células MDBK sin infectar
como control, el cual fue lisado por medio de congelacién y descongelacién; ambos fueron

proporcionados por el Dr. Guillermo Valdivia Anda.

Se determiné la concentracién de proteinas del cultivo infectado y del cultivo sin infectar;
mediante una micro técnica con el método de Bradford, realizando soluciones de albuimina sérica
de bovino (BSA) diluida en PBS 1X, en diferentes concentraciones (5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25
mg/ml, 0.625 mg/ml, 0.315 mg/ml, 0.156 mg/mly 0.078 mg/ml).

Dilucion para el antigeno.

Se sensibilizd la placa con 50 pl de HVD y MDBK en diluciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32, en PBS
1X (Cuadro 2).

Cuadro 2. Sensibilizacion de la placa.

Dilucidn del antigeno

(2:1) | (1:2) | (2:4) | (1:8) | (1:16) (1:32)

Pozo [1]2]|3]4[5]6]7]8[9]10]11]12
A HVD
B MDBK
C HVD
D MDBK
E HVD
F MDBK
G HVD
H MDBK

HVD.-Herpesvirus de delfin, MDBK.-lisado de células de rifién de bovino.
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Se agregd a todos los pozos 50 ul del buffer de carbonatos y se incubd la placa a 4°C durante toda
la noche; después se lavo la placa dos veces con 300 pl de la solucién de lavado por 5 minutos;

posteriormente se lavé con 300 pl de agua destilada por 5 minutos.

Se bloqueé la placa con 150 pl de BSA al 3% y 150 pl de buffer de carbonatos, a 4°C durante toda
la noche; finalmente la placa se lavé como fue descrito anteriormente, se secd y se guardd a 4°C

hasta su posterior uso.

Se agregaron 100 ul del suero A (mezcla de sueros de perro, 4 individuos clinicamente sanos): sin
diluir, a las filas Ay B; diluido 1:10, a las filas Cy D; diluido 1:20, a las filas E y F; y diluido 1:40, a las
filas G y H. Se incubd la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavd. Se agregaron a todos los pozos
100 pl del conjugado (Anti IgG de perro (molécula completa) — anticuerpo peroxidado producido
en conejo, SIGMA®) diluido 1:5000 en PBS 1X. Se incubd la placa a 37°C durante 1 hora y luego se

lavo.

A todos los pozos se les agregd 100 pl del cromdégeno (2.5 ml solucién reguladora de citratros + 5
mg O-fenilenediamina + 20 pl perdéxido de hidrégeno) y se incubd la placa a temperatura ambiente
en la oscuridad durante 15 minutos. La reaccidn se detuvo con 50 pl de la solucion de paro. La

lectura de la placa se realizé a 490 nm en lector de ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®).
Dilucion para el conjugado.

Se bloqued una placa con 150 pl de buffer de carbonatos y 150 pl de BSA al 3%; de los pozos A1-B1
hasta los pozos A5-B5; 150 pl de PBS 1X y 150 ul de buffer de carbonatos, de los pozos A6-B6 hasta
los pozos A12-B12. La placa fue incubada a 4°C durante toda la noche y después se lavd dos veces
con 300 pl de la solucidn de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavdé con 300 ul de agua
destilada por 5 minutos. Se agrego a todos los pozos 100 pl del suero A diluido 1:40 en PBS 1X. Se
incubd la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavé como se describioé anteriormente, se secd y

se guardd a 4°C hasta su posterior uso.

Se agregd a todos los pozos 100 pl del conjugado (Anti IgG de perro (molécula completa) —
anticuerpo peroxidado producido en conejo, SIGMA®) diluido 1:5000, 1:10000, 1:15000, 1:20000 y
1:25000 en PBS 1X (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Distribucion del conjugado en la placa.

Dilucidn del conjugado
Pozo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [11]12
A .
B 1:5000 | 1:10000 | 1:15000 | 1:20000 | 1:25000 | 1:5000 | 1:10000 | 1:15000 | 1:20000 | 1:25000 PSBEIZX

PBS.-Buffer Salino de Fosfatos.
Se incubd la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavd. Se agregaron 100 pl del cromdégeno (2.5
ml solucién reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 20 pl perdxido de hidrégeno) y la
placa fue incubada a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 minutos, deteniendo la
reaccion con 50 pl de la solucién de paro. Se realizd la lectura de la placa a 490 nm en lector de

ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®).
Dilucion para el suero.

Se sensibilizé una placa con 50 ul de PBS 1X y 50 pl del suero A diluido 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 en
PBS 1X: del pozo A9 al pozo A12 sélo se agregd 100 pl de PBS 1X (Cuadro 4).

Cuadro 4. Distribucion de las diluciones del suero en la placa.

Dilucién del suero
Pozo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9J10]11]12
A | 110 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:10 | 1:20 | 1:40 | 1:80 |  Sélo PBS 1X

Se incubd la placa a 4°C durante toda la noche y después se lavé dos veces con 300 pl de la

solucion de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavd con 300 pl de agua destilada por 5
minutos. Se bloquearon todos los pozos con 150 pl de BSA al 3% y 150 ul de buffer de carbonatos.
Se incubd la placa a 4°C durante toda la noche. Se lavé como se describid anteriormente, se secd y

se guardd a 4°C hasta su posterior uso.

Se agregd 100 pul del conjugado (Anti IgG de perro (molécula completa) — anticuerpo peroxidado
producido en conejo, SIGMA®) diluido 1:10000 en PBS 1X a todos los pozos y se incubd la placa a
37°C durante 1 hora. Se lavd la placa como se describidé anteriormente y se agregd a todos los
pozos 100 pl del cromdégeno (2.5 ml solucidn reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina +
20 ul peréxido de hidrégeno). La placa fue incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos
en la oscuridad. Se detuvo la reaccién agregando 50 ul de la solucion de paro. Se realizé la lectura

de la placa a 490 nm en lector de (Multiscan Ascent, Labsystems®).
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Dilucién antigeno-suero.

Se sensibilizé una placa con 50 pl de HVD y MDBK en diluciones 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40y 1:80 en
PBS 1X, distribuidas de la columna 1 a la 6. Se agregd 50 ul de buffer de carbonatos a todos los
pozos y se incubd la placa a 4°C durante toda la noche. Después se lavo la placa dos veces con 300
ul de la soluciéon de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavd con 300 ul de agua destilada por
5 minutos. Se bloqued con 150 pl de BSA al 3% y 150 pl de buffer de carbonatos, seguido de una
incubacién a 4°C durante toda la noche; se lavd la placa como se describié anteriormente, se secé

y se guardd a 4°C hasta su posterior uso.

Se agregd 100 pl del suero A: a las filas A y B, diluido 1:20; a las filas C y D, diluido 1:40; a las filas E
y F, diluido 1:80; y a las filas G y H, diluido 1:160. Se dejoé incubar la placa a 37°C durante 1 hora'y
luego se lavé como se describié anteriormente. Se agregd a todos los pozos 100 pul del conjugado
(Anti 1gG de perro (molécula completa) — anticuerpo peroxidado producido en conejo, SIGMA®)
diluido 1:10000 en PBS 1X y la placa fue incubada a 37°C durante 1 hora. Se lavé la placa y se
agrego a todos los pozos 100 pl del cromégeno (2.5 ml solucién reguladora de citratros + 5 mg O-
fenilenediamina + 20 pl perdxido de hidrégeno). Se incubd la placa a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 15 minutos, y se detuvo la reaccién agregando 50 pl de la solucion de paro. Se

realizé la lectura de la placa a 490 nm en lector de ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®).
Diluciéon antigeno-suero-conjugado.

Se sensibilizd una placa con 50 ul de HVD y MDBK, diluidos 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 en
PBS 1X; iniciando de la columna 1 a la 6, alternando cada uno entre filas, desde la fila “A” hasta
llegar a la fila “F”. De la fila G a la fila H, desde la columna 1 a la 12, inicamente se agregaron 50 pl
de PBS 1X. A todos los pozos se les agregd 50 ul de buffer de carbonatos, y la placa fue incubada a
4°C durante toda la noche. Después se lavo la placa dos veces con 300 pl de la solucién de lavado
por 5 minutos; posteriormente se lavé con 300 ul de agua destilada por 5 minutos. Se bloqued con
150 ul de BSA al 3% y 150 pl de buffer de carbonatos, excepto de las filas G9 y H9 hasta G12 y H12,
a las que Unicamente se les agregd 150 pl de PBS 1X y 150 ul de buffer de carbonatos. La placa fue
incubada a 4°C durante toda la noche y después se lavd como se describié anteriormente, se secd
y se guardé a 4° hasta su posterior uso. Se agregd 100 pl del suero A diluido 1:30, 1:60y 1:120 en
PBS 1X (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Distribucion de las diluciones del suero en la placa.

Dilucién del suero
Poo [1[2]3]4]5]6 789101112
A
5 1:30
C
5 1:60
E
: 1:120
G
H 1:30 | 1:60 | 1:120 PBS 1X

PBS.-Buffer Salino de Fosfatos.

La placa se incubé a 37°C durante 1 hora y luego se lavé. Se agregd a todos los pozos 100 pl del
conjugado (Anti IgG de perro (molécula completa) — anticuerpo peroxidado producido en conejo,
SIGMA®) diluido 1:10000 en PBS 1X, excepto a las filas G11, G12, H11 y H12, a las que sdlo se les
agregd PBS 1X. Se incubd la placa a 37°C durante 1 hora y después se lavd. Se agregd 100 pl del
cromdgeno (2.5 ml solucidn reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 20 ul peréxido de
hidrégeno) a todos los pozos. La placa se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos en la
oscuridad, deteniendo la reaccién con 50 pl de la solucién de paro. La lectura fue realizada a 490

nm en lector de ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®).
Prueba de ELISA utilizando los sueros de control.

La placa se sensibilizé con 50 ul de HVD y MDBK diluidos 1:20, de la columna 1 ala 12, de la fila A
hasta la H alternando cada uno entre filas. Se agregd a todos los pozos 50 ul del buffer de
carbonatos y la placa fue incubada a 4°C toda la noche. Después se lavod la placa dos veces con 300
ul de la solucién de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavd con 300 pl de agua destilada por
5 minutos. Se bloqued con 150 pl de BSA al 3% mas 150 ul de buffer de carbonatos, dejando la
placa en incubacion a 4°C toda la noche. Se lavd la placa como se describié anteriormente, se seco

y se guardd a 4°C hasta su posterior uso.

Se agregd a todos los pozos, 100 pl de 42 de los sueros utilizados en la prueba de ELISA comercial
EVL (Valdivia Lara, 2005), en diluciéon 1:30 y usando PBS 1X como testigo en 2 de los pozos;
también se utilizaron los sueros de control (positivo y negativo) provistos por el kit comercial de

ELISA EVL (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Distribucion de los sueros control.

Suero utilizado (NUmero de identificacion)
Pozo |12 | 3 | 4 5 6 | 7| 8|9 |10 11 12
A 1/5|9 |13 |17 21| 25|29 |34 | 39| 45 | Control +
B 1:30
C 2|16]10|14 | PBS1X |22 |26 | 30 | 35 | 40 | 46 | Control —
D 1:30
E 37|11 |15 |PBS1X |23 |27 |31 |36 |41 | 47 | Control +
F 1:90
G 48|12 |16 |20 24 | 28 | 32 | 37 | 42 | 48 | Control —
H 1:90

PBS.- Buffer Salino de Fosfatos.

Se dejd incubar la placa a 37°C por 1 hora y se lavd como se describid anteriormente. Se agregaron
a todos los pozos, 100 ul del conjugado (Anti IgG de perro (molécula completa) — anticuerpo
peroxidado producido en conejo, SIGMA®) diluido 1:10000 en PBS 1X, y la placa fue incubada a
37°C por 1 hora. Se lavé la placa y se agregd a todos los pozos 100 ul del cromégeno (2.5 ml
solucion reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 20 pl perdxido de hidrogeno),
dejando la placa en incubaciéon a temperatura ambiente por 15 minutos en la oscuridad,
deteniendo la reaccion con 50 pl de la solucién de paro. Se realizé la lectura a 490 nm en lector de

ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®).

9.-RESULTADOS.

Resultados: antigeno para la sensibilizacion.

Cuadro 7. Absorbancia para los antigenos.

Antigenos
HVD | MDBK
| Absorbancia | 1.791 | 1.81

Valor de absorbancia en D.O.

29



Grafica 1. Curva para determinacidn de proteinas.
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Se muestra ecuacion para la curva.

Con base en la grafica obtenida de las diluciones de BSA, se calculd la concentracién de proteinas;

para HVD se calculé 2.39 mg/ ml de proteinas; para el cultivo MDBK se calculé 2.46 mg/ml de

proteinas totales.

Resultados: dilucion para el antigeno.

Cuadro 8. Absorbancias para diferentes diluciones de los antigenos.

Dilucidn del antigeno

11 12 14 18 116 132 Dhucondelsuero

HVD ;288 3.026 2.129 2.940 2.598 2.262 11
MDBK 5009 1.841 1.880 2.930 2.996 2.068
e HVD 175 1501 1432 1553 1812 1.870 1:10
5 MDBK 1845 1.802 1818 1.864 1.839 1.912
8 MVD 1390 1321 1377 1332 1410 1295 1:20
< MDBK 1615 1536 1.518 1.541 1.585 1.447
HVD 1751 1.267 1.235 1.239 1.294 1.266 1:40

MDBK 1424 1.405 1336 1.370 1.395 1.269
HVD.- Herpesvirus de delfin, MDBK.-lisado de células de rifién de bovino.
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Grafica 2. Relacién de la absorbancia con la diluciéon del antigeno.
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Para analisis de los resultados, se calcularon correlaciones de las absorbancias obtenidas, con base

en la dilucidn ascendente del suero; 1:1, HVD c=-0.26 y MDCK ¢=0.21; 1:10, HVC c= 0.70 y MDBK

c= 0.83; 1:20, HVD ¢=0.42 y MDBK ¢=0.67; y 1:40, HVD c= 0.43 y MDBK c=0.78. Se observé una

mayor correlacidn positiva con dilucién 1:10 del suero, indicando que la dilucién del antigeno es

proporcional a la dilucién del suero. La mayor diferencia encontrada entre absorbancias de virus y

células, se dio cuando la dilucion del suero fue de 1:1 y la del antigeno 1:2.

Se determinaron las correlaciones con base en la dilucién ascendente de los antigenos: para HVD,

fueron de -0.90, -0.74, -0.81, -0.77, -0.87 y -0.88; para MDBK, fueron de -0.98, -0.96, -0.97, -0.84, -

0.83 y -0.95. Esto indicd que la absorbancia es inversamente proporcional a la dilucién realizada

del suero, al existir una fuerte correlacion negativa.

Resultados: dilucion para el conjugado.

Cuadro 9. Absorbancias para diferentes diluciones del conjugado.

Dilucidn del conjugado
1:5000 | 1:10000 | 1:15000 | 1:20000 | 1:25000 | 1:5000 | 1:10000 | 1:15000 | 1:20000 | 1:25000 PIB;(S
Absorbancia | 0.182 0.090 0.096 0.096 0.093 | 1.090 0.873 0.474 0.351| 0.215 |0.78
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Grafica 3. Relacion entre el bloqueo de la placa y la dilucién del conjugado.
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Se calcularon correlaciones de los resultados obtenidos: cuando se usé bloqueo, c= -0.687; y

cuando no se usé el bloqueo, c=-0.977. Sin bloqueo la absorbancia fue inversamente proporcional

a la diluciéon del suero, mientras que con bloqueo se muestra mayor efectividad comenzando con

una dilucién 1:10000 del conjugado, siendo mayor la reaccion y absorbancia con ésta.

Resultados: dilucidn para el suero.

Cuadro 10. Absorbancias para diferentes diluciones del suero.

Dilucién del suero

1:10

1:20

1:40 | 1:80 | Sélo conjugado

Cromédgeno

Absorbancia

1.728 1 1.525|1.312 | 1.100 0.122

0.070

Grafica 4. Relacidon entre absorbancia y la dilucién del suero.
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Para el andlisis de resultados se calculd una correlacion c=-0.96, indicando que la absorbancia fue

inversamente proporcional a la dilucién del suero. El bloqueo de la placa continué siendo efectivo.

Resultados: dilucién antigeno-suero.

Cuadro 11. Absorbancias para diferentes diluciones del antigeno y del suero.

Dilucidn del antigeno
Dilucién 11, | 15 | 1:10 | 120 | 140 | 1:80
del suero
) 2.260 | 2.404 | 2.267 | 2.260 | 2.333 | 1.481 | HVD
1:20 2322 | 2297 | 2.242 | 2.235 | 2.286 | 1.451 | MDBK
-g 1:40 1.788 | 1.784 | 2.005 | 1.955 | 1.771 | 1.703 | HVD
ks : 1.944 | 1.984 | 2.033 | 1.913 | 1.844 | 1.867 | MDBK
§ 1:80 1.431 | 1.417 | 1.415 | 1425 | 1.473 | 1.589 | HVD
2 1.549 | 1.580 | 1.539 | 1.524 | 1.432 | 1.610 | MDBK
1:160 1.069 | 1.180 | 1.075 | 1.284 | 1.100 | 1.190 | HVD
1.283 | 1.230 | 1.234 | 1.246 | 1.153 | 1.340 | MDBK

Grafica 5 (A, B, C y D). Relacién entre la dilucién del antigeno y la dilucidn del suero.

A) Absorbancia de diferentes diluciones
s de los antigenos, usando suero 1:20

B) Absorbancia de diferentes diluciones
de los antigenos, usando suero 1:40
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Se calcularon correlaciones de los resultados, con base en la dilucién del antigeno; para HVD fue

de c=0.07,-0.11, 0.85 y 0.10 respectivamente; la correlacion obtenida para MDBK, fue de c=-0.26,

-0.80, -0.95 y -0.88 respectivamente. Existi6 mayor diferencia de absorbancias entre la
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sensibilizacion con HVD y con MDBK, cuando el antigeno se diluyé 1:5 y el suero 1: 20. Con esta

dilucidn del suero se obtuvieron absorbancias por arriba de 2.2 de D.O., y disminuyd la misma

cuando la dilucion del suero fue ascendente.

Resultados: dilucién antigeno-suero-conjugado.

Cuadro 12. Absorbancias para diferentes diluciones del antigeno, del suero y del conjugado.

Dilucién del antigeno
HVD y MDBK

d'i':‘;fj'zrno 110 | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320
. 1270 | 1.062 | 1.146 | 1.152 | 1.029 | 1.052
130 559 [ 0708 | 1.200 | 0.972 | 1.163 | 0.955
oo | 1099 [ 0925 [0.981 | 0.893 | 0.945 | 0998
1164 | 1.041 | 1.099 | 1.033 | 0.971 | 0.900
1120 | 0891 | 0.829 [ 0782 | 0.937 [ 0.739 | 0.714
1011 | 0913 | 0.834 | 0.904 | 0.686 | 0.662

Cuadro 13. Absorbancia de los pozos testigo.

Pozos testigo

Antigeno PBS 1X

Blogueador BSA al 3% PBS 1X

Suero 1:30 1:60 1:120 PBS 1X

Conjugado 1:10000 PBS 1X

Absorbancia 0.318 | 0.386 | 0.337 | 0.386 | 0.268 | 0.289 | 0.102 | 0.116 | 1.613 | 1.645 | 0.52 0.61
0.764 | 0.397 | 0.312 | 0.354 | 0.262 | 0.254 | 0.132 | 0.108 | 1.589 | 1.621 | 0.053 | 0.56

La diferencia mas notable (0.354 D.0O.) entre HVD y MDBK, fue cuando estos se diluyeron 1:20 y el

suero 1:30. Ademas se obtuvieron absorbancias menores a 2 DO, siendo inversamente

proporcionales a las diluciones del antigeno y del suero. El bloqueo siguié siendo efectivo cuando

se utilizé Unicamente conjugado, apreciando mayor absorbancia cuando se utiliza suero y

conjugado.

Resultados: prueba de ELISA utilizando los sueros control.

Para determinar el punto de corte se calculd la media (X) de los resultados considerados como

negativos con la prueba de ELISA EVL:

X=0.672; la desviacién estandar ().

0= 0.154
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Después se obtuvo la media de los valores negativos mas dos desviaciones estandar para tener

una confianza del 95 %:
X+20=0.980. Las absorbancias por encima de este resultado fueron consideradas como positivas.

Cuadro 14. Absorbancias para los sueros de control, diferencia de absorbancias entre pozos con
virus y lisado celular, y su diagndstico con la prueba de ELISA comercial y la prueba de ELISA
estandarizada.

Absorbancia

Identificacion Diferencia | Diagndstico | Diagndstico
del suero HVD | MDBK entre con ELISA con ELISA
control absorbancias EVL estandarizada
1(1.217| 0.75 0.467 + +
2| 1.577 | 1.467 0.11 + +
3(0.354 | 0.531 -0.177 + -
4|1.368| 1.067 0.301 + +
5|1.069 | 0.945 0.124 + +
6|0.667 | 0.577 0.09 + -
712.315| 1.992 0.323 + +
810.976 | 0.951 0.025 + -
9|0.985 | 0.982 0.027 - +
10 | 0.895 | 0.821 0.074 - -
11 |0.798 | 0.836 -0.038 + -
12 11.325| 1.171 0.154 + +
13| 2.604 | 2.481 0.123 + +
14 | 0.631| 0.508 0.123 - -
15 | 0.439 | 0.481 -0.042 - -
16 | 0.805 | 0.845 -0.04 - -
17/ 0.766 | 0.522 0.244 - -
PBS 1X 0.379 | 0.267 0.112 C C
PBS 1X 0279|0233 |  0.046 ¢ ¢
20 |0.863 | 0.983 -0.12 + -
2110.909 | 0.432 0.477 + -
22 0.479 | 0.347 0.132 + -
23| 0.34 | 0.379 -0.039 + -
24 |0.494 | 0.548 0.054 - -
25| 1.974 | 1.796 0.178 + +
26| 1.221| 1.12 0.101 + +
2710.472 | 0.467 0.005 + -
28 |1.709 | 1.815 -0.106 + +
29 |0.613 | 0.725 -0.112 - -
30| 1.144 | 1.008 0.136 + +
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31 |1.401| 1.479 -0.078
3210.736 | 0.712 0.024 +
34| 1.02 | 0.767 0.253 +
35(0.647 | 0.75 -0.103 +
36 | 0.649 | 0.525 0.124 +
3710.739 | 0.698 0.041 +
39| 0.789 | 0.378 0.411 +
40 | 0.627 | 0.508 0.119 +
41 |1.289 | 1.401 -0.112 +
4211973 | 1.88 0.093 +
45 | 1.796 | 1.617 0.179 +
46 | 2.503 | 2.486 0.017 +
47 |10.845| 0.756 0.089 +
48 | 2.454 | 2.157 0.297 +
C(-) 1:30|0.737 | 0.828 -0.091
C(+)1:30|2.526 | 2.478 0.048
C(-) 1:90 | 0.669 | 0.520 0.149
C(+)1:90|2.431| 2.424 0.007

(+) Positivo; (-) negativo; (C) control.

Con la prueba de ELISA EVL se obtuvieron 34 muestras positivas a anticuerpos contra Herpesvirus

canino, mientras que 8 muestras resultaron negativas.

Con la prueba de ELISA estandarizada en este trabajo se obtuvieron 19 muestras positivas a

anticuerpos contra Herpesvirus canino, mientras que 23 muestras resultaron como negativas.

Tabla 1. Tabla de contingencia para las prueba de ELISA (comercial y la estandarizada en este

trabajo).
ELISA EVL
ELISA POSITIVO NEGATIVO TOTAL
ESTANDARIZADA
POSITIVO a=18 b=1 19
NEGATIVO c=16 d=7 23
TOTAL 34 8 n=42

Con la tabla anterior se calculd el coeficiente de concordancia Kappa, el cual es una medida

estadistica que ajusta el efecto del azar en la proporcion de una concordancia observada;

eliminando el efecto del azar.
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Para calcularlo se utilizé la siguiente férmula:

_ Co—Ce
1-Ce
Donde:
Co: Concordancia observada:
(a+d)
n

Ce: Concordancia esperada:
(a+b)(a+c) N (c+d)(b+d)

n2 n?

El célculo resulté en un coeficiente de concordancia de 0.23554 que, de acuerdo a Landis y Koch
(tabla 2) es una fuerza de concordancia aceptable.

Tabla 2. Valoracion del indice

kappa.

Coeficiente Fuerza de la
kappa concordancia
0.00 Pobre
0.01-0.020 Leve
0.021-0.40 Aceptable
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Considerable
0.81-1.00 Casi perfecta

También se calculé la sensibilidad y especificidad, tomando como referencia la prueba de ELISA
EVL.

Sensibilidad=a/ a+b

La sensibilidad obtenida fue del 52.9%.
Especificidad=d/ b+d

La especificidad obtenida fue de 87 %.

9.-DISCUSION.

Se desarrollé una prueba de ELISA indirecta con el fin de detectar anticuerpos de la clase IgG
contra el HVC-1 en suero; la cual en varias de las pruebas realizadas no discriminaba el hecho de

haber sensibilizado los pozos con cultivo celular MDBK sin infectar como control, de aquellos
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sensibilizados con la cepa 001 de HVD aislado en México. Al haber sensibilizado con este virus, se
esperaba una mayor absorbancia con respecto a la sensibilizacidn con el cultivo celular MDBK sin
infectar; sin embargo los resultados no reflejan este hecho, al no existir una diferencia
significativa. El factor dilucién del suero es el mas influyente puesto que cuando la dilucidon
asciende la absorbancia desciende, sin importar que la sensibilizacién se haya realizado con el
virus o con el cultivo sin infectar. El antigeno HVD vy el cultivo celular MDBK sin infectar; ambos
fueron sometidos a un proceso fisico de lisis mediante la congelacidén y descongelacién, para
obtener mayor cantidad de particulas virales y sumarlas a las que se encontraban libres en el

medio del cultivo.

Una prueba diagndstica de alta sensibilidad es util en contextos clinicos donde el hecho de no
diagnosticar la enfermedad (falsos negativos) genera mas problemas que el exceso de diagnéstico
(falsos positivos) (Briones, 2014). La sensibilidad obtenida se basé en la comparacion con la prueba
de ELISA comercial, dando como resultado un 52.9 %, el cual es un porcentaje bajo ademads de que
existié una indiscriminacién con los pozos que contenian el cultivo celular sin infectar. Quedd
demostrado que el bloqueo de la placa es efectivo y que la absorbancia se incrementa cuando se
utiliza la sensibilizacién tanto con HVD como con MDBK, sugiriendo una reaccion ante estos dos

elementos antigénicos.

La particula madura del Herpesvirus consta de nucleocapside que contiene el genoma viral y las
proteinas asociadas (core), el tegumento que rodea la nucleocapside y la envoltura viral, la cual es
derivada de la membrana de la célula del hospedero y en la que estan incorporadas las
glicoproteinas de membrana codificadas por el virus (Ortuiio, 2014). La unién del anticuerpo del
hospedero se da a la particula viral con una envoltura de procedencia celular, por tal motivo, al
utilizar un cultivo celular como control, los anticuerpos pudieran interactuar con una unién con
elementos propios de una célula como lo puede ser el aparato de Golgi. Este efecto no se presenta
cuando la placa no ha sido sensibilizada con ninguno de los antigenos utilizados en este trabajo.
Asi mismo, al utilizar los sueros proporcionados por el kit comercial de ELISA (EVL, The
Netherlands), se evidencio que el control positivo reacciona con los pozos sensibilizados tanto con
el virus como con el cultivo celular MDBK sin infectar, observando una absorbancia mayor de 2.5
D.O; el suero de control negativo registré una absorbancia menor de 1.0 D.O., siendo 2.5 veces
menor a la del control positivo, por lo que se considerd no presentd reaccién con ninguno de los

antigenos utilizados en este trabajo. Este hecho llega a causar controversia, debido a que se
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esperaria que ninguno de los controles tuviera reaccion. Los anticuerpos protectores son

usualmente dirigidos en contra de las glicoproteinas de la envoltura (Wilkes y col. 2013).

Los resultados de la prueba ELISA comercial (EVL, The Netherlands) mostraron seroprevalencia,
dentro de los individuos muestreados, del 87%, la cual es alta, de acuerdo a las reportadas en
otros paises. Durante la evaluacién estadistica Unicamente se encontré relacién con el factor de
raza y criadero, siendo la raza dependiente del criadero en que se muestreaba. Ninguno de los
factores de presentacion clinica (historia de haber presentado traqueo bronquitis infecciosa,
lesiones cutdneas u oculares, o de haber padecido problemas reproductivos) tuvo una relacion
estadisticamente significativa con el titulo calculado (Valdivia, 2015). Este argumento sugiere que
la mayor parte de la poblaciéon viral diseminada se encuentra en estado de latencia, o que las

presentaciones clinicas se encuentren ocasionadas por otras etiologias.

El aislamiento a partir de las muestras provenientes de cachorros muertos con lesiones sugestivas
de HVC-1 permitiria contar con un control positivo, debido a que esta enfermedad actualmente no
estd reconocida en México (SAGARPA-SENASICA) y por ello es imposible importar el virus en
cualquier forma para poder usarlo como control positivo (Briones, 2014). Se requiere producir una
gran cantidad de abasto viral de HVC-1 a partir de medios de cultivo para poder contar con este
control y llevar a cabo mas pruebas; sélo entonces se podrian realizar estudios que ofrezcan
mayores evidencias sobre la prevalencia del virus en el pais. La prueba de ELISA, por su
sensibilidad, necesita contar con antigenos purificados que aseguren una reproducibilidad
aceptable (Thermo Scientific, 2016). En este trabajo se utilizéd una cepa 001 de HVD aislado en
México, la cual se obtuvo directamente de un cultivo sin haber sido purificada la particula viral,
teniendo como precedente un cruce antigénico con el conjugado inmunofluorescente (Antisuero
anti-HVC 1 policlonal conjugado a Isotiocianato de fluoresceina marca VMRD), y partiendo de la
premisa de que el HVD tiene un mejor manejo de replicacion en cultivos celulares de la linea

MDBK, lo que facilita su obtencién.

La concentracidn de proteinas calculada para HVD fue de 2.39 mg/ ml y para el cultivo MDBK se
calcul6 2.46 mg/ml, teniendo como consideracién que no fue verificado que la confluencia celular
en el cultivo MDBK fuera la misma que en el cultivo el cual fue infectado con la cepa 001 de HVD;
asi mismo la técnica de Bradford considera el total de proteinas presente en la muestra estudiada,
sin embargo no diferencia el origen de las mismas, pudiendo proceder de elementos celulares

como los propios del virus.
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Cuando se utiliza al HVC-1 en la inoculacién de cultivos celulares, se logran efectos citopaticos y
citoliticos en células de origen canino (MDCK); los efectos citopaticos se observan desde las 48
horas post infeccidn, mientras que las alteraciones citoliticas se encuentran a partir de las 72 horas
(Valdivia, 2015). Durante el lapso en que las células sufren un dafio el virus se encuentra
replicdandose, sin embargo no se logran obtener los mismos efectos en las células con pases
subsecuentes a nuevos cultivos celulares, por lo que se sospecha de que el HVC 1 entra en un
estado de latencia y su replicacién se detiene, mermando la produccidn de un abasto viral para

nuevos estudios.

La técnica de inmunofluorescencia, la cual emplea el conjugado policlonal en contra de HVC-1,
mostré un marcaje fluorescente en el nicleo y la membrana citoplasmatica, congruente con la
evolucién del ciclo viral, el cual se replica en el nucleo, donde adquiere las proteinas de
nucleocapside y tegumento; mientras que las proteinas de envoltura las adquiere por medio de
vesiculas provenientes del aparato de Golgi (Maurer y col. 2009). Cabe resaltar que el fabricante
del reactivo utilizado para inmunofluorescencia (VMRD) menciona que tiene cierta reaccion con el
virus de distemper canino (CDV) y el virus de parainfluenza tipo 2 (CPI-2), por lo que no debe
tomarse como Unico método diagndstico, debe apoyarse en técnicas como la PCR para su
confirmacién (Valdivia, 2015). Con base en el argumento anterior, es necesario el uso de mas
pruebas de laboratorio, como lo son la seroneutralizacidon y Western-Blot, para mostrar evidencias
mas precisas sobre el cruce antigénico que se presenta con la cepa 001 de HVD, de esta forma

continuar los trabajos con el uso de este virus como alternativa para el diagnéstico del HVC 1.

Con la prueba de ELISA EVL desarrollada en trabajos previos de investigacidén, se observé una
sensibilidad del 100% con respecto a la seroneutralizacién, pero la especificidad fue del 15.4%,
esto puede deberse al cruce antigénico o reacciones inespecificas por parte de los anticuerpos.
Ademds, la cantidad de anticuerpos no neutralizantes y neutralizantes, mayor a los que puede
detectar la seroneutralizaciéon (Valdivia, 2015). La prueba de ELISA para diagndstico del HVC-1 que
se desarrollé en este trabajo obtuvo baja sensibilidad y una buena especificidad, aunque no
discrimina entre la sensibilizacién con virus y con el cultivo celular sin infectar; los resultados
obtenidos muestran que los anticuerpos de la clase IgG estan siendo reconocidos después de todo
el desarrollo de la prueba, pero como lo menciond el autor anterior, se desconoce si se tratan de

anticuerpos neutralizantes o no neutralizantes, ademds de no haber encontrado una correlacion
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significativa entre la técnica de ELISA y seroneutraizacion, por lo que tampoco se puede comparar

la prueba desarrollada con la prueba comercial de una forma efectiva.

Un estudio demostrd una relacion inmunolégica entre HVC 1 y otros cuatro Herpesvirus. Hubo un
cruce neutralizante reciproco entre HVC y HSV-1, HSV-2 y PRV. El antisuero para HSV-1 gD también
neutralizé al CHV, lo que sugiere que el CHV comparte epitopes con esta glicoproteina (Manning y

col. 1998).

10.-CONCLUSIONES.

Se estandarizé una prueba de ELISA indirecta, logrando una buena sensibilizacién y un efectivo

bloqueo de la placa, asi como un buen desarrollo de la reaccidn final con el cromdégeno.

Al utilizar la cepa 001 del HVD aislado en México como agente en la sensibilizacion de la placa de

ELISA, se observd una reaccidn positiva con los sueros de perro utilizados.

La prueba de ELISA desarrollada no discrimina la reaccidon positiva de los sueros al haber

sensibilizado con la cepa 001 del HVD como con el cultivo MDBK sin infectar como control.

Al comparar la prueba comercial EVL con la prueba desarrollada en este trabajo, se obtuvo un
coeficiente de concordancia de 0.23554 de acuerdo al indice kappa, una especificidad del 87% y

una sensibilidad del 52.9%.

Se requieren mas evidencias del cruce antigénico entre la cepa 001 del HVD aislado en México y el
HVC-1, para poder hacer uso del primero en pruebas diagndsticas que ayuden a la deteccién del

Herpesvirus canino.
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11.-ANEXO DE MATERIALES Y SOLUCIONES.

e Placas de poli estireno de 96 pozos fondo plano (®Costar).
Solucién de Carbonato/Bicarbonato 0.05 M

e Carbonato desodio,1.5g
e Bicarbonato de sodio, 2.93 g
e Aguadestilada

e Neutralizar pH a 9.6 con acido clorhidrico e hidréxido de sodio.
Solucién de lavado para ELISA.

e Solucidn reguladora de fosfatos a 10X (PBS 10X) 100 ml
e Tween 20, 0.5 ml.

e Agua destilada, 900 ml.
Solucién reguladora de fosfatos 10 X (PBS 10X)

e Cloruro de sodio, 8 g.

e Cloruro de potasio, 0.2 g.

e Fosfato de sodio dibasico, 1.44 g.

e Fosfato de potasio monobasico, 0.24 g.

e Para preparar solucion reguladora de fosfatos 1X (PBS 1X) se diluyen 100 ml de PBS 10 X

con 900 ml de agua destilada.
Solucidn de albumina sérica bovina al 3%.

e Alblmina sérica bovina, 3 g.

e Agua destilada 97 ml.
Solucién reguladora de citratos.

e Acidocitrico al 0.1 M, 24.3 ml
e Fosfato de sodio dibasico al 0.2 M, 25.7 ml

e Agua destilada, 50 ml
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Acido citricoal 0.1 M

e Acido citrico, 2.1 g

e Agua destilada, 100 ml
Fosfato de sodio dibasico al 0.2 M.

e Fosfato de sodio dibasico, 5.36 g
e Agua destilada, 100 ml

Cromégeno.

e Solucién reguladora de citratos, 2.5 ml
e OPD (O- phenylenediamine), 5 mg

e Perdxido de hidrégeno concentrado, 20 JI
La solucién se prepard al momento de su uso.
Solucién de paro.

e Acido ortofosférico, 0.6 ml

e Aguadestilada, 10 ml
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