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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, además de estar involucrado en la traqueobronquitis infecciosa canina. Se ha 

encontrado una prevalencia que va desde el 6% hasta el 100% en distintos países; en México se ha 

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

En el presente trabajo se utilizó la cepa 001 del Herpesvirus de delfín (HVD) aislado en México y 

cultivado en células de la línea MDBK (Ortuño, 2014), como antígeno para la sensibilización en una 

prueba de ELISA indirecta en fase líquida para detectar anticuerpos contra Herpesvirus canino tipo 

1 en perros; la decisión de usar al HVD se fundamenta en base a estudios previos que demostraron 

un cruce antigénico entre el Herpesvirus de delfín y el conjugado inmunofluorescente para 

Herpesvirus canino tipo 1 (HVC-1). Se estandarizaron todos los pasos: la concentración de proteína 

del antígeno HVD la cual fue de 2.39 mg/ml, y la de un cultivo de células de la línea MDBK utilizado 

como antígeno de control para la sensibilización, la cual fue de 2.46 mg/ml; el bloqueo de la placa 

se dio con albúmina sérica de bovino (BSA) al 3%; la dilución del suero fue de 1:30; y la dilución 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 logró obtener una 

sensibilidad del 52.9 % y una especificidad del 89 %, comparándola con la prueba de ELISA 

comercial EVL (The Netherlands), para detección de anticuerpos contra Herpesvirus Canino tipo 1, 

así como un índice kappa de concordancia de 0.23554. Los resultados permiten establecer que la 

prueba no discriminó una reacción ante la sensibilización con la cepa 001 del HVD y el cultivo 

MDBK como control. 
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2.-INTRODUCCIÓN. 

El Herpesvirus canino 1 (HVC-1), perteneciente a la familia de los Alfaherpesvirus, es un virus que 

se replica y se disemina rápidamente, destruyendo las células del hospedador, estableciéndose 

frecuentemente como una infección latente en los ganglios sensitivos (Quinn et al., 2011; Donald, 

Zachary 2007). Fue reconocido en la mitad de los años 60, asociándose 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 infección 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 

infección latente de por vida, con reactivaciones periódicas asociadas a cuadros de estrés o 

inmunosupresión, tal como el hacinamiento o la preñez (Barr, 2014), e incluso puede inducirse un 

recrudecimiento viral por el uso de corticoides (Jubb et al., 2013).El predecir un comportamiento 

clínico es difícil y complejo (Ronsse et al. 2005), siendo un problema de mayor importancia en los 

criaderos (Nöthling et al., 2008). 

El diagnóstico de la infección por HVC -1 en neonatos es complicado, la necropsia de los cachorros 

usualmente es requerida (Barr, 2014). El diagnóstico de la infección subclínica es serológico, 

mediante ensayos de suero neutralización o ELISA, los cuales han mostrado alta sensibilidad a la 

detección de anticuerpos para HVC-1 (Côte et al., 2010). La especificidad de la prueba de ELISA es 

subestimada; la seroneutralización detecta sólo anticuerpos neutralizantes mientras que una 

prueba de ELISA es capaz de detectar anticuerpos específicos no neutralizantes (Côte et al., 2010). 

Como método de diagnóstico, ELISA tiene ventajas importantes sobre otras pruebas serológicas, 

como el proveer resultados fácilmente cuantificables, ser fácil de realizar y de estandarizar (Daltro 

et al., 2011), no depender del manejo de un cultivo celular y ser menos afectado por la 

contaminación bacteriana de las muestras (Yeşilbağ et al., 2012). Es considerado uno de los 

métodos serológicos de elección para diagnóstico del HVC-1 y es ampliamente usado en otros 

países (Pratelli et al., 2014).El diagnóstico definitivo es a través del aislamiento viral, por 

inmunofluorescencia o la detección del ADN genómico por PCR de los tejidos afectados (Jubb et 

al., 1991). 
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El HVC-1 está presente en muchos países y la prevalencia de anticuerpos contra este virus varía 

desde un 6% hasta un 90% (Nöthling et al., 2008). Recientemente se han realizado estudios 

respecto al HVC-1 que demuestran su presencia en México, llegando a encontrar una 

seropositividad del 87% en una población de perros, por medio una prueba comercial de ELISA 

sólo disponible en Europa, implicando altos costos de tiempo y dinero para su importación legal al 

País (Valdivia, 2015). 

La transmisión del HVC-1 entre perros infectados y susceptibles generalmente ocurre por la ruta 

oro-nasal y está 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 (YeŞilbağ y col. 2012).  

3.-MARCO TEÓRICO. 

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 extensión 

local de las lesiones de la infección en humanos (Quinn et al., 2011). Dentro de este grupo de virus 

hay una gran variación en las propiedades biológicas incluyendo el potencial patógeno y 

oncogénico. Los Herpesvirus son morfológicamente similares, con una doble cadena de DNA y una 

cápside icosahédrica con 162 capsómeros, rodeada de una zona granular compuesta de proteínas 

globulares (tegumento) y por una envoltura lipídica que presenta espículas, 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 diámetro de la partícula viral oscila entre 150 y 200 nm 

(Galosi, 2007). Su genoma es grande (125-290 kilobases) y codifica diferentes proteínas con varias 

funciones incluyendo la replicación del virus, proteínas estructurales y una variedad de proteínas 

que regulan el crecimiento celular y modulan la respuesta antiviral del hospedador (Wilkes et al., 

2013). Los viriones del Herpesvirus son frágiles y sensibles a los detergentes y solventes lipídicos, e 

inestables en el ambiente (Quinn et al., 2011). La presencia de la envoltura, constituida por 

lipoproteínas y glicoproteínas, hace que sea sensible a la acción de agentes físicos (calor) y 

químicos como el éter, el cloroformo y los desinfectantes comunes (Pierson et al., 1998). 
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Ciclo replicativo del Herpesvirus. 

Los Herpesvirus entran en las células, fusionándose con la membrana plasmática. Su replicación y 

su encapsidación ocurren dentro de la célula, obteniendo su envoltura por gemación, a través de 

la capa interior de la envoltura nuclear. Los cuerpos de inclusión intranucleares son una 

característica de la infección (Quinn et al., 2011; Wilkes, 2013; Retamal et al.; 2014). Sin embargo, 

está poco claro si esta envoltura es retenida o si la fusión 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 producción de anticuerpos 

neutralizantes (Ortuño, 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 cápside, recubierta con algunas proteínas del 

tegumento, saldría del núcleo 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 

núcleo, los genes virales se expresan secuencialmente con la transcripción de genes 

inmediatamente tempranos (α), tempranos (β) y tardíos (γ). La producción del virus a su vez 

requiere la replicación del material genético viral el cual se encapsida en el núcleo y se recubre 

parcialmente por proteínas 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 

Figura 1. Estructura del Herpesvirus 
(http://www.losmicrobios.com.ar/microbios/?page_id=1349). 

http://www.losmicrobios.com.ar/microbios/?page_id=1349
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Golgi, adquiriendo sus glicoproteínas de la superficie. Finalmente, el virión abandona la célula por 

exocitosis (Retamal et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

La muerte de la célula infectada se da con la salida del virus de la misma. La extensión de la 

infección ocurre a través de puntos en los que las células no están en contacto con los anticuerpos 

neutralizantes en la sangre o en el fluido intersticial. Es característico que ocurra una infección 

latente de por vida con el recrudecimiento posterior y excreción intermitente o continua del virus 

(Wilkes et al., 2013). 

Los Herpesvirus no sobreviven fuera del hospedador. Su transmisión requiere contacto cercano, 

aunque puede darse por esparcimiento de secreciones respiratorias en las instalaciones de 

poblaciones confinadas. El virus puede sobrevivir más tiempo en congelación y en ambientes 

húmedos, pero los animales con infección latente sirven como reservorio para la transmisión 

(Wilkes et al., 2013). 

Familias de los Herpesvirus. 

Los Herpesvirus han sido asignados en tres familias: Herpesviridae, con más de 100 virus, que 

incluye a los herpes de las aves, de los mamíferos 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.   

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



 

11 
 

 

La familia Herpesviridae consiste en tres subfamilias: 

A. Alfaherpesvirinae. Virus altamente citopáticos en cultivo celular, ciclo reproductivo corto 

(24 horas generalmente), infecciones latentes frecuentes en los ganglios sensoriales. 

B. Betaherpesvirinae. Virus con ciclo de replicación largo, causan citomegalia celular 

(citomegalovirus) y se establecen en varios tejidos, incluyendo glándulas secretoras y 

tejido linforeticular. 

C. Gammaherpesvirinae. Virus linfotrópicos (linfocitos T), se replican en células 

linfoblastoides, crean infecciones líticas en células epiteliales y fibroblásticas, y la latencia 

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

Todos los miembros Herpesvirus comparten características antigénicas, aunque no de 

especificidad de hospedador (Ortuño, 2014; Craig, 2012). 

Herpesvirus de delfín (HVD). 

Los Herpesvirus están ampliamente diseminados en la naturaleza. Se han encontrado cetáceos 

infectados con el virus a través de distintas técnicas, presentando lesiones que varían de 

localización y severidad. Se han observado partículas virales por medio de microscopia electrónica 

obtenidas de lesiones en piel de belugas (Delphinapterus leucas), en delfines naríz 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 

transmisión del virus en estas especies está 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 

inclusión intranucleares eosinofílicos en múltiples órganos de delfines naríz 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 está restringido a perros 

domésticos y salvajes, teniendo una distribución mundial, y alta seroprevalencia en los primeros. 

Causa una infección sistémica fatal en los cachorros y una leve infección 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 está involucrado en el síndrome 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 neutralización cruzada entre el HVC-1 y los virus del Herpes simplex (HVS), virus de la 

Pseudorabia (PRV) o con el virus de la Rinotraqueítis Infecciosa Bovina (IBR), sin embargo, 

aparentemente tiene relación antigénica con los virus Herpes simplex. Solo un serotipo del HVC-1 

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

Transmisión. 

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

venérea (Wilkes et al., 2014). 

 

 

Los Herpesvirus son altamente específicos 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). 

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

Los cachorros menores de 4 semanas de edad pueden tener una enfermedad generalizada debido 

a la propagación hematógena del virus, produciendo vasculitis necrotizante principalmente en 

riñones, hígado y pulmones. Puede haber congestión pulmonar y edema, esplenomegalia, 

linfadenitis y meningoencefalitis no supurativa. Hay hemorragias petequiales y equimóticas 

dispersas en el tejido subseroso, las cuales generalmente constituyen la característica 

macroscópica más notoria de la enfermedad (Jubb et al., 1991). Existen cuerpos de inclusión 

intranucleares basofílicos y algunos son levemente acidofílicos; pueden estar presentes en células 

de las áreas adyacentes a las lesiones necróticas, especialmente en el hígado (Jubb et al., 1991; 

Wilkes et al., 2014). Las lesiones vasculares varían desde la tumefacción endotelial a la infiltración 

mononuclear (Jubb et al., 1991). Se han descubierto lesiones menos severas en el estómago, 

páncreas, glándulas adrenales, omento, retina y miocardio. Los linfonodos y el bazo han mostrado 

hiperplasia reactiva de los elementos fagocíticos mononucleares.  Han sido descritas lesiones 

necróticas multifocales en la placenta y en los cachorros que adquieren la infección in útero (Craig, 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

cesárea 31 días después de la infección IV experimental con HVC-1 (Craig, 2012). 
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D C 
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Signos. 

Los cachorros afectados dejan de alimentarse, muestran signos de dolor abdominal y mueren a los 

pocos días (Jubb et al. 1991; Quinn et al. 2011). Los cachorros que reciben anticuerpos del calostro 

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

La infección primaria en perros adultos por HVC-1 es frecuentemente subclínica 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 infección 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 típica en perros adultos inmunocompetentes. Los anticuerpos neutralizantes se 

desarrollan en perros inoculados con HVC-1 y son detectables después del día 7 pos inoculación, 

mismos que van decayendo y persisten durante 8 meses, registrando títulos pico al día 21. La 

reactivación del HVC-1 en cachorros experimentalmente infectados, ha sido demostrada con la 

administración de corticosteroides. La latencia se establece en neuronas de los ganglios 

sensoriales (Wilkes et al., 2014). 

Diagnóstico. 

Más del 75% de las muertes de los cachorros ocurre antes de la tercera semana de vida, y la 

mayoría se producen durante la primera semana. Las causas que pueden llevar a esto son muy 

variadas, pero en general, hay falta de diagnóstico de cuáles son las verdaderas causas de las 

enfermedades o muertes neonatales (Valera, 2017).  

La determinación de la infección por HVC-1 en cachorros depende de la información obtenida en 

la historia clínica, la exploración física y los cambios patológicos. Las anormalidades hematológicas 

y bioquímicas no son específicas (Galosi, 2007). 

El aislamiento viral es la técnica considerada “de oro” y se realiza inoculando material proveniente 

de órganos infectados con el virus, obtenidos durante la necropsia y /o hisopados genitales o 

nasales, sobre células de línea MDCK o cultivos primarios de origen canino. Se observan 

diariamente los cultivos inoculados hasta confirmar la aparición de efectos citopáticos (ECP). El 

aislamiento viral comúnmente se obtiene de glándulas adrenales, riñones, pulmones, bazo, 
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linfonodos e hígado. 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 identificación del agente se realiza por inmunofluorescencia, por 

técnicas inmunohistoquímicas o por sus patrones de restricción de ADN. La prueba de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) se aplica en la detección de ADN viral a partir de los órganos 

afectados. La determinación serológica de anticuerpos por la técnica de neutralización es 

considerada de referencia para la virosis aunque en algunos países se utiliza también la inhibición 

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

Diversas posturas se han presentado en relación al diagnóstico del HVC-1 utilizando una prueba de 

ELISA. Puesto que los variantes serológicos 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 metodología de muestreo y reduciendo la carga viral durante la latencia: los resultados 

falsos positivos pueden ocurrir por la alta prevalencia de perros clínicamente saludables que son 

portadores del virus (Craig, 2012). Las pruebas de ELISA son flexibles a su automatización y tiene 

una sensibilidad superior, pero su validez en los resultados es altamente dependiente de la 

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

Prevención y tratamiento. 

La imagen mixta, clínica y subclínica, ha demostrado que el HVC-1 tiene un comportamiento 

complejo y difícil de predecir (Ronsse et al., 2005). La temperatura óptima de la replicación viral es 

aproximadamente de 33°C (Wilkes et al., 2013), por lo que se debe considerar el remover o 

separar a los animales infectados, además de proveer un ambiente cálido a los cachorros (Ronsse 

et al., 2005), aunque esto último resulta poco efectivo una vez adquirida la enfermedad. Bajo 

condiciones experimentales en las que su temperatura ha sido elevada artificialmente antes de la 

exposición al virus, los cachorros han reducido su mortalidad, existen signos clínicos menos 

severos y mínimos cambios patológicos (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 infección 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 días con tratamiento de Aciclovir (De Palma et al., 2010). 

Estudios rigurosos son necesarios para determinar la prevalencia de la infección por HVC-1. La 

vacunación de rutina fue propuesta para tomar control de la infección, especialmente en criaderos 

(Acar y col. 2009); la inmunización pasiva ha demostrado reducir la mortalidad en perros 

expuestos o afectados. Vacunas con virus vivo presuntamente atenuado pueden llegar a 

establecer una infección latente. La inmunización con una vacuna comercial inactivada en Europa 

ha demostrado provocar el incremento cuádruple en los títulos neutralizantes del virus en muchos 

de los perros vacunados, pero no parece proveer una protección larga (Craig, 2012). La baja 

prevalencia de los brotes clínicos 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 población 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 clínicos las 

acciones a realizar se conducen a aliviar la sintomatología y a tomar medidas de prevención en los 

criaderos utilizando un correcto manejo sanitario y minimizando las condiciones de estrés (Galosi, 

2007). 

Técnica de ELISA. 

ELISA (ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas) es una técnica para detectar y cuantificar 

sustancias tales como péptidos, proteínas, anticuerpos y hormonas. En un ELISA, un antígeno debe 

ser inmovilizado en una superficie sólida y luego un complejo con un anticuerpo que está unido a 

una enzima lo reconocerá. La detección se lleva a cabo mediante la evaluación de la actividad de la 

enzima conjugada a través de la incubación con un sustrato para producir un producto medible. El 

elemento más importante de la estrategia de detección es una interacción altamente específica 

antígeno-anticuerpo (Thermo Scientific, 2016). Los conjugados enzimáticos son antígenos o 

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

El diagnóstico definitivo de una enfermedad infecciosa es completado a través de la demostración 

e identificación del agente causal, mediante procedimientos de cultivo y aislamiento. Sin embargo, 

se han logrado diagnósticos adecuados cuando las técnicas serológicas son utilizadas en 

combinación con la observación clínica y la historia epidemiológica (Wright et al., 1993). Los 
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inmunoensayos se han convertido en uno de los métodos más comunes en el diagnóstico clínico y 

en la investigación (YeŞilbağ et al., 2012). 

Dentro de los procedimientos inmunológicos, los más útiles y prácticos son aquellos que se basan 

en la especificidad de la unión entre el antígeno (Ag) y el anticuerpo (Ac). La propiedad que tienen 

las inmunoglobulinas de unirse a un Ag, la especificidad de esta unión y el hecho de que puedan 

ser visualizados por los fenómenos de precipitación, aglutinación y otros mecanismos indirectos 

(marcaje con fluoresceína, con radioisótopos o con enzimas) hacen que estos métodos sean 

empleados ampliamente. El principio básico de cualquier técnica inmunoquímica es el que un 

anticuerpo específico se unirá con un antígeno específico, para dar un complejo anticuerpo-

antígeno exclusivo (Calderon, 2007). 

Los antígenos y anticuerpos interactúan por complementariedad espacial y no por uniones 

covalentes. La asociación específica del antígeno y el anticuerpo es dependiente de los puentes de 

hidrogeno, las interacciones hidrofóbicas, fuerzas electrostáticas y las fuerzas de van der Waals; 

por lo general solo son efectivas en distancias cortas. Los antígenos pueden ser reconocidos por 

múltiples 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 unión. Pero por otro lado, hay que considerar que 

los antígenos naturales suelen tener más de un tipo de determinante antigénico (Calderón, 2007). 

 

 

 

 

 

 

Los marcadores enzimáticos más comúnmente utilizados son la peroxidasa de rábano (HRP) y la 

fosfatasa alcalina (AP).  La elección del sustrato depende de la sensibilidad del ensayo requerida y 

la instrumentación disponible para la señal de detección (espectrofotómetro, fluorímetro o 

Figura 5. Unión Ag-Ac por complementariedad 
(http://media.opencurriculum.org/articles_manual/ck12_biology/immune-

response/4.png). 

http://media.opencurriculum.org/articles_manual/ck12_biology/immune-response/4.png
http://media.opencurriculum.org/articles_manual/ck12_biology/immune-response/4.png
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luminómetro), aunque se puede convertir en un ensayo tanto cualitativo como cuantitativo, de 

acuerdo al propósito del estudio (Thermo Scientific, 2016). La técnica se lleva a cabo típicamente 

en placas de poliestireno de 96 pozos, en las que pasivamente se unen anticuerpos y proteínas. El 

poliestireno es el material ideal debido a que su estructura química lo hace un material 

naturalmente hidrofóbico, lo que permite la adsorción pasiva de un gran número de biomoléculas 

por enganche covalente (Barrera, 2014). 

Para controlar la actividad de los anticuerpos en los inmunoanálisis, es importante tener en cuenta 

las propiedades fisicoquímicas que estabilizan la estructura proteica, parámetros como pH, fuerza 

iónica, temperatura y adición de agentes deshidratantes o disolventes orgánicos. Se utilizan 

soluciones amortiguadoras para diluir las muestras o como diluyente, esto mantiene el pH de la 

reacción y la concentración iónica apropiada (Barrera, 2014). 

Es esta unión y la inmovilización de los reactivos, que hace a una prueba de ELISA tan fácil de 

diseñar y llevar a cabo. Aunque la técnica también se puede realizar en una fase sólida en la cual 

se inmoviliza el antígeno o el anticuerpo que va a ser detectado. En un ELISA de fase líquida, se 

pueden emplear varias técnicas dependiendo del objetivo del ensayo y de los materiales con los 

que se cuente: 

 ELISA directo. El anticuerpo marcado reconoce al antígeno adherido a la placa. 

 ELISA indirecto. El anticuerpo marcado reconoce al anticuerpo que se ha unido al antígeno 

adherido a la placa. 

 ELISA sándwich. El anticuerpo marcado se une al antígeno que se inmovilizó por su unión 

al anticuerpo adherido a la placa. 

 ELISA competitiva. Se adhiere un anticuerpo a la placa y luego se añaden diferentes 

antígenos (marcados y no marcados) para que se de la unión competitiva hacia el 

anticuerpo. 
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Algo importante en cualquier ensayo serológico es la determinación del límite diagnóstico. El 

punto de corte determina un estado reactor positivo o negativo, y dependerá de la aplicación 

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 serológicas 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 serológicos para demostrar su prevalencia en diferentes países del mundo (Cuadro 1).

Figura 6.Tipos de ELISA 

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

 

https://www.linkedin.com/pulse/all-you-need-know-elisa-learn-buy-experiment-innovate-biotech-kart
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Cuadro 1. Seroprevalencias del HVC-1 encontradas en diferentes países (Valdivia, 2012). 

AÑO REFERENCIA PAÍS POBLACIÓN 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. 
2- Caninos con problemas 
reproductivos. 

1-12% 
2-39.1% 

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

1-2.8% 
2-12% 

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

1-0.5% 
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 Japón Muestreo aleatorio 26.2% 

1989-
1991 

Poulet y Dubourget 
1993 

Francia Caninos de criadero 15.5% 

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

1-28% 
2-58% 

1997-
1998 

Rijsewijk et al. 1999. Holanda Caninos particulares 39.3% 

1998 Reading y Field 1998. Reino 
Unido 

Caninos particulares 88% 

1998 Lacheretz y Cognard 
1998. 

Francia Caninos con problemas 
reproductivos 

43% 

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

46.1 
% 

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

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

2005 Góngora 2005 Perú Muestreo aleatorio 32% 

2007 Dahlbom 2007 Finlandia 1-Caninos con problemas 
reproductivos. 
2- Caninos sin problemas 
reproductivos. 

1-100% 
 

2-65% 

2008 Nôthling et al.2008 Sudáfrica Caninos de criadero 22% 

2009 Engelbrecht 2009 Dinamarca Población específica 26.4% 

2009 Abuzer 2009 Turquía Raza Kangal 71.8% 

2010 Babael 2010 Irán 1-Caninos particulares 
2-Caninos de criadero 

1-19.1% 
2.22.9% 

2012 Yesilbag 2012. Turquía Muestreo aleatorio 62.1% 

2013 Musayeba 2013 Lituania 1-Caninos particulares. 
2-Caninos de criadero. 

1-11% 
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 diagnóstico morfo-patológico e histopatológico sugirieron infección 

por Herpesvirus canino (Briones, 2014). En ese mismo año, otro estudio realizó la identificación de 

las partículas virales empleando conjugados inmunofluorescentes desarrollados para canino. La 

reacción positiva y negativa en los controles, confirmaron que se trataba de un Herpesvirus. Se 

determinó que el HVD cruza antigénicamente con el HVC-1, observando inmunofluorescencia 

positiva al infectar células de la línea MDBK con Herpesvirus aislados de delfín (48 horas post 

infección), utilizando un conjugado inmunofluorescente para HVC-1 (Ortuño, 2014) (Figura 7). 

Para el 2015 se obtuvo un 87% de positividad serológica de anticuerpos de la clase IgG contra 

HVC-1 (mediante la técnica de ELISA), en una población muestreada de 100 caninos de criaderos 

cercanos a la FES-C, empleando una prueba comercial sólo disponible en Europa. Además, se logró 

el aislamiento de cuatro cepas virales de HVC-1, así como su identificación por medio de reacción 

en cadena de la polimerasa, inmunofluorescencia directa y microscopia electrónica de transmisión 

(Valdivia, 2015). 

 

 

 

 

Al comparar las propiedades de crecimiento en cultivos celulares entre el HVC-1 y HVD, se observó 

una alta frecuencia de lisis en el virus de delfín, pero en el virus de canino la lisis es muy baja y el 

ciclo de latencia es aparentemente muy alto. Por ello la obtención de partículas virales de HVC-1 

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

Figura 7.  Inmunofluorescencia directa con conjugado 
de Herpesvirus canino. (Ortuño, 2014). 
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5. -JUSTIFICACIÓN. 

El HVC-1 se ha asociado a la muerte de cachorros de perros de compañía a temprana edad, 

teniendo un mayor impacto en los criaderos, donde las pérdidas económicas 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 

que han demostrado la presencia del virus en el país y no se cuenta con pruebas diagnósticas 

accesibles, teniendo como única opción la importación de las mismas desde Europa, lo que implica 

altos costos. Para desarrollar pruebas diagnósticas de esta enfermedad puede llegar a ser 

requerida la experimentación en perros para la obtención de controles que apoyen la realización 

de las mismas. En este trabajo se propone el desarrollo de una prueba de ELISA para HVC-1 como 

herramienta diagnóstica, utilizando como alternativa una cepa de Herpesvirus de delfín aislado en 

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

 La cepa 001 de Herpesvirus de delfín (HVD), aislado en México, puede utilizarse para 

sensibilizar una prueba de ELISA indirecta en fase líquida para el diagnóstico del 

Herpesvirus canino 1 en perros. 

7.-OBJETIVOS. 

GENERAL: 

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

delfín (HVD) aislado en México, para el diagnóstico del Herpesvirus canino 1. 

PARTICULARES: 

 Comparar la reacción de los sueros de perro en contra del antígeno Herpesvirus de delfín 

(HVD) en la prueba de ELISA indirecta. 

 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.-METODOLOGÍA. 

El siguiente trabajo se desarrolló en el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana (L-3) de la Unidad 

de Investigación Multidisciplinaria de la FESC Campo 4, y en el Laboratorio de Patogenicidad 

Microbiana (L-2) de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) de la 

FESC, Campo 4. 

Antígeno para la sensibilización. 

Como antígeno se utilizó la cepa 001 del Herpesvirus de delfín (HVD) aislado en México, cultivado 

en células de riñón de bovino (MDBK); se usó también un cultivo de células MDBK sin infectar 

como control, el cual fue lisado por medio de congelación y descongelación; ambos fueron 

proporcionados por el Dr. Guillermo Valdivia Anda. 

Se determinó la concentración de proteínas del cultivo infectado y del cultivo sin infectar; 

mediante una micro técnica con el método de Bradford, realizando soluciones de albúmina 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/ml y 0.078 mg/ml). 

Dilución para el antígeno. 

Se sensibilizó la placa con 50 µl 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. Sensibilización de la placa. 

 Dilución del antígeno 

 (1:1) 
 

(1:2) 
 

(1:4) 
 

(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 delfín, MDBK.-lisado de células de riñón de bovino. 
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Se agregó a todos los pozos 50 µl del buffer de carbonatos y se incubó la placa a 4°C durante toda 

la noche; después se lavó la placa dos veces con 300 µl de la solución de lavado por 5 minutos; 

posteriormente se lavó con 300 µl de agua destilada por 5 minutos. 

Se bloqueó la placa con 150 µl de BSA al 3% y 150 µl de buffer de carbonatos, a 4°C durante toda 

la noche; finalmente la placa se lavó como fue descrito anteriormente, se secó y se guardó a 4°C 

hasta su posterior uso.  

Se agregaron 100 µl del suero A (mezcla de sueros de perro, 4 individuos clínicamente sanos): sin 

diluir, a las filas A y B; diluido 1:10, a las filas C y D; diluido 1:20, a las filas E y F; y diluido 1:40, a las 

filas G y H. Se incubó la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavó. Se agregaron a todos los pozos 

100 µl del conjugado (Anti IgG de perro (molécula completa) – anticuerpo peroxidado producido 

en conejo, SIGMA®) diluido 1:5000 en PBS 1X. Se incubó la placa a 37°C durante 1 hora y luego se 

lavó. 

A todos los pozos se les agregó 100 µl del cromógeno (2.5 ml solución reguladora de citratros + 5 

mg O-fenilenediamina + 20 µl peróxido de hidrógeno) y se incubó la placa a temperatura ambiente 

en la oscuridad durante 15 minutos. La reacción se detuvo con 50 µl de la solución de paro. La 

lectura de la placa se realizó a 490 nm en lector de ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®). 

Dilución para el conjugado. 

Se bloqueó una placa con 150 µl de buffer de carbonatos y 150 µl de BSA al 3%; de los pozos A1-B1 

hasta los pozos A5-B5; 150 µl de PBS 1X y 150 µl 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 lavó dos veces 

con 300 µl de la solución de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavó con 300 µl de agua 

destilada por 5 minutos. Se agregó a todos los pozos 100 µl del suero A diluido 1:40 en PBS 1X. Se 

incubó la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavó como se describió anteriormente, se secó y 

se guardó a 4°C hasta su posterior uso. 

Se agregó a todos los pozos 100 µl 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. Distribución del conjugado en la placa. 

 Dilución del conjugado  

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
1:5000 1:10000 1:15000 1:20000 1:25000 1:5000 1:10000 1:15000 1:20000 1:25000 

Sólo 
PBS 1X B 

PBS.-Buffer Salino de Fosfatos. 

Se incubó la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavó. Se agregaron 100 µl del cromógeno (2.5 

ml solución reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 20 µl peróxido de hidrógeno) y la 

placa fue incubada a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 minutos, deteniendo la 

reacción con 50 µl de la solución de paro.  Se realizó la lectura de la placa a 490 nm en lector de 

ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®). 

Dilución para el suero. 

Se sensibilizó una placa con 50 µl de PBS 1X y 50 µl del suero A diluido 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 en 

PBS 1X: del pozo A9 al pozo A12 sólo se agregó 100 µl de PBS 1X (Cuadro 4). 

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

 Dilución del suero 

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1:10 1:20 1:40 1:80 1:10 1:20 1:40 1:80 Sólo PBS 1X 

Se incubó la placa a 4°C durante toda la noche y después se lavó dos veces con 300 µl de la 

solución de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavó con 300 µl de agua destilada por 5 

minutos. Se bloquearon todos los pozos con 150 µl de BSA al 3% y 150 µl de buffer de carbonatos. 

Se incubó la placa a 4°C durante toda la noche. Se lavó como se describió anteriormente, se secó y 

se guardó a 4°C hasta su posterior uso. 

Se agregó 100 µl 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 incubó la placa a 

37°C durante 1 hora. Se lavó la placa como se describió anteriormente y se agregó a todos los 

pozos 100 µl del cromógeno (2.5 ml solución reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 

20 µl peróxido de hidrógeno). La placa fue incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos 

en la oscuridad. Se detuvo la reacción agregando 50 µl de la solución de paro. Se realizó la lectura 

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

Se sensibilizó una placa con 50 µl de HVD y MDBK en diluciones 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 en 

PBS 1X, distribuidas de la columna 1 a la 6. Se agregó 50 µl de buffer de carbonatos a todos los 

pozos y se incubó la placa a 4°C durante toda la noche. Después se lavó la placa dos veces con 300 

µl de la solución de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavó con 300 µl de agua destilada por 

5 minutos. Se bloqueó con 150 µl de BSA al 3% y 150 µl de buffer de carbonatos, seguido de una 

incubación a 4°C durante toda la noche; se lavó la placa como se describió anteriormente, se secó 

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

Se agregó 100 µl 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 dejó incubar la placa a 37°C durante 1 hora y 

luego se lavó como se describió anteriormente. Se agregó a todos los pozos 100 µl 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 durante 1 hora. Se lavó la placa y se 

agregó a todos los pozos 100 µl del cromógeno (2.5 ml solución reguladora de citratros + 5 mg O-

fenilenediamina + 20 µl peróxido de hidrógeno). Se incubó la placa a temperatura ambiente en la 

oscuridad durante 15 minutos, y se detuvo la reacción agregando 50 µl de la solución de paro. Se 

realizó la lectura de la placa a 490 nm en lector de ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®). 

Dilución antígeno-suero-conjugado. 

Se sensibilizó una placa con 50 µl 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, únicamente se agregaron 50 µl 

de PBS 1X. A todos los pozos se les agregó 50 µl de buffer de carbonatos, y la placa fue incubada a 

4°C durante toda la noche. Después se lavó la placa dos veces con 300 µl de la solución de lavado 

por 5 minutos; posteriormente se lavó con 300 µl de agua destilada por 5 minutos. Se bloqueó con 

150 µl de BSA al 3% y 150 µl de buffer de carbonatos, excepto de las filas G9 y H9 hasta G12 y H12, 

a las que únicamente se les agregó 150 µl de PBS 1X y 150 µl de buffer de carbonatos. La placa fue 

incubada a 4°C durante toda la noche y después se lavó como se describió anteriormente, se secó 

y se guardó a 4° hasta su posterior uso.  Se agregó 100 µl del suero A diluido 1:30, 1:60 y 1:120 en 

PBS 1X (Cuadro 5). 
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Cuadro 5. Distribución de las diluciones del suero en la placa. 

 

PBS.-Buffer Salino de Fosfatos. 

La placa se incubó a 37°C durante 1 hora y luego se lavó. Se agregó a todos los pozos 100 µl 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 sólo se les 

agregó PBS 1X. Se incubó la placa a 37°C durante 1 hora y después se lavó. Se agregó 100 µl del 

cromógeno (2.5 ml solución reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 20 µl peróxido de 

hidrógeno) a todos los pozos. La placa se incubó a temperatura ambiente por 15 minutos en la 

oscuridad, deteniendo la reacción con 50 µl de la solución 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 sensibilizó con 50 µl de HVD y MDBK diluidos 1:20, de la columna 1 a la 12, de la fila A 

hasta la H alternando cada uno entre filas. Se agregó a todos los pozos 50 µl del buffer de 

carbonatos y la placa fue incubada a 4°C toda la noche. Después se lavó la placa dos veces con 300 

µl de la solución de lavado por 5 minutos; posteriormente se lavó con 300 µl de agua destilada por 

5 minutos. Se bloqueó con 150 µl de BSA al 3% más 150 µl de buffer de carbonatos, dejando la 

placa en incubación a 4°C toda la noche. Se lavó la placa como se describió anteriormente, se secó 

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

Se agregó a todos los pozos, 100 µl de 42 de los sueros utilizados en la prueba de ELISA comercial 

EVL (Valdivia Lara, 2005), en dilución 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).  

 Dilución del suero 

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
1:30 

B 

C 
1:60 

D 

E 
1:120 

F 

G 
1:30 1:60 1:120 PBS 1X 

H 
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Cuadro 6. Distribución de los sueros control. 

 Suero utilizado (Número de identificación) 

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1 5 9 13 17 21 25 29 34 39 45 Control + 
1:30 B 

C 2 6 10 14 PBS 1X 22 26 30 35 40 46 Control – 
1:30 D 

E 3 7 11 15 PBS 1X 23 27 31 36 41 47 Control + 
1:90 F 

G 4 8 12 16 20 24 28 32 37 42 48 Control – 
1:90 H 

PBS.- Buffer Salino de Fosfatos. 

Se dejó incubar la placa a 37°C por 1 hora y se lavó como se describió anteriormente. Se agregaron 

a todos los pozos, 100 µl 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 lavó la placa y se agregó a todos los pozos 100 µl del cromógeno (2.5 ml 

solución reguladora de citratros + 5 mg O-fenilenediamina + 20 µl peróxido de hidrógeno), 

dejando la placa en incubación a temperatura ambiente por 15 minutos en la oscuridad, 

deteniendo la reacción con 50 µl de la solución de paro. Se realizó la lectura a 490 nm en lector de 

ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems®). 

9.-RESULTADOS. 

Resultados: antígeno para la sensibilización. 

Cuadro 7. Absorbancia para los antígenos. 

 

 

 

 Antígenos 

 HVD MDBK 

Absorbancia 1.791 1.81 
Valor de absorbancia en D.O. 



 

30 
 

Gráfica 1. Curva para determinación de proteínas. 

 

Se muestra ecuación para la curva. 

 

Con base en la gráfica obtenida de las diluciones de BSA, se calculó la concentración de proteínas; 

para HVD se calculó 2.39 mg/ ml de proteínas; para el cultivo MDBK se calculó 2.46 mg/ml de 

proteínas totales. 

Resultados: dilución para el antígeno. 

Cuadro 8. Absorbancias para diferentes diluciones de los antígenos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.1736x + 0.8379
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BSA mg/ml

Absorbancia para diferentes concentraciones de BSA. 

mg/ml

Lineal (mg/ml)

 

  Dilución del antígeno  

 

  
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 

Dilución del suero 

 

A
b

so
rb

an
ci

a 

HVD 2.288 3.026 2.129 2.940 2.598 2.262 1:1 
MDBK 2.009 1.841 1.880 2.930 2.996 2.068 

 

HVD 1.752 1.501 1.432 1.553 1.812 1.870 1:10 
MDBK 1.845 1.802 1.818 1.864 1.839 1.912 

 

HVD 1.390 1.321 1.377 1.332 1.410 1.295 1:20 

MDBK 1.615 1.536 1.518 1.541 1.585 1.447 

 

HVD 1.251 1.267 1.235 1.239 1.294 1.266 1:40 

MDBK 1.424 1.405 1.336 1.370 1.395 1.269 

HVD.- Herpesvirus de delfín, MDBK.-lisado de células de riñón de bovino.  
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Para análisis de los resultados, se calcularon correlaciones de las absorbancias obtenidas, con base 

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

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

mayor correlación positiva con dilución 1:10 del suero, indicando que la dilución del antígeno es 

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

células, se dio cuando la dilución del suero fue de 1:1 y la del antígeno 1:2. 

Se determinaron las correlaciones con base en la dilución ascendente de los antígenos: 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 indicó que la absorbancia es inversamente proporcional a la dilución realizada 

del suero, al existir una fuerte correlación negativa. 

Resultados: dilución para el conjugado. 

Cuadro 9. Absorbancias para diferentes diluciones del conjugado. 

 Dilución del conjugado 

 
1:5000 1:10000 1:15000 1:20000 1:25000 1:5000 1:10000 1:15000 1:20000 1:25000 

PBS 
1X 

Absorbancia 0.182 0.090 0.096 0.096 0.093 1.090 0.873 0.474 0.351 0.215 0.78 

1.000
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2.000

2.500

3.000

DIRECTO 1:10 1:20 1:40
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a 
a 

49
0 

n
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Dilución del suero

Absorbancia para diferentes diluciones de los 
antígenos (HVD, MDBK) y del suero.

HVD

MDBK

HVD 1:2

MDBK 1:2

HVD 1:4

MDBK 1:4

HVD 1:8

MDBK 1:8

HVD 1:16

MBDK 1:16

HVD 1:32

MDBK 1:32

Gráfica 2. Relación de la absorbancia con la dilución del antígeno. 
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Gráfica 3. Relación entre el bloqueo de la placa y la dilución del conjugado. 

 

Se calcularon correlaciones de los resultados obtenidos: cuando se usó bloqueo, c= -0.687; y 

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

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

una dilución 1:10000 del conjugado, siendo mayor la reacción y absorbancia con ésta. 

Resultados: dilución para el suero. 

 Cuadro 10. Absorbancias para diferentes diluciones del suero.  

 
Dilución del suero 

 

1:10 1:20 1:40 1:80 Sólo conjugado Cromógeno 

Absorbancia 
1.728 1.525 1.312 1.100 0.122 0.070 

 

Gráfica 4. Relación entre absorbancia y la dilución del suero. 
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Para el análisis de resultados se calculó una correlación c= -0.96, indicando que la absorbancia fue 

inversamente proporcional a la dilución del suero. El bloqueo de la placa continuó siendo efectivo. 

Resultados: dilución antígeno-suero. 

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

  Dilución del antígeno  

 Dilución  
del suero 

1:2 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 
A

b
so

rb
an

ci
a 

1:20 
2.260 2.404 2.267 2.260 2.333 1.481 HVD 

2.322 2.297 2.242 2.235 2.286 1.451 MDBK 

1:40 
1.788 1.784 2.005 1.955 1.771 1.703 HVD 

1.944 1.984 2.033 1.913 1.844 1.867 MDBK 

1:80 
1.431 1.417 1.415 1.425 1.473 1.589 HVD 

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 

 

Gráfica 5 (A, B, C y D). Relación entre la dilución del antígeno y la dilución del suero. 

 

Se calcularon correlaciones de los resultados, con base en la dilución del antígeno; para HVD fue 

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

-0.80, -0.95 y -0.88 respectivamente. Existió mayor diferencia de absorbancias entre la 
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sensibilización con HVD y con MDBK, cuando el antígeno se diluyó 1:5 y el suero 1: 20. Con esta 

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

cuando la dilución del suero fue ascendente. 

Resultados: dilución antígeno-suero-conjugado. 

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

 

 

Cuadro 13. Absorbancia de los pozos testigo. 

 Pozos testigo 

Antígeno PBS 1X 

Bloqueador 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 más notable (0.354 D.O.) entre HVD y MDBK, fue cuando estos se diluyeron 1:20 y el 

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

proporcionales a las diluciones del antígeno y del suero. El bloqueo siguió siendo efectivo cuando 

se utilizó únicamente 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 calculó la media ( de los resultados considerados como 

negativos con la prueba de ELISA EVL: 

= 0.672; la desviación estándar (δ). 

δ= 0.154  

 Dilución del antígeno 

 HVD y MDBK 

Dilución 
del suero 

1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 

1:30 
1.270 1.062 1.146 1.152 1.029 1.052 

1.229 0.708 1.200 0.972 1.163 0.955 

1:60 
1.099 0.925 0.981 0.893 0.945 0.998 

1.164 1.041 1.099 1.033 0.971 0.900 

1:120 
0.891 0.829 0.782 0.937 0.739 0.714 

1.011 0.913 0.834 0.904 0.686 0.662 
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Después se obtuvo la media de los valores negativos más dos desviaciones estándar para tener 

una confianza del 95 %: 

=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 diagnóstico con la prueba de ELISA comercial y la prueba de ELISA 

estandarizada. 

 Absorbancia  

Identificación 
del suero 
control 

HVD MDBK 
Diferencia 

 entre 
absorbancias 

Diagnóstico 
con ELISA 

EVL 

Diagnóstico 
con ELISA 

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 + - 

7 2.315 1.992 0.323 + + 

8 0.976 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 1.325 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 0.279 0.233 0.046 C C 

20 0.863 0.983 -0.12 + - 

21 0.909 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 + + 

27 0.472 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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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 
ESTANDARIZADA 

POSITIVO NEGATIVO TOTAL 

POSITIVO a= 18 b= 1 19 

NEGATIVO c= 16 d= 7 23 

TOTAL 34 8 n= 42 

 

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

estadística que ajusta el efecto del azar en la proporción de una concordancia observada; 

eliminando el efecto del azar.  

 

31 1.401 1.479 -0.078 + + 

32 0.736 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 + - 

37 0.739 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 + + 

42 1.973 1.88 0.093 + + 

45 1.796 1.617 0.179 + + 

46 2.503 2.486 0.017 + + 

47 0.845 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. 
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Para calcularlo se utilizó la siguiente fórmula:  

𝐾 =
𝐶𝑜 − 𝐶𝑒

1 − 𝐶𝑒
 

 

Donde:  
Co: Concordancia observada:  

(𝑎 + 𝑑)

𝑛
 

 
Ce: Concordancia esperada:  

(𝑎 + 𝑏)(𝑎 + 𝑐)

𝑛2 + 
(𝑐 + 𝑑)(𝑏 + 𝑑)

𝑛2  

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

 
 
 
 

 

 

 

 

También se calculó 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.-DISCUSIÓN. 

Se desarrolló 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 

Tabla 2. Valoración del índice 
kappa. 

Coeficiente 
kappa 

Fuerza de la 
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 
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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 sensibilización con el cultivo celular MDBK sin 

infectar; sin embargo los resultados no reflejan este hecho, al no existir una diferencia 

significativa. El factor dilución del suero es el más influyente puesto que cuando la dilución 

asciende la absorbancia desciende, sin importar que la sensibilización se haya realizado con el 

virus o con el cultivo sin infectar. El antígeno HVD y el cultivo celular MDBK sin infectar; ambos 

fueron sometidos a un proceso físico de lisis mediante la congelación y descongelación, para 

obtener mayor cantidad de partículas virales y sumarlas a las que se encontraban libres en el 

medio del cultivo.  

Una prueba diagnóstica de alta sensibilidad es útil en contextos clínicos donde el hecho de no 

diagnosticar la enfermedad (falsos negativos) genera más problemas que el exceso de diagnóstico 

(falsos positivos) (Briones, 2014). La sensibilidad obtenida se basó en la comparación con la prueba 

de ELISA comercial, dando como resultado un 52.9 %, el cual es un porcentaje bajo además de que 

existió una indiscriminación con los pozos que contenían el cultivo celular sin infectar. Quedó 

demostrado que el bloqueo de la placa es efectivo y que la absorbancia se incrementa cuando se 

utiliza la sensibilización tanto con HVD como con MDBK, sugiriendo una reacción ante estos dos 

elementos antigénicos. 

La partícula madura del Herpesvirus consta de nucleocápside que contiene el genoma viral y las 

proteínas asociadas (core), el tegumento que rodea la nucleocápside y la envoltura viral, la cual es 

derivada de la membrana de la célula del hospedero y en la que están incorporadas las 

glicoproteínas de membrana codificadas por el virus (Ortuño, 2014). La unión del anticuerpo del 

hospedero se da a la partícula viral con una envoltura de procedencia celular, por tal motivo, al 

utilizar un cultivo celular como control, los anticuerpos pudieran interactuar con una unión 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 antígenos utilizados en este trabajo. 

Así mismo, al utilizar los sueros proporcionados por el kit comercial de ELISA (EVL, The 

Netherlands), se evidenció 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 registró una absorbancia menor de 1.0 D.O., siendo 2.5 veces 

menor a la del control positivo, por lo que se consideró no presentó reacción con ninguno de los 

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

usualmente dirigidos en contra de las glicoproteínas 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 países. Durante la evaluación estadística únicamente se encontró relación con el factor de 

raza y criadero, siendo la raza dependiente del criadero en que se muestreaba. Ninguno de los 

factores de presentación clínica (historia de haber presentado traqueo bronquitis infecciosa, 

lesiones cutáneas u oculares, o de haber padecido problemas reproductivos) tuvo una relación 

estadísticamente significativa con el título calculado (Valdivia, 2015).  Este argumento sugiere que 

la mayor parte de la población viral diseminada se encuentra en estado de latencia, o que las 

presentaciones clínicas se encuentren ocasionadas por otras etiologías.  

El aislamiento a partir de las muestras provenientes de cachorros muertos con lesiones sugestivas 

de HVC-1 permitiría contar con un control positivo, debido a que esta enfermedad actualmente no 

está 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 más pruebas; sólo entonces se podrían realizar estudios que ofrezcan 

mayores evidencias sobre la prevalencia del virus en el país. La prueba de ELISA, por su 

sensibilidad, necesita contar con antígenos purificados que aseguren una reproducibilidad 

aceptable (Thermo Scientific, 2016). En este trabajo se utilizó una cepa 001 de HVD aislado en 

México, la cual se obtuvo directamente de un cultivo sin haber sido purificada la partícula viral, 

teniendo como precedente un cruce antigénico con el conjugado inmunofluorescente (Antisuero 

anti-HVC 1 policlonal conjugado a Isotiocianato de fluoresceína marca VMRD), y partiendo de la 

premisa de que el HVD tiene un mejor manejo de replicación en cultivos celulares de la línea 

MDBK, lo que facilita su obtención. 

La concentración de proteínas calculada para HVD fue de 2.39 mg/ ml y para el cultivo MDBK se 

calculó 2.46 mg/ml, teniendo como consideración 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; 

así mismo la técnica de Bradford considera el total de proteínas 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 inoculación de cultivos celulares, se logran efectos citopáticos y 

citolíticos en células de origen canino (MDCK); los efectos citopáticos se observan desde las 48 

horas post infección, mientras que las alteraciones citolíticas se encuentran a partir de las 72 horas 

(Valdivia, 2015). Durante el lapso en que las células sufren un daño el virus se encuentra 

replicándose, 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 replicación se detiene, mermando la producción de un abasto viral para 

nuevos estudios. 

La técnica de inmunofluorescencia, la cual emplea el conjugado policlonal en contra de HVC-1, 

mostró un marcaje fluorescente en el núcleo y la membrana citoplasmática, congruente con la 

evolución del ciclo viral, el cual se replica en el núcleo, donde adquiere las proteínas de 

nucleocápside y tegumento; mientras que las proteínas de envoltura las adquiere por medio de 

vesículas provenientes del aparato de Golgi (Maurer y col. 2009). Cabe resaltar que el fabricante 

del reactivo utilizado para inmunofluorescencia (VMRD) menciona que tiene cierta reacción con el 

virus de distemper canino (CDV) y el virus de parainfluenza tipo 2 (CPI-2), por lo que no debe 

tomarse como único método diagnóstico, debe apoyarse en técnicas como la PCR para su 

confirmación (Valdivia, 2015). Con base en el argumento anterior, es necesario el uso de más 

pruebas de laboratorio, como lo son la seroneutralización y Western-Blot, para mostrar evidencias 

más 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 diagnóstico del HVC 1. 

Con la prueba de ELISA EVL desarrollada en trabajos previos de investigación, se observó una 

sensibilidad del 100% con respecto a la seroneutralización, pero la especificidad fue del 15.4%, 

esto puede deberse al cruce antigénico o reacciones inespecíficas por parte de los anticuerpos. 

Además, la cantidad de anticuerpos no neutralizantes y neutralizantes, mayor a los que puede 

detectar la seroneutralización (Valdivia, 2015). La prueba de ELISA para diagnóstico del HVC-1 que 

se desarrolló en este trabajo obtuvo baja sensibilidad y una buena especificidad, aunque no 

discrimina entre la sensibilización con virus y con el cultivo celular sin infectar; los resultados 

obtenidos muestran que los anticuerpos de la clase IgG están siendo reconocidos después de todo 

el desarrollo de la prueba, pero como lo mencionó el autor anterior, se desconoce si se tratan de 

anticuerpos neutralizantes o no neutralizantes, además de no haber encontrado una correlación 



 

41 
 

significativa entre la técnica de ELISA y seroneutraización, por lo que tampoco se puede comparar 

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

Un estudio demostró una relación inmunológica entre HVC 1 y otros cuatro Herpesvirus. Hubo un 

cruce neutralizante recíproco entre HVC y HSV-1, HSV-2 y PRV. El antisuero para HSV-1 gD también 

neutralizó al CHV, lo que sugiere que el CHV comparte epitopes con esta glicoproteína (Manning y 

col. 1998).  

10.-CONCLUSIONES. 

Se estandarizó una prueba de ELISA indirecta, logrando una buena sensibilización y un efectivo 

bloqueo de la placa, así como un buen desarrollo de la reacción final con el cromógeno. 

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

ELISA, se observó una reacción positiva con los sueros de perro utilizados. 

La prueba de ELISA desarrollada no discrimina la reacción 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 índice kappa, una especificidad del 87% y 

una sensibilidad del 52.9%. 

Se requieren más 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 diagnósticas que ayuden a la detección del 

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

 Placas de poli estireno de 96 pozos fondo plano (®Costar). 

Solución de Carbonato/Bicarbonato 0.05 M 

 Carbonato de sodio ,1.5 g 

 Bicarbonato de sodio, 2.93 g 

 Agua destilada 

 Neutralizar pH a 9.6 con ácido clorhídrico e hidróxido de sodio. 

Solución de lavado para ELISA. 

 Solución reguladora de fosfatos a 10X (PBS 10X) 100 ml 

 Tween 20, 0.5 ml. 

 Agua destilada, 900 ml. 

Solución reguladora de fosfatos 10 X (PBS 10X) 

 Cloruro de sodio, 8 g. 

 Cloruro de potasio, 0.2 g. 

 Fosfato de sodio dibásico, 1.44 g. 

 Fosfato de potasio monobásico, 0.24 g. 

 Para preparar solución reguladora de fosfatos 1X (PBS 1X) se diluyen 100 ml de PBS 10 X 

con 900 ml de agua destilada. 

Solución de albúmina sérica bovina al 3%. 

 Albúmina sérica bovina, 3 g. 

 Agua destilada 97 ml. 

Solución reguladora de citratos. 

 Ácido cítrico al 0.1 M, 24.3 ml 

 Fosfato de sodio dibásico al 0.2 M, 25.7 ml 

 Agua destilada, 50 ml 
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Ácido cítrico al 0.1 M 

 Ácido cítrico, 2.1 g 

 Agua destilada, 100 ml 

Fosfato de sodio dibásico al 0.2 M. 

 Fosfato de sodio dibásico, 5.36 g 

 Agua destilada, 100 ml 

Cromógeno. 

 Solución reguladora de citratos, 2.5 ml 

 OPD (O- phenylenediamine), 5 mg 

 Peróxido de hidrógeno concentrado, 20 µl 

La solución se preparó al momento de su uso. 

Solución de paro. 

 Ácido ortofosfórico, 0.6 ml 

 Agua destilada, 10 ml 
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