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1. RESUMEN

La infeccion por Herpesvirus Canino es una patologia que se presenta sobre todo en
poblaciones como los criaderos. Es una afeccion importante que causa una marcada
disminucion en el éxito de la reproduccion, causando serias péerdidas en cachorros neonatos,
ademas de causar alteraciones en la fertilidad y fecundidad de las hembras.

En la actualidad el reporte constante de camadas de cachorros con signologia y
sintomatologia descriptiva de Herpesvirus Canino (HVC) en criaderos Mexicanos, permitio
enfocar el siguiente estudio en la prevencion de la enfermedad, mediante el desarrollo de
una vacuna inactivada con adyuvante a partir de una cepa de Herpesvirus canino aislada en
México.

La preparacion del biologico a inocular en conejos Nueva Zelanda, como modelo animal de
experimentacion, consistio en la inactivacién del virus mediante la técnica de ac.
Ascorbico-Cu (I1), la adicion de Hidroxido de Aluminio como adyuvante, y el analisis
microbioldgico de las suspensiones obtenidas. La evaluacion de respuesta inmunitaria
producida por la vacuna experimental se realiz6 con las técnicas diagndsticas de
Seroneutralizacion (SN), ELISA e Inmunoperoxidasa (IP) y la evaluacion histopatologia de
los 6rganos. Los resultados obtenidos de cada técnica inmunoldgica descartd la presencia
de anticuerpos neutralizantes, IgG e IgM presentes en el suero de conejo, asi como la
ausencia del antigeno, Herpesvirus canino en la revision de los érganos: higado, rifion y
cerebro. La vacuna experimental analizada con las técnicas diagndsticas (ELISA, SN e IP)

demostrd no ser inmunogénica.



2. INTRODUCCION

El Herpesvirus canino es un agente infeccioso caracterizado como el responsable de una
enfermedad mortal en los cachorros recién nacidos y formas crénicas en adultos, provoca
infecciones de la mucosa externa del aparato genital. (Ratud y col, 1998). En la enfermedad
neonatal, los cachorros de menos de 4 semanas presentan signos que consisten en anorexia,
disnea, dolor a la palpacion abdominal, incoordinacion y heces blandas amarillo verdosas.
A veces ocurre descarga nasal serosa 0 hemorragica. Las petequias son frecuentes en las
membranas mucosas. La temperatura rectal no estd elevada y puede presentarse
trombocitopenia en cachorros moribundos, hecho que ocurre luego de un periodo de
incubacion de 3 a 8 dias. Al respecto, existen dos factores que predisponen a que en los
cachorros la infeccion con herpes virus sea generalmente fulminante: la temperatura 6ptima
de la replicacion viral (33 a 35°C) coincide con la de los tractos genital y respiratorio alto y
a que los cachorros al nacer son relativamente inmaduros respecto de los centros
termorreguladores hipotalamicos. Esto conduce a que la infecciébn sea hipotermia
dependiente, es decir, a mayor hipotermia, mas grave y rapido es el desenlace (Carmchael,
2000).

El Herpesvirus Canino (HVC), perteneciente a la familia Herpesviridae, es un Herpesvirus-
alfa de doble cadena de ADN, es sensible a los solventes lipidicos e inactivado a
temperaturas sobre 40°C. Respecto al pH, es inestable entre pH de 5.0 y 8.0 y estable a
40°C y -70°C. Es totalmente inactivado a -200°C, a no ser que se adicione soluciones
estabilizadoras. También es rapidamente inactivado por los desinfectantes comunes. El
virus se desarrolla solamente en células de origen canino, siendo méas apropiadas las células
primarias o0 secundarias de rifion o testiculo, aunque también se desarrolla en diversas
lineas caninas. El crecimiento optimo es a 34 - 35°C. En los cultivos celulares la mayoria de
los aislamientos produce los tipicos racimos de células redondeadas que se desprenden,
dejando "placas claras”. Al igual que el resto de los Herpesvirus, produce cuerpos de

inclusion intranucleares en las células infectadas. (Carmichael, 2000).



Se han encontrado relaciones antigénicas débiles con otros Herpesvirus pero su significado
aun no esta claro (Reading, 1998). Igual que con otros Herpesvirus-alfa, el VHC queda
latente después de la primo infeccion y es eliminado periédicamente, principalmente en las
secreciones nasales y rara vez en secreciones genitales. Los anticuerpos neutralizantes se
pueden detectar dentro de las 2 o 3 primeras semanas de la infeccion, persistiendo por
varios afnos. (Vargas, 2013).

En ciertos casos del trabajo con estos virus resulta importante conocer cual es la cantidad
de virus aislada para preparar los sustratos celulares infectados para Inmunoflorescencia,
ELISA, Inmunoperoxidasa o hibridizacion, entre otros, es decir el titulo de la suspension

viral.

Las vacunas son preparados de antigenos destinados a generar inmunidad contra una
enfermedad estimulando la produccion de anticuerpo, las vacunas estan formadas
principalmente de dos componentes: los antigenos y los adyuvantes. (Escalante y col, 2012)
Los antigenos son las moléculas que pueden ser reconocidas especificamente por los
elementos del sistema inmunitario, previniendo la enfermedad. Los antigenos pueden estar
formados a base de las mismas bacterias o virus. (Escalante y col 2012) Los adyuvantes son
productos quimicos o biolégicos que, administrados con el antigeno son capaces de
moderar la liberacién de los antigenos, ayudando a optimizar la respuesta y reforzando la
actividad de inmunidad, de forma inespecifica, la respuesta inmunitaria a dicho antigeno.
(Morris y col, 2000)Por lo general los adyuvantes mas ampliamente utilizados en las
vacunas veterinarias son las emulsiones de aceite mineral (del tipo aceite en agua 0 agua en
aceite) y los adsorbentes (hidréxido y fosfato de aluminio). (Morris y col, 2000)

El alumbre es un tipo de sulfato doble compuesto por el sulfato de un metal trivalente de
aluminio K Al3 (OH)6 (S04)2, a pH é&cido o bésico son insolubles; a pH 7.4 junto con
liquido intersticial comienzan la solubilidad, favorecida de &cidos plasmaticos, citrico,
lactico, malico, etc., para llevarse a cabo una lenta liberacién del antigeno. (Blanco y
Cambronero, 2000)



La elaboracion de una vacuna se deben seguir tres pasos fundamentales: La produccion de
antigeno, la formacion del antigeno y el envasado del antigeno. Mientras que el proceso de
fabricacion de la vacuna comprende los siguientes pasos:

Inactivacion: se trata de hacer de la preparacion de antigeno

Purificacion: el antigeno aislado es purificado

Formulacion: el antigeno purificado se combina con adyuvantes, estabilizantes y
conservantes para formar la preparacion de la vacuna final. La inmunidad generada por las
vacunas, es similar a la originada por las enfermedades: la vacunacion desencadena una
respuesta humoral y celular del organismo, mediante la formacion de anticuerpos que van
actuar neutralizando o facilitando la fagocitosis de los agentes infecciosos especificos
(Santos, 2012).

La inmunidad generada por las vacunas, es similar a la originada por las enfermedades: la
vacunacion desencadena una respuesta humoral y celular del organismo, mediante la
formacion de anticuerpos que van actuar neutralizando o facilitando la fagocitosis de los

agentes infecciosos especificos. (Ananya, 2012)

La respuesta del organismo a una vacunacion o exposicion de campo con el agente se
puede realizar mediante pruebas seroldgicas de laboratorio utilizando suero del paciente o,
se puede evaluar en el laboratorio mediante la deteccion de anticuerpos especificos en el
suero, utilizando antigenos conocidos antes y semanas después de la aplicacion de la
vacuna. El andlisis cualitativo y cuantitativo se realiza mediante el empleo de técnicas
inmunoldgicas basadas en la deteccidn y evaluacién de la respuesta humoral (anticuerpos y
complemento) o celular (linfocitos T y fagocitos). (Rojas, 2006)

La inmunoflorescencia (IF) es un método sencillo para la identificacion de un virus. La
deteccion y cuantificacion de anticuerpos antivirales se realiza mediante técnicas como la
inhibiciébn de la hemoaglutacion (HI), ELISA (Inmunoensayo unido a enzimas)
neutralizacion de virus, fijacion del complemento (FC), deteccidn directa del virus por
microscopia electronica (ME) vy la identificacion del virus por microscopia
Inmunoelectronica (MIE). (Bellanti, 2012)



La técnica de suero- neutralizacion (SN) consiste en una prueba punto final neutralizante,
que permite identificar y cuantificar la capacidad de los anticuerpos séricos para inhibir o
neutralizar el efecto citopatico de una cepa dada. La mayor parte de las pruebas de
neutralizacion se realiza en micro placas de fondo plano, estériles, desechables y atoxicas,
la mezcla virus suero se afiade sobre las monocapas para observar la neutralizacion del
mismo. La prueba puede realizarse en dos formas:
- Método alfa. Se usa virus méas suero diluido de forma constante en un volumen
igual de soluciones ante diluciones décuples del virus. Este método identifica virus.
- Método beta. Utiliza un anticuerpo mas virus diluido de forma constante,
generalmente con 100 a 200 unidades, ante un volumen igual de diluciones dobles
del anticuerpo. Este método mide el titulo de anticuerpos. (Lemuel, 2013)
El método Inmunoenzimatco (ELISA) para la deteccidn de anticuerpos, se utiliza para la
cuantificacion de muy pequefias cantidades de estos, que habitualmente no son detectables
por lo métodos convencionales; ademas esta técnica presenta la caracteristica de una alta
especificidad y sensibilidad. Su cuantificacion se basa en la reaccion enzima-sustrato que
produce un cambio de coloracidn que se evalia mediante un espectrofotdmetro lo que evita
resultados subjetivos. (Reinhardt, 2001)
La técnica de Inmunoperoxidasa es un método inmunoenzimatico que ha permitido definir
la respuesta de anticuerpos contra el virus, evidenciar la presencia del mismo y también ha

sido ampliamente utilizada para titularlo. (Herrero, 2004)

En Europa existe una vacuna de Merial (Eurican Herpes 205), destinada a proteger a los
recién nacidos de la afeccion neonatal. Debe administrarse a la perra gestante, para
aumentar de manera importante el indice de anticuerpos neutralizantes en el calostro, con el
fin de prevenir en los cachorros la mortalidad, los signos clinicos y las lesiones causadas
por la herpes virosis canina contraida durante los primeros dias siguientes al nacimiento. La
vacuna se compone de antigenos del Herpesvirus canino (cepa F205) 0,3 a 1,75 p
(expresados en ug de glicoproteinas gB) con aceite ligero de parafina, trazas de
gentamicina sulfato y trazas de tiomersal. (EPAR, 2007)



3. ANTECEDENTES

El Herpesvirus Canino se investigé en tres estudios en México. En uno de los estudios se
determind la prevalencia de anticuerpos contra CHV-1 en perreras caninas en el area
metropolitana de la ciudad de México. (Valdivia y col, 2016) En otro, se presentd la
descripcion de la patologia, el aislamiento y la identificacion del Herpesvirus canino (CHV-
1) en México. (Valdivia y col, 2016) En el ultimo estudio se evalud el efecto
inmunoestimulador e inmunoregulador del compuesto ADIMOD frente al Herpesvirus
canino en cachorros de una y dos semana de vida, como un método para prevenir la
enfermedad y la pérdida de camadas. (Valdivia y col, 2016)

En el primer estudio se demostré mediante la técnica de ELISA que el 87% de la poblacion
estudiada prevalece el HVC-1, y 20 de las muestras, tomadas aleatoriamente, se detectaron
anticuerpos neutralizantes para dicho virus. (Valdivia y col, 2016) En el segundo estudio,
realizado en cachorros que murieron en las primeras cuatros semanas de vida presentaban
lesiones constantes con Herpesvirus canino como: hemorragia petequial y equimotica en
rifiones, higado y pulmones; nefritis intersticial proliferativa; necrosis multifocal en higado
y rifiones; y encefalitis con cuerpos de inclusion intranucleares. ElI Herpesvirus fue
confirmado a través de inmunoflorescencia directa, microscopia electrénica y la reaccién en
cadena de polimerasa del DNA para los genes de la polimerasa y de la glicoproteina B. Este
trabajo representa el primer informe de esta enfermedad, incluyendo lesiones gruesas e
histoldgicas, y la confirmacion por el aislamiento y la identificacion del Herpesvirus canino
en México. (Valdivia y col, 2016) El dltimo estudio realizado con Adimod ™ demostr6 que
tiene un mayor efecto en la actividad fagocitica y genera una respuesta inmune mas elevada
relacionada con el aumento de la fagocitosis. Ademas, el nivel de anticuerpos neutralizantes
fue mayor y aumento mas rapidamente cuando se usé Adimod™. (Valdivia y col, 2017)
Por otra parte, la vacuna Eurican Herpes 205, elaborada en Europa se estudié en cinco
trabajos de investigacion (tres de laboratorios y dos de campo) que comparados con la
ausencia de vacunacion (controles) demostro tener una buena proteccion, mas del 80% de
los cachorros de perras vacunas sobrevivieron. EI Comité de Medicamentos de Uso
Veterinario (CVMP) aprob6 la vacuna Eurican Herpes 205 porque los beneficios son

mayores que sus riesgos para la inmunizacion de perras sanas frente a Herpesvirus canino.



4. HIPOTESIS
Si la administracion de una vacuna experimental contra herpes virus canino es eficaz
deber& mostrar una respuesta inmune de estimulacion de anticuerpos en el modelo animal,

que se podra evaluar con técnicas inmunoldgicas como Seroneutralizacion, ELISA e

Inmunoperoxidasa

5. OBJETIVOS

Desarrollar una vacuna inactivada con adyuvante a partir de una cepa de Herpesvirus

canino aislada en México.

Elaborar una vacuna experimental de Herpesvirus canino inactivado.
Determinar las caracteristicas de inactividad y esterilidad del producto desarrollado.
Demostrar la inocuidad del producto desarrollado.

Evaluar la respuesta inmune, con ELISA, Inmunoperoxidasa y Seroneutralizacion, en los

conejos inoculados.



6. JUSTIFICACION

Debido a la evidencia diagnostica de la presencia del Herpesvirus canino en México, con
una mortalidad entre el 90 y 100% de las camadas, los cachorros que llegan a sobrevivir
son portadores del virus en forma latente. Al afectar los criaderos de perros de razas puras,
se pierden entre $10,000 a 40,000 por cachorro. En México no existe vacuna para venir la
afeccion y la importacion de la vacuna no garantiza la proteccion contra los serotipos
prevalentes en México, ademas de que el costo por dosis seria aproximadamente de 500 a
800 pesos. Este trabajo propone el desarrollo de un producto bioldgico inactivado de
Herpesvirus canino (vacuna experimental), para la prevencién de la enfermedad y disminuir

las pérdidas financieras en los criaderos.



7. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizd en el laboratorio 3 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria (UIM) en salud animal, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
UNAM.

7.1.1 Preparacion del inoculo de HVC

Los viales de Herpesvirus canino caracterizado fueron proporcionados por el Dr. Guillermo
Valdivia, obtenidos del proyecto impulsado por el Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT).

Se tomd 1 mL de cada abasto viral de HVC: “Cobos” y “17H”, obtenidos a partir de la
membrana corioalantoidea de embriones de pollo, a estos se les adicioné 2 mL de PBS 1x
pH 7.2, y se filtr6 por membrana de 0.22 pum. De la mezcla anterior se tomaron 2 mL para
la inactivacion y preparacion de la vacuna experimental y los 2 ml restantes se conservaron

en congelacion.

7.1.2 Inactivacion del virus mediante Ac. Ascérbico-Cu (11)

La inactivacion viral se realizd con ac. ascorbico 10mM vy la solucién de Cu (1I) 1 mM,
concentraciones recomendables para la inactivacion de Herpesvirus descritas por la Dr.
Betanzos, 2004.

La solucién stock de ac. L-ascérbico 100mM se preparé en 100ml del Buffer de Tris-HCI
100mM pH 7.5, estéril. La solucion de Cobre se prepard a una concentracion de 10mM con
sulfato de cobre (CuSOs) en agua desionizada.

A 2 mL de la suspension de HVC se adicioné 14 mL de Tris-HCI pH 7.5, 2 mL de ac. L-
ascorbico 100 mM y 2 mL de CuSO4 10 mM. Se incubo por una hora en refrigeracion y se
filtr6 por una membrana de 0.22 pm, a esta suspension se etiqueto como HVCi

(i:inactivado).



7.1.3 Preparacion del inoculo experimental

Se llevo acabo de acuerdo al manual de técnicas del Laboratorio DiVet®, de la siguiente
manera:

Se disolvieron 40mg de alumbre en 5ml de HVC-i, se adicionaron 2 gotas de la solucion
saturada de NaOH para emulsificar y se aforé a 10ml con agua destilada. Se ajusto el pH de
6.5 a 7.5 con HCI; se envaso y etiqueto como “HVCi + Adyuvante”, siendo esta suspension
la vacuna experimental. Adicional a la suspension anterior, se realiz6 otra con 40mg de
alumbre en 5ml de agua destilada y 2 gotas de NaOH saturada, una vez formada la
suspension se aforo a 10 ml con agua destilada, se esterilizo, envaso y etiqueto como
“Emulsion” (testigo negativo). Por Gltimo se prepar6 una solucion con 5ml del HVC-i y
5ml de PBS 1x pH 7.2, en esterilidad se envaso y etiqueto como “HVC-i + PBS 1x”.

A las tres suspensiones obtenidas se les realizo prueba de esterilidad en agar sangre y se
almacenaron en refrigeracion a 5°C hasta que la prueba de esterilidad arrogara datos
negativos a cualquier crecimiento microbioldgico.

Se sembraron cajas de cultivo con la linea celular MDCK, inoculados con 1ml de la mezcla
de virus antes de inactivar, con 1m del virus inactivado, con 1ml de Herpesvirus de delfin
(HVD) y con medio de mantenimiento, por caja, para evaluar los efectos sobre las células.
En la produccién de la vacuna experimental, después de la inactivacidn del virus y después
de obtener las soluciones experimentales a inocular, siempre se llevo a cabo una filtracion
esterilizante con membranas de nitrocelulosa de 0.22 pm para eliminar eventuales

contaminaciones de la solucion.

7.1.4 Inoculacion del producto biol6gico experimental

Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del Laboratorio DIVET® bajo la
norma de cuidado y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999), que se
Ilevan a cabo internamente en el Laboratorio, fueron alimentados con alimento comercial

Purina y agua ad libitum, en jaulas especiales para este tipo de animales y en condiciones
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de hébitat tipo bioterio. Ademas, siempre fueron inoculados con un producto totalmente
inactivado.

Los animales fueron obtenidos de la granja de la FES-C y consistieron de 10 conejos de la
raza Nueva Zelanda Blancos, de aproximadamente 1.9 a 2 Kg de peso, fueron divididos al
azar en 3 grupos, se mantuvieron en observacion por 72 horas, se les realizaron examenes
clinicos y exadmenes hematoldgicos para asegurar su estado de salud y permitir la
adaptacion a las jaulas empleadas para su cautiverio.

Diariamente se realiz6 la observacion macroscopica de los conejos, asi como la revision de
signos clinicos. Al finalizar el proyecto se realizo la necropsia a los conejos utilizados, con
el objetivo de observar efectos en los drganos internos sugestivos del efecto del
Herpesvirus.

El cuadro 7.1 se describe la distribucion de los animales por lote, asi como la

administracion de las suspensiones experimentales con fechas y dosis.

Cuadro 7.1Resumen del disefio experimental de inmunizacién en el modelo

Grupo No de conejos Identificacidn de conejos | Administracion

A 4 1,2,3y4 Iml de “HVCi +
Adyuvante”

B 4 56,7y8 Iml de “HVCi + PBS”

C 2 9y 10 Iml de “Emulsion”

Nota. Se realizaron 2 inoculaciones al iniciar el experimento (29 de Oct. del 2015) y la

2da 21 dias después (19 de nov de 2015).

11



7.2.1 Determinacion del titulo viral de HVD

Se realizaron diluciones decimales del Herpesvirus de Delfin (HVD) cepa 001 en medio

MEM al 2% de suero de ternero neonato (STN). Las cuales se colocaron por pozo en la

placa de células como lo muestra en el cuadro 7.2.

Cuadro 7.2 Modelo experimental para la titulacién de HVD en células MDBK.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A Virus 107 10 10 10* 10° 10° 107 10%®  10°
directo

B Testigo Testigo Testigo testigo testigo testigo testigo testigo testigo testigo
) ) ) Q) ) Q) Q) Q) Q) Q)

C Virus 10% 107 103 10 10° 10° 107 108 10°
directo

11
101

testigo
)
10

Nota. Placas de 96 pozos con A 'y C con 100 ul de virus directo y de sus diluciones

decimales y B con 100ul de medio de mantenimiento (filas alternadas).

Para la titulacion de HVD se prepararon cajas de 96 pozos con células MDBK con un 85%

de confluencia. Se les retird el medio de cultivo de los pozos y se enjugaron dos veces con

PBS, se inocularon 100 pl de cada dilucién del virus en cada fila intercalada y 200 pl de

medio MEM 2% a la fila de células testigo. Se incubé a 37 °C durante 1 hora, se

reconstituyo con 100 pl de medio MEM 2% a las filas que contenian el virus. Se incubaron

a 37°C de 48 a 72 horas con observacion microscopica diaria hasta ya no detectarse lisis

celular en los pozos (5 das aproximadamente). Se decantd suavemente el medio y se fijo

con acetona fria. Se tifio con cristal violeta al 0.02% y se observé al microscopio para

determinar el titulo viral.
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7.2.2 Inactivacion del suero problema

En una placa de 96 pozos previamente limpia y estéril se colocé 100 pl de medio MEM al
2% en los pozos de la columna 3 a la 12. Se colocd 200 pl de suero problema en los pozos
de la columna 2 y 100 pl en la columna 3. A partir de la columna 3 se realizaron las
diluciones dobles de izquierda a derecha, homogenizando suavemente. Posteriormente se
dejo la placa expuesta a la luz uv por 30 min. Se adiciond 100 pl de virus a los pozos de las
columnas 3 a la 11, se dejaron incubar 1hora a 35°C.

7.2.3 Técnica de Seroneutralizacién

Para la titulacidn se prepararon cajas de células MDBK con confluencia en un 85-90%. Se
les retird el medio de cultivo de los pozos y se enjugaron dos veces con PBS 1x. Se utilizd
la columna 12 como testigo negativo. A los pozos de la columna 1 se adicionaron 200 pl de
virus HVD cepa 001 10, A partir de la columna 2 se fueron pasando las diluciones del
suero-virus a las células realizadas en la placa de inactivacion. Se agité suavemente la placa
y se incubd a 35 °C por 5 dias, cuando ya no se observo mas lisis celular en los pozos de la
placa al microscopio. Se montaron los sueros problema con virus directo y las diluciones

del virus [1:20] (50 particulas virales/ml) y [1:40] (25 particulas virales/ml).

Siguiendo el protocolo para Seroneutralizacion se montaron placas de 96 pozos con los
sueros con suficiente cantidad y con la dilucién de HVD 001 [1:40]. Al tercer dia de
incubacion se fijaron las placas con acetona fria, hasta realizarse la técnica de
Inmunoperoxidasa. Se re hidrato con solucion buffer tris (TBS) pH 7.6 por 5min. Se incubo
en camara humeda con peréxido de hidrogeno al 0.6% en metanol al 80%, por 15 min a
37°C. Se lavaron 3 veces por 5 minutos con TBS a temperatura ambiente. Se coloc6 100 pl
de anti 1IgG Conejo peroxidado diluido (1:200) con PBS. Se incubo lhora en camara
humeda a 37°C. Se lavd 3 veces por 5 min con TBS a temperatura ambiente. Se colocé

diaminobenzidina por 10 min. Se lavé con agua destilada y contrasté con hematoxilina de
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Harris por 15 min. Por Gltimo se lavo con agua destilada y con agua corriente, se dejo secar

y se colocd medio de montaje para su observacién al microscopio.

7.4.1 Sensibilizacion de la placa

En micro placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano se colocé 50 ul de virus
(HVD) obtenido en cultivo celular de la linea MDBK y 50ul de células MDBK; alternando
las columnas. Se adiciond 50 pl de solucion de carbonato-bicarbonato en cada pozo y se
incubo a 4°C durante toda la noche. Se decantd la placa y se lavo dos veces con solucién de

lavado y una vez con agua destilada y dejo secar sobre un papel absorbente.

7.4.2 Bloqueo de la placa

Bloqueo de la placa. Se agregan 150 pl de la solucién de leche descremada al 10% y 150 pl
de solucion de carbonato-bicarbonato y se incuba a 4°C toda la noche. Se lavd y seco la

placa al siguiente dia de manera ya descrita.

7.4.3 Pruebade ELISA

Se eligié un pozo con virus y uno con células para cada suero problema, se agreg6: 50 pl
del suero problema con concentracion [1:2] con PBS 1x, 50 ul de suero de conejo sano, y
50ul de un Pool de suero de conejo con contra HVD. Se incub6 durante 1 hora a 37°C. Se
decanto la placa y se lavo dos veces con solucion de lavado y una vez con agua destilada, y
se dejo secar sobre papel absorbente. A cada pozo se le adicion6 100 ul de conjugado de
conejo diluido 1:100en PBS 1x y se incub6 a 37°C durante una hora y se lavo la placa,
como ya se mencioné. Se adicion6 100 pl de la solucion desarrolladora de color (preparada
al momento) a cada pozo. Se incub0 en oscuridad durante 15 minutos. La reaccién se paro

con 50 pl de solucion de paro. Se ley6 en el lector de Elisa a 490 nm.
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En el cuadro 7.3, se visualiza los sueros utilizados para la técnica de ELISA, asi como su
localizacion en la placa de ELISA.

Cuadro 7.3 Modelo de montaje de la placa de ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A | CO2-S2 C0O10-S2 C08-54 CO7-S5 Mezcla de
conejo
B | CO1-S2 C09-S2 CO7-s4 C0O6-S5 Mezcla de
conejo
C | CO10-S1 C08-S2 CO6-54 CO4-S5 Conejo sano
D | CO9-S1 CO7-S2 CO3-54 CO3-S5 CO9 Sin
inoculacion
E | CO7-S1 C06-S2 C010-S3 C0O2-S5 CO7 Sin
Inoculacion
F | CO5-S1 CO5-S2 CO5-S3 CO1-S5 CO10-S5
G | CO4-s1 C0O4-S2 CO2-S3 CO4-s4 C09-S5
H | CO3-S1 C0O3-S2 CO1-S3 C09-54 CO8-S5
Virus | Células | Virus | Células | Virus | Células | Virus | Células | Virus | Células

Nota. Se colocaron: 50 pl de virus y 50 pl de células, se adiciond 100 ul de suero problema

y 100 pl de conjugado. *CO: conejo, S: semana.
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8. RESULTADOS

El abasto viral de Herpesvirus canino perteneciente al cepario del Laboratorio de
Patogenicidad microbiana de la FESC el cual se obtuvo de siembras en embriones de pollo,
fue proporcionado por el Dr. Guillermo Valdivia. Se obtuvieron tres viales de
suspensiones; dos con el virus inactivado: HVCi + Adyuvante (vacuna experimental),
HVC-i + PBS 1x, y uno con H2O destilada més alumbre (Emulsion); las tres soluciones se

filtraron con membranas Millipore de 0.2 pm de diametro, Figura 8.1.

Effie Viacunz Expermental Solucion de

H:O des+ Alumbre g
HVCi + Adyuvante HVCi + PBS1x

-_

Figura 8.1Suspensiones experimentales: a) Emulsién: H20 des + Alumbre, b) Vacuna:
HVCi+Adyuvante, y C) Solucién de HVCi+PBS1x.

En cajas de agar sangre sembradas con cada una de las soluciones anteriores, revisadas del
dia tres al cinco no se observd desarrollo de microorganismos. En los cultivos celulares
sembrados junto con un control negativo (celulas y medio de mantenimiento) no se observo
cambios citopaticos o lisis celular, por el contrario, en la caja control positivo, con virus sin
inactivar, se observé destruccion celular, asi como racimos de las células, cambios
caracteristicos del HVD, estos efectos se presentan en la figura 8.2. Por lo tanto, se
procedio a la inoculacion de las suspensiones en el modelo animal. En la figura 8.3 se

observa el grupo de conejos distribuidos de acuerdo al disefio experimental.
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¢) HVCi + PBS1x

o

a) Emulsion

b) HVCi + Adyuvante

Figura 8.2Cajas de cultivo de agar sangre sembradas con las soluciones
experimentales: a) Emulsion, b) HVCi+Adyuvante y c¢) HVCi+PBS1x.

& | | g
T o) LoeACHVGI+ Adyume ESES
2 b) Lote B: HVCi + PBS'x
c) Lote C: Emulsién /—1

Figura 8.3Distribucion del modelo animal. Agrupacion de acuerdo a la
suspension administrada: a) Lote A: HVCi Adyuvante, b) Lote B HCi+PBS1x y,
¢) Emulsion.
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No se observaron signos clinicos por la inoculacién de las disoluciones en la semana 1, 2 y
3. En la semana 4 se volvi6 a inocular a los conejos, pero estos no mostraron cambios
significativos por las disoluciones inoculadas. Al dia 22 se observd en dos conejos (conejo
5 del lote B y el conejo 9 del lote C) disminucién de peso y diarrea; se les realizo un
estudio de heces al cual salieron positivos a coccidias. Se les administro el tratamiento con
sulfas, pero el conejo 5 al cuarto dia de tratamiento fallecid. El resto de los conejos se
muestrearon sin dificultan hasta la Gltima semana del ensayo. Obteniéndose 39 sueros de
conejo post inoculacion y 10 antes de la inoculacion. En la necropsia realizada tanto al
conejo 5 después de su muerte como a los demas conejos no se observaron cambios en los
organos internos atribuibles al producto empleado. La necropsia fue realizada con el apoyo

de un veterinario con conocimiento en cambios patoldgicos de 6rganos.
Para poder evaluar la respuesta inmunoldgica humoral generada por el producto

bioldgico (HVCi mas Adyuvante) se realizaron las pruebas de Seroneutralizacién, ELISA e

Inmunoperoxidasa.

8.2.2 Determinacion del titulo viral de HVD
En verificacion del titulo viral, los pozos control negativo (fila A, C, E y G) mostraron

células sin cambios microscopicos visibles, con un buen crecimiento, nucleo redondeado y
delimitado (Figura 8.4).
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Figura 8.4Control negativo células MDBK 95% de confluencia,
tefidas con cristal violeta.

Mientras que, a los pozos inoculados con las diluciones virales, mostraban lisis celular

decreciente hasta llegar al pozo donde las células no mostraban efecto del virus (Figura 8.5)

¢} Células MDBKy HVD directo b) Células MDBK y HVD 10 a) Células MDBK v HVD 107

f) Células MDBK y HVD 10 el Células MDBK v HVD 10™ d) Células MDBK v HVD 10°

Figura 8.5Titulacion viral de HVD. Cambios liticos graduales por pozo
sembradas con células MBDK con las diluciones seriadas del virus; a)
Virus directo, b) dilucion HVD 10-1, c) dilucion HVD 10-2, d) dilucion

HVD10-3, e) dilucién 10-4, f) dilucion HVD 10-5, y g) diluciones de HVD
106.78.9.10_

g) Células MDBKy HVD 1078910
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En la figura 8.6 se observa macroscopicamente la placa de titulacion de células MDBK con
las diluciones seriadas del HVD, tefiidas con cristal violeta.

( -__h_;— RN FSSESNA EENmIET AT

DA A0 0% 105 DT AL A0 10" o

Figura 8.6 Placa de titulacion de HD y diluciones del mismo en células MDBK tefiida con cristal violeta

8.2.2 Técnica de Seroneutralizacion

8.2.2.1 Evaluacion de los pozos testigos (negativo y positivo)

a) Pozos testigo negativo (células con medio MEM al 2% STN).
Las células previstas para controles negativos y aseguramiento de todas las pruebas
montadas no mostraron cambios celulares, ni afectaciones de lisis o destruccion por el

contrario se aument6 su confluencia (figura 8.7a).

b) Pozos testigo negativo (inoculados con suero problema).
Los pozos con suero tenian una confluencia celular del 85 al 95 %, sin cambios
morfolégicos, durante los 5 dias de la experimentacién (Figura 8.7b).

c) Pozos testigo positivo (inoculados con HVD 10-4, [1:20] y [1:40])
En todos los pozos de la placa se observé la destruccién celular al ler dia de la prueba
(Figura 8.7¢).
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‘ ¢#|b) Control negativo: Celulas
MDBK + MEM 2% STN + suero prob

c) Control positivo: Celulas
MDBK + HVD

Figura 8.7Controles de la Técnica de Seroneutralizacién. a) Control negativo: células MDBK + MEM 2% STN, b)
Control negativo: Células + suero prob y c) Control positivo: Células MDBK + HVD.

8.2.2.2 Pozos inoculados con diluciones dobles de suero

a) Con 25 particulas virales/ml de HVD
El dia 1 y 2 los pozos no mostraron cambios importantes, viéndose aparentemente sin
efecto del virus. A partir del dia 3 en los primeros pozos (columnas 3, 4, 5, 6, 7 y 8) con
mayor concentracion de suero se observé alargamiento de las células, los cambios
aumentaban conforme se avanza en las columnas mientras que los pozos restantes (9, 10 y
11) habia muerte celular, celular redondas, desprendidas, y fragmentos de células. El dia 5
todos los pozos mostraron muerte celular, independientemente de la concentracion de

SU€ero.
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b) Con 50 y 1000 particulas virales/ml de HVD
Los efectos citopaticos se notaron a partir del primer dia, siendo estos: alargamiento celular
en su mayoria, formacion de racimos celulares y por Ultimo el desprendimiento de las

mismas y células redondas.

Los anteriores cambios morfoldgicos observados microscopicamente en los cultivos células
de MDBK independientemente de la concentracion de virus con las diluciones dobles del
suero de conejo obtenido después de la inoculacion de la vacuna experimental, se muestran

en la figura 8.8.

TS —
f) Dilucion 1:16

Figura 8.8Efectos del virus sobre las células, técnica de Seroneutralizacion. Cambios liticos en células MDBK inoculadas con
HVD [1:40] y diluciones dobles del suero de conejo.
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En las placas de 96 pozos con células MDBK y los sueros de conejo se esperaba observar
cumulos color marron, que evidenciaran la reaccion antigeno-anticuerpo.

En las 5 placas montadas ninguna presento cimulos marrones, todos los pozos mostraron
celulas deformadas, y muerte celular de menor a mayor grado conforme disminuia la
concentracion de suero (Figura 8.9), las células grandes se observaron solo en los pozos
donde se agrego el virus directo y la concentracion de suero a partir de 1/32, 1/64, 1/128,
1/512 (figura 8.10). En escasos pozos se notaron sincitios celulares especialmente en los
pozos con virus directo. Los pozos que solo contenian células méas suero se observaron

confluentes y sin cambios morfoldgicos.

Pam N : 4
{Figura 8.9Efectos del virus en células MDBK, técnica
Inmunoperoxidasa. Células en racimos por efecto del HVD

[1:40]
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Figura 8.10Células MDBK afectadas por HVD [1:40]. Flecha izquierda células gigantes, flecha
izquierda sincitios celular, observadas en la técnica de Inmunoperoxidasa.

Con las absorbancias obtenidas en la técnica de ELISA, se agruparon de acuerdo a los

grupos experimentales obtenidos, cuadro 8.4 y a las absorbancias positivas para HVD,
cuadro 8.5. Cabe mencionar que las lecturas fueron solo para los sueros que a finalizar la

parte experimental contaban con la cantidad suficiente del mismo para realizar la técnica.
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Cuadro 8.4 Absorbancias de la Técnica de Elisa de los sueros obtenidos cada semana de

experimentacion, ordenados por lote y grupo experimental.

SEMANA (ABSORBANCIA)

CONEJOS |1 2 3 4 5
Lote All 0.628 0.477 0.829
Vacuna 2 0.613 0.619 0.814
Experimental |3 0.021 0.624 0.863 0.896

4 0.564 0.546 0.576 0.788
LoteB 5 0.906 0.889 0.914
Virus 6 0.786 0.737 0.705
inactivado en |7 0.718 0.653 0.727 0.649
PBS 8 0.968 0.941 0.571
Lote C 9 0.807 0.708 0.537 0.549
Adyuvante 10 0.627 0.999 1.195 0.632
Conejo Sano 0.738
Conejos 7 pre-inoculacion | 0.715
Conejo 9 pre-inoculacién 0.685

Cuadro 8.5 Absorbancia y célculo de diferencias de los sueros de la mezcla de conejo 1 y 2.

Virus +| MBK Diferencia
MDBK
MEZCLA DE | Suero con ac para virus y
CONEJO 1 MDBK 1.122 1.082 0.04
MEZCLA DE
CONEJO 2 Suero sin ac para MDBK 1.344 0.971 0.373
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Posteriormente se graficaron las absorbancias promedio obtenidas de cada lote tabla 8.6,
grafico 1, junto con los sueros de conejo, sano y sin inocular (conejo 7 y 9) y la absorbancia

de la relacion antigeno anticuerpo, HVD-ac (calculada con las mezclas de suero de conejo 1

y 2).

Tabla8.6 Promedio de absorbancias por lote de cada semana de experimentacion.

Promedio de absorbancia

lraSemana |2da Semana |3raSemana |4ta Semana Sta Semana
Lote A 0.2925 0.60275 0.653 0.576 0.83175
Lote B 0.812 0.824 0.914 0.801 0.641
Lote C 0.717 0.853 1.195 0.537 0.59

La mezcla de los sueros obtenidos del conejo 2 se utiliz6 como control positivo, la
diferencia entre los pozos de células y células con virus nos arrojarian valores que indicaran
0.1 (Guzman, 2015). Cabe

mencionar que la mezcla de conejo 1 mostro tener gran cantidad de anticuerpos dirigidos

muestras positivas para HVD, valores de entre 0.3 +/-

contra las células donde se obtuvo el herpes virus de delfin, que pueden interferir en la
lectura para detectar el virus especificamente.
Con el objetivo de demostrar presencia de anticuerpos 1gG de conejo por cada lote

experimental, se obtuvo los promedios de cada grupo y grafico (figura8.11)
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Conejo sano
—@— Conejos sin inoculacion
—@— Virus+Celulas

—@—\/irus
6

Figura 8.21 Absorbancias de los grupos experimentales por semana, los controles

negativos y positivos de la técnica de ELISA.
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9. DISCUSION

La patologia causa por la infeccion por Herpesvirus Canino provoca una disminucion de
éxito de reproduccion de cachorros en criaderos, ademas de causar alteraciones en la
fertilidad y fecundidad de las hembras (Krogenaes, 2014). En los ultimos afios, en México
se ha detectado por serologia, la presencia del virus en varios criaderos, por lo que el
presente estudio estd enfocado en el desarrollo de una vacuna experimental inactivada con

adyuvante a partir de una cepa de Herpesvirus canino aislada en México.

La técnica de reproduccion viral en embriones de pollo, es util para diferenciar virus herpes
simplex de algunos otros, por los sitios de infeccion en forma de placas, ademas de ser muy
importante para la identificacion y diferenciacion de virus desconocidos (Merchant y
Parker, 1980).

El método de inactivacion mediante &acido ascérbico-Cu (Il) como protocolo de
inactivacion consiste en causar la ruptura de los acidos nucleicos sin modificar las proteinas
del virion de miembros de la familia de Herpesvirus, asi lo describe el Dr. Betanzos-
Cabrera (Betanzos y col, 2004). El proceso consiste en reducir los puentes disulfuros de
origen bioldgico por accion de radicales libres generados a partir del &cido ascdrbico,
ascorbato (radical hidroxilo) en presencia de trazas de metales como el Cu 2+ (Troncoso,
1998). Cuando la concentracién de ascorbato se encuentra por encima de 1 Mmol, en
presencia de una concentracion micromolar de Cu?*, actGa como un pro oxidante

incrementando considerablemente la oxidacién de acidos nucleicos (Troncoso, 1998).

En la titulacion viral de HVD por punto final (Dosis-Respuesta) se mide la respuesta de
acuerdo al efecto del virus sobre las células, y a la dosis respecto a la dilucion de la muestra
viral. Se usaron diluciones al décimo, y se trabajo con el logio, para conocer la maxima
dilucion que causa un 50% de lisis del cultivo celular y corroborar que la ultima dilucion
que ha dado efecto citopatico positivo contiene una unidad viral infectiva (10 ). (Herrera,
2004).
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La Seroneutralizacion evaluo el efecto protector de los anticuerpos neutralizantes obtenidos
de los sueros de conejos inmunizados dirigidos especificamente contra antigenos de la
superficie de Herpesvirus (en este caso Herpesvirus de delfin) sin embargo, no se mostro
proteccion del suero en los cultivos celulares infectados. La Seroneutralizacion fue
desarrollada con el suero de conejo problema y HVD por la dificultad de obtener un abasto
viral suficiente para la “tipificacion” e identificacion de herpes virus canino en el

laboratorio.

En los pozos testigo negativo (células mas MEM 2% STN vy sueros problema inactivados)
no presentaron cambios morfologicos en células ni cambios en el medio de mantenimiento
como turbidez, comprobando que los sueros problema se inactivaron correctamente, asi
como el buen manejo y manipulacion de la células y reactivos. El uso de la luz UV en la
inactivacion del suero asegura la calidad de nuestro control negativo de suero, al descartar
la contaminacion de los sueros como de los materiales y reactivos a utilizar, asi como de
reacciones cruzadas entre proteinas incluidas en el suero con la neutralizacién del virus.

En los pozos testigo positivo inoculados con virus directo y sus diluciones se observaron
los cambios morfolégicos celulares caracteristicos del HVD; en los pozos de prueba (virus
y suero inactivado) se observaron efectos caracteristicos del virus sobre las células, lo que
nos demuestra que el suero inactivado problema no contenia anticuerpos neutralizantes

dirigidos contra el Herpesvirus.

Otra técnica que demostrd el complejo antigeno-anticuerpo ligado (HVD vy anticuerpos
dirigidos contra Herpesvirus) con anticuerpos especificos para conejo fue la técnica de
Inmunoperoxidasa por el método indirecto. Esta técnica nos permitio detectar anticuerpos,
enfrentando al antigeno con el anticuerpo no marcado, mediante un enlace covalente, y este
complejo visualizarlo con una antigama-globulina marcada con un cromoégeno, esta técnica
se basa en el reconocimiento de un tejido con capacidad antigénica por un anticuerpo
primario, al cual se une una o varias moléculas con actividad enzimatica, sobre todo la
peroxidasa de rabano, se debe afadir al tejido una solucidn con el sustrato de la enzima
empleada, a la vez que una sustancia cromdgena, que cambiara el color al producirse la

reaccion entre el sustrato y la enzima (Rodriguez, 2010). El agua oxigenada es el sustrato
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que reacciona con la peroxidasa en las técnicas de Inmunoperoxidasa. Ademas de agua, en
esta reaccion libera oxigeno, el cual oxida sustancias como la diaminobenzidina que se
transforma en insoluble y coloreada (Rodriguez, 2010). Este color se visualiza facilmente
con el microscopio Optico convencional, y sirve para identificar las areas donde se ha
producido la reaccion antigeno-anticuerpo. Al observarse los pozos de las placas montadas
para dicha prueba, ninguno mostraba precipitados marrones por el contrario se observo el
efecto del virus sobre las células. Con esta prueba se determina que los sueros problema no
contienen anticuerpos tipo 19G.

Por ultimo, la técnica de ELISA tipo sandwich se realiz6 en placas de poliestireno, el cual
favorece la reproductividad de la unién antigeno anticuerpo. Este tipo de ELISA detecta
anticuerpos especificos (IgG de conejo) contra un reactante inmunolégico conocido
(Herpesvirus de Delfin), mediante el uso de un segundo anticuerpo marcado con una

enzima (IgG de conejo, conjugado).

La primera vez que un antigeno se pone en contacto con el sistema inmune se produce una
respuesta primaria. Tras un segundo encuentro la respuesta no es solo mas rapida, sino que
es también mas intensa, mas avida y mas afin (Fontan, 2005). Esto efecto se observa al ver
la tendencia de absorbancias del Lote A. La absorbancia inicial de los conejos sin inocular
se encuentran entre 0.3 y 0.4, de forma similar las absorbancias obtenidas una semana
después de la primera inoculacion se encuentran en dicho rango, pero para la semana 2 se
nota un aumento significativo, cuando las absorbancias alcanzan un valor de entre 0.5 y
0.6, y manteniéndose ligeramente en aumento para la tercera semana (entre 0.6), para la
semana 4 se observa un declive de la respuesta inmune al obtenerse bajas absorbancias; en
esta semana se realizo la 2da inoculacion. En la semana 5 se observo el aumento
significativo de aborbancia. Cuando el aparato inmunolégico detecta por segunda vez la
presencia del mismo antigeno, origina una respuesta bastante distinta de la anterior: hay
menos retraso entre la entrada del antigeno y la aparicion de anticuerpos, siendo su
produccién mucho mas rapida, los valores de concentracion de estas IgG en la sangre son

mayores y su persistencia en la sangre es muy superior (Asencio, 2010).
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El lote B consistia en una suspension de Herpesvirus canino inactivado y PBS1X; la
tendencia que adquiere este lote es constante entre valores de 0.8 y 0.9 en las primeras 4

semanas, y disminuyendo después de la segunda inoculacion.

El lote C (adyuvante en agua desionizada y estéril) mantiene valores entre 0.6 y 0.9, tiene
un comportamiento similar al lote B, en la semana 3 se nota un incremento de absorbancia

que no es de importancia, ya que los datos obtenidos en esa semana solo es uno.

Tanto los valores del lote B como del lote C, caen cerca del valor arrojado por el suero de
conejo testigo negativo (suero de conejo sano y los sueros de conejo sin inoculacion), al
inicio de la experimentacion, por lo tanto, no se considera relevante los datos arrojados por
la técnica de ELISA.

Por otra parte la tendencia de la curva del lote A sugiere la produccion de anticuerpos
formados a lo largo del experimento, pero considerando las absorbancias de los conejos
testigo negativo mayor a 0.7 y los valores de referencias para detectar HVD en cultivos
celulares mediante la técnica de ELISA, descartan la posibilidad de producciéon de

anticuerpos IgG formados en los conejos del lote A dirigidos al HVD.

De las 3 técnicas para evaluar la respuesta inmune producida por la vacuna experimental
contra herpes virus canino, la técnica de Inmunoperoxidasa fue mejor para deteccion de
anticuerpos, porque detecta cantidades menores y la unién entre dichos inmunogenos es de
mayor especificidad y fuerza, mientras que la técnica diagndstica de Seroneutralizacion
presenta la limitante de no detectar bajas tasas de anticuerpos (Reinhardt y col, 2001) y la
técnica de ELISA que se monté no hace diferencia especifica contra una analito, en este

caso el virus.
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10. CONCLUSIONES

e Se logro desarrollar una vacuna experimental de virus inactivado y adyuvante,
esteril e inocuo para conejos.

e La metodologia empleada para disefiar la vacuna mostré un producto estéril y no
toxico para los conejos, al no presentarse reacciones adversas en el modelo animal.

e En la técnica de Seroneutralizacion se descartd la presencia de anticuerpos
neutralizantes (clase 1gG y/o IgM)

e En la técnica de Inmunoperoxidasa, no se observaron los cumulos marrones que
evidenciaran la reaccion entre el 1gG marcado especifico con los anticuerpos de
conejo, por el contrario se observo el efecto litico de virus sobre las células,
evidenciado asi la nula presencia de anticuerpos de conejo contra Herpesvirus.

e Por otra parte la técnica de ELISA al igual que las anteriores técnicas no arrojaron
datos sugestivos o indicativos de presencia de anticuerpos, pues todos los datos se
encuentran por debajo de los testigos negativos.

e Las técnicas inmunoldgicas en conjunto utilizadas en este proyecto descartan la
presencia de anticuerpo dirigidos a aun Herpesvirus perteneciente a la familia
Herpesviridae.

11. PERSPECTIVAS

Determinar si el conejo puede ser empleado como modelo animal para estudiar Herpesvirus
canino.

El producto desarrollado se deberd probar en perras para determinar su papel
inmunogénico.

Mejorar los protocolos de obtencidn viral para Herpesvirus canino.

Probar otro tipo de adyuvantes que ayuden o mejoren la respuesta inmune.
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13. ANEXOS
Soluciones experimentales
MEM al 2%

Medio Minimo Esencial 10x 10ml

Suero de Ternero Neonato 2ml

H202 dest 90ml
Sol Carbonato/bicarbonato  0.5ml
Estreptomicina 100U 0.5ml

Mantener en refrigeracion

Solucién reguladora de fosfatos 10x (PBS 10x)

Cloruro de sodio 8 gramos
Cloruro de potasio 0.2 gramos
Fosfato de sodio dibasico 1.44 gramos
Fosfato de potasio monobasico 0.24 gramos

Para preparar Solucion Reguladora de Fosfatos 1x (PBS 1x) se diluyen 100 ml de
PBS 10 x con 900 ml de agua destilada.

Metanol 100%
Solucién Buffer Tris (TBS)
Tris-HCI 9689
H20 dest 80ml
Solucién de peroxido de hidrogeno 0.6% en metanol al 80%

H20:2 (30%) 4ml
Metanol 80% 16ml
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Diaminobenzidina (DAB)
DAB 10mg
H-0 dest 12.5ml

Reactivo de Hematoxilina de Harris

Solucién Carbonato/Bicarbonato 0.05 M pH: 9.6

Carbonato de sodio 1.5 gramos
Bicarbonato de sodio 2.93 gramos
Agua destilada cbp1000 ml

Neutralizar el pH. a 9.6 con acido clorhidrico e hidroxido de sodio.
Mantener en refrigeracion.

Solucion de lavado

Solucién reguladora de fosfato (PBS 10X)  100ml

Twen 20 0.5ml
Agua destilada 900ml

Solucion reguladora de fosfatos 10x

Cloruro de sodio 8¢
Cloruro de potasio 0.2g
Fosfato de sodio dibasico 1.44g
Fosfato de potasio monobasico 0.24g

Agua destilada cbp 100ml

Conjugado anti-anticuerpos de conejo IgG a dilucion 1:1650 en solucion reguladora de
citratos.
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Solucidn reguladora de Citratos

Acido citrico al 0.1 M 24.3 ml
Fosfatos de sodio dibasico al 0.2 M 25.7 ml
Agua destilada 50 ml

Mantener en refrigeracion.

Solucién de Color

Solucion Reguladora de Citratos 2.5 ml
OPD (O-phenylenediamine) 5mg
Peroxido de hidrogeno concentrado 20 ml

La solucidn se prepara al momento de su uso. La concentracion del Peroxido de

Hidrdgeno debe ser mayor al 30%

Solucion de Paro
Acido orthofosférico 0.6 ml
Agua destilada 10 ml

Mantener en refrigeracion
Solucién de bloqueo (10%)

Leche descremada y deslactosada en polvo 10 gramos
Agua destilada 100 ml
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