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PREPARACION Y ESTANDARIZACION DE ANTIGENO
PARA DIAGNOSTICO DE RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA
BOVINA POR INMUNODIFUSION. INFORME PRELIMINAR* " -

Olga C. Marifio**, Juan E. Villate, Olga E. Rueda, Diana E. Guerrero

INTRODUCCION

Para la deteccion, estudio y control de
cualquier enfermedad es necesario contar
con pruebas de diagnostico que sean segu-
ras, rdpidas, econdmicas y sensibles. La
prueba de seroneutralizacion (SN) se ha
utilizado para el diagnostico de rinotra-
queitis infecciosa bovina (IBR) con resul-
+ tados satisfactorios (2); es segura y sensi-
ble, pero laboriosa y sofisticada. Como
técnicas alternas se han reportado hemo-
aglutinacion pasiva (HAP), (10, 7, 1), an-
ticuerpos fluorescentes (9) como también
inmunodifusion en gel (ID) (4, 8, 3). Ba-
sados en estos reportes y en ensayos preli-
minares en el Laboratorio de Investigacio-
nes Médicas Veterinarias (LIMV) se opto
por intentar primeramente la produccion
de un antigeno soluble aplicable a la téc-
nica de inmunodifusién en gel y comparar
su comportamiento con respecto a la téc-
nica de referencia SN.

* Coniribucién del Programa de En-
fermedades Infecciosas y Epidemio-
logia, Laboratorio de Investigacio-
nes Médicas Veterinarias (LIMV).
[nstituto Colombiano Agropecuario

ICA.
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MATERIALES Y METODOS:

Cultivos de células: Para aplicacion vi-
ral se usaron cultivos secundarios de rifn6n
de feto bovino (MDBK) en medio de cul-
tivo MEM-Eagles (F-15) con 109/0 suero
fetal bovino y 200 Ul Penicilina/ml. y
200 mg. estreptomicina/ml.

Virus: Se utilizd la cepa 5946 aislada
de una hembra bovina en lactancia, edad
6 anos, procedente de Tenjo, Cundina-
marca e identificada por Villate y Col.,
(12) en la Seccion de Virologia del LIMV.
El lote inicial presentd un titulo de 105-5
dosis infectante 500/0 en cultivos de teji-
dos CTDI50/0.05 ml.

Preparacion de antigeno: Se siguid
esencialmente el procedimiento descrito
por Le Jeune y Col., (8) con algunas mo-
dificaciones. Para cada lote se utiliz6 un
minimo de 4 frascos rotantes de células

#*  Respectivamente:  Microbidloga,
M.S., Ph.D.; Médico Verterinario y
Microbiblogas afio rural. Programa
de Enfermedades Infecciosas y Epi-
demiologia, ICA-LIMV, Apdo.
Aéreo 29743, Bogota.
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MDBK inoculados con 100 ml. de un vi-
rus que contenfa 100 CTDIsg/ml., calcu-
ladas segin tftulo (105-8 CTDI50/ml.).
Los sobrenadantes y las células desprendi-
das por accion fisica, fueron colectados
entre 48 y 72 horas post-infeccibn, cuan-
do el efecto citopatico tipico de virus
Herpes se desarrolld en un 909/o del cul-
tivo. Este material fue sometido a centri-
fugacion durante 15 minutos a 15.000
XG. El sedimento se resuspendié en
1/10 del volumen original de bufer borato
pH 8.0, 0.14 M y se someti6 a sonicacion
a 12 D.C. amperios durante 3 minutos en
bafio de hielo.

El sonicado se centrifugd a 20.000 XG
durante 10 minutos; el sedimento se des-
carté y el sobrenadante se concentrd a
1/100 del volumen original por dialisis
contra polivinipirrolidona (PVP). Poste-
riormente, se sometid a congelaciones y
descongelaciones rapidas; al producto se
le llamo antigeno de extracto celular
(IBR-EC) y se prob6 por inmunodifusion
doble e inmunodifusion radial.

El sobrenadante obtenido después de
la primeracentrifugacion, fue sometido a
precipitacién con 8.0°/o P/V de polietile-
ne-glicol (PEG) 6.000 y dejado en agita-
cién durante la noche a 40C. El precipi-
tado fue separado por centrifugacion a
20.000 XG y el sedimento resuspendido
en 1/20 del volumen inicial y sonicado a
12 DC amperios por 3 minutos y el pro-
ducto, llamado antfgeno de sobrenadante
(IBK-S), probado igual que IBR-EC. Se
utilizaron preparaciones idénticas, tanto
de extracto celular como de sobrenadante
a partir de cultivos no inoculados, como
control de especificidad de la reaccion.
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Suero inmune especffico: Se obtuvo
por inoculacién vfa vaginal de 104
CTDIsg/ml. de la cepa 5946 en un bovi-
no susceptible mantenido en unidad de
aislamiento, el cual present6 el cuadro clf-
nico caracteristico. Luego de la recupera-
cion. Se hicieron dos inoculaciones a in-
tervalos de dos meses por la misma via y
se sangré el animal 20 dias después de la
ultima inoculacién. El suero se repartio
en pequeiias alicuotas (3.0 ml.), se con-
servd a -200C. y se tituld por SN para
usarlo como suero control positivo en ca-
da prueba. Para lograr titulos mas eleva-
dos se inoculé el mismo bovino via intra-
muscular con la cepa inactivada, incorpo-
rada a emulsién oleosa. Se utilizé ade-
mads, como suero de referencia, suero bo-
vino hiperinmune IBR proporcionado por
el Dr. B.C. Easterday*.

Inmunodifusion doble: Se utilizo agar
noble 0.859/o en bufer-Tris 0.05 M, pH
8.0, con una concentracion de NaCl
8.50/v; éste se dispuso en cajas de petri
100 x 11 mm. Se utilizé un patron de
seis celdas periféricas de 7mm. de didme-
tro y una celda central de igual tamaifio a
una distancia entre ellas de 3 mm. Elan-
tigeno se colocd en la celda central, el
suero control positivo en dos celdas pre-
viamente identificadas y los sueros diag-
nostico en los restantes. Las cajas se incu-
baron a temperatura ambiente en cdmara
hiimeda y se observaron cada 24 horas
hasta las 96 h. cuando se hizo lectura fi-
nal.

*  Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad de Wiseonsin,
Madison, Wisconsin 53706. U.S.A.
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Inmunodifusion radial: Se utiliz6 agar
noble al 10/o en bufer Tris 0.05 M, pH
8.0, NaCl. 8.50/o; el cual se mezcld con
suero control positivo en cantidades ade-
cuadas para lograr diluciones progresivas
en base dos, mantenjendo una temperatu-
ra de 500C. Cada dilucion de suero se co-
locé en cajas de 35 mm. de didmetro;una
vez solidificado el agar se perforaron cua-
tro celdas de 3mm. en las cuales se colo-
caron diluciones en base del antigeno ex-
tracto celular. Se incubaron a temperatu-
ra ambiente y cdmara himeda durante 96
horas y se midi6 el didmetro de los anillos
correspondientes a cada dilucién.

Seroneutralizacion (SN): Todos los
sueros usados fueron titulados paralela-

mente por microseroneutralizacion (6).
Se utilizaron células RB y MDBK y 100
Disg de virus de IBR, titulo 105.5
CTDI5(/0.05 ml. en cada prueba.

RESULTADOS:

Se demostro la presencia de una fraccion
soluble capaz de reaccionar en forma es-
pecifica con los anticuerpos inducidos
por el virus, a partir de extracto celular
tanto de cultivos de rifibn bovino como
de células MDBK. No se obtuvo linea de
precipitacion a partir de sobrenadante. El
antigeno formd una sola linea de precipi-
tacion contra el suero control positivo
(Figura 1).

FI_GURA 1. Linea de precipitacion especifica de extracto celular IBR (lote MDBK).
(1) Extracto celular; (2) Suero de referencia control positivo; (3) Suero de referencia
control negativo; (4) Suero diagnostico positivo; (S5) Suero diagnéstico positivo debil.
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La concentracién de antigeno obteni-
do de extracto celular de cultivo MDBK
fue, en todos los casos, mayor y de mejor
t{tulo que la obtenida de cultivos de ri-
fidn bovino (Tabla 1). Sin embargo, para
ambos casos los sueros controles positivos

y negativos, reaccionaron especificamen-
te.

Para conocer las caracteristicas de la li-
nea de precipitacion se efectud una titula-
cion en bloque; diluciones de sueros con-
tra diluciones de antigeno, usando suero
control positivo con tftulo seroneutrali-
zante de 1:64. La dilucion 1:8 del anti-
geno mostro la linea de precipitacion mas
definida cuando se enfrenté a la dilucion
1:2 del suero de referencia.

En un intento de estandarizacion y pa-
ra garantizar su reaccién con sueros de ba-
jo titulo, el antfgeno se enfrentd por IDR
a diluciones de suero control. En la Figu-
ra 2 se observan los didmetros de los ani-
llos de precipitacion, correspondientes a
diferentes concentraciones de antigeno
ante dilucion 1:2 de suero control. La
evaluacion definitiva sobre nimero de
unidades de antigeno precipitante reco-
mendadas para ID estd en -proceso.

Se obtuvieron Ifneas de identidad com-
pleta entre el suero de referencia y sueros
bovinos llegados para diagnoéstico de IBR
(Figura 1), que presentaron anticuerpos
neutralizantes por la técnica de referencia
(SN). No se observd reaccidn cruzada
con sueros bovinos controles positivos pa-
ra diarrea viral bovina, leucemia bovina,
fiebre aftosa y para influenza-3. A partir
de la distribucién individual de un total
de 333 sueros evaluados simultineamente
por SN e ID, se deducen valores de sensi-
bilidad y especificidad de 97 y 960/o res-
pectivamente.
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DISCUSION

Se considera que el antigeno obtenido
brinda caracteristicas apropiadas para per-
mitir el uso de la ID como prueba de apo-
yo al diagnostico de IBR. Es necesario
mayor conocimiento de la estabilidad de]
antigeno, lo cual se lograra con el segui-
miento sistematico de lotes cuantificados.
La calidad de la linea de precipitacion de-
be mejorar al establecer el nimero de uni-
dades Optimas de antigeno. Por caracte-
rizacion electroforética (geles de poliacril-
amida) y ultracentrifugacion se logrard un
mayor conocimiento de la fraccion solu-
ble, que al parecer se trata de un compo-
nente glicoprotéico de la cubierta viral
(5).

La prueba de SN se utiliza rutinaria-
mente como prueba de referencia y por
ello se utilizd6 para evaluar sepsibilidad y
especificidad de la ID a pesir de no hallar
en la literatura valores para SN.

Los hallazgos para ID indican que la.
técnica es altamente confiable, lo cual
unido a su sencillez y bajo costo justifica
continuar el proceso de estandarizacion.

La obtencion de resultados positivos
por ID que se comprobaron negativos a
SN se explicaria por la posible necesidad
de mayor exactitud en el nimero de uni-
dades de antigeno necesarias y a variacio-
nes intrinsecas de las dos pruebas. La uti-
lidad de la ID en estudio y diagnéstico de
sueros que presentan factores toxicos, pa-
ra SN, s2 ha comprobado en algunas
muestras trabajadas en el LIMV.

Es importante conocer la proporcion
de resultados falsos negativos, que po-
drian obtenerse de sueros de bajo titulo
seroneutralizante. Por ello se intentara

Rev. Col. Clenc. Pec. Vol. II No. 4, Septiembre 1980



continuar la utilizacion del antigeno en el
seguimiento de animales en fase post-va-
cunal y post-infeccion, ya que los niveles
de anticuerpos circulantes varfan de
acuerdo a la via de entrada del virus (11).
Es de considerar que la sensibilidad teori-
ca de la prueba es inferior a la de SN y
HAP (7); asf que serfa interesante efec-
tuar una comparacién de resultados con
esta ultima prueba. Sin embargo, en eva-
luaciones no incluidas en este informe. se
han logrado detectar sueros positivos con
titulos SN tan bajos como 1:2.

Al igual que para SN, para la ID, no se
conoce la correlacion existente entre titu-
lo de anticuerpos y proteccion, de tal ma-
nera que estos anticuerpos solo indican
un contacto previo. LEste aspecto serd
analizado posteriormente en estos labora-
torios.

RESUMEN:

Se describe la preparacién de un anti-
geno aplicable a la prueba de inmunodifu-
sion a partir de cultivos celulares (MDBK)
infectados con cepa de campo (5946) de
virus rinotraqueitis infecciosa bovina. El
antfgeno fue evaluado cualitativa y cuan-
titavamente y establecidas las condiciones
Optimas de la prueba.
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Los resultados preliminares indican es-
pecificidad del antigeno obtenido y posi-
bilidad de produccion en cantidades sufi-
cientes. Sueros de t{tulo alto de anticuer-
pos neutralizantes permiten un alto por-
centaje de identidad con resultados obte-
nidos por inmunodifusién, mientras que
los sueros con tftulos bajos (SN) requie-
ren mayor estudio. Se discuten las venta-
jas de utilizacién de la técnica como apo-
yo para la deteccion de anticuerpos en el
diagnostico de la infeccion.

INMUNODIFFUSION ANTIGEN FOR
DIAGNOSIS OF INFECTIOUS BOVINE
RHINOTRACHEITIS ANTIBODIES.
PRELIMINARY REPORT.

SUMMARY:

Preparation of a soluble infectious bo-
vine rhinotracheitis antigen from tissue
cultures (MDBK) is described and its
standardization attempted.

Preliminary results showed good anti-
gen yield, and good specificity and sensi-
tivity were obtained as inmunodiffusion
was compared with seroneutralization
test.

A complete evaluation is in progress
for standardization of the test.
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TABLA 1. COMPARACION DE CINCO LOTES DE ANTIGENO SOLUBLE IBR,

EXTRACTO CELULAR
Identificacion Titulo en DIS0/ Concentracion proteina Titulo IDD** Titulo IDR
0.05 ml. mg/ml* x2
Lote 1 RB 103-5 3.5 o) >
Lote 2 RB 103-0 7.8 4 i
Lote 1 MDBK  10°-° 13.6 8 3)
Lote 2MDBK  10°-3 4.9 8 8
Lote 3MDBK 107 9.8 8 32

. Evaluado a partir de extracto celular por el método de Folin-Ciocalteau.

**  Reciproco de la mayor dilucion de antigeno que produjo linea de precipitacion
especifica con suero de referencia en inmunodifusion doble (ID).

*##% Recfproco de la mas alta dilucién de antigeno que produjo un anillo de precipi-
tacion ante suero de referencia en inmunodifusion radial (IDR).

TABLA 2. DISTRIBUCION DE SUEROS (N — 333) EVALUADOS POR LA
TECNICA DE SERONEUTRALIZACION Y DE INMUNODIFUSION

a

P Seroneutralizacion (SN)

=

(= Posit. Negat. Total
7

<= Positivo 34 13 47
2

5 Negativo i 285 286
" Total. .. 35 298 333

Sensibilidad = 34/35x 100 = 97

Especificidad=  285/298 X 100 =96
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convierta su peso
en peso$sé

AUMENTE LAS UTILIDADES EN SU EMPRESA GANADERA

FOSFORO 12.00 ZINC 0.65
CALCIO 24.00 COBRE 0.065
HIERRO 0.65 YODO 0.039
COBALTO 0.00325 MANGANESO 0.65
MAGNESIO 1.00 FLUOR MAX. 0.12

AUMENTE LA EFICIENCIA REPRODUCTIVA DE SU HATO
OBTENGA MAYORES GANANCIAS DE PESO
LOGRE UNA MEJOR PRODUCCION DE LECHE

PREVENGA O CORRIJA LAS DEFICIENCIAS MINERALES DE
SU GANADO

MEZCLANDO CON EL ALIMENTO DE 15 A 20 KGS POR
TONELADA, OBTENDRA MAGNIFICOS RESULTADOS.

@

SQUIBB

UN PRODUCTO CON LA CALIDAD



'Qué bien sirve |

La Federacion Antioquefia de Ganaderos es una organizacion gremial que busca
la defensa y desarrollo del sector, a través de la vigilancia de sus intereses
y la prestacién de servicios, asi:

* A\sistencia técnica Agropecuaria * Almacenes Agropecuarios

* Asesoria Juridica * Desarrollo y Fomento

* Radioteléfono * Importaciones

* Comunicaciones * Comercializacion de carnes

* Iny estigaciones economicas * Maquinaria y vehiculos para el campo

* Planta de sales y concentrados

FEDERACION ANTIOQUENA DE GANADEROS

Sede, Calle 72 No. 64-155 Teléfono: 570800 Medellin



