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INTRODUCCION 

Para la detección, estudio y control de 

cualquier enfermedad es necesario contar 

con pruebas de diagnóstico que sean segu- 

ras, rápidas, económicas y sensibles. La 

prueba de seroneutralización (SN) se ha 

utilizado para el diagnóstico 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- 

aglutinación pasiva (HAP), (10, 7, 1), an- 

ticuerpos fluorescentes (9) como también 

inmunodifusión en gel (1D) (4, 8, 3). Ba- 

sados en estos reportes y en ensayos preli- 

minares en el Laboratorio de Investigacio- 

nes Médicas Veterinarias (LIMV) se optó 

por intentar primeramente la producción 

de un antígeno soluble aplicable a la téc- 

nica de inmunodifusión en gel y comparar 

su comportamiento con respecto a la téc- 

nica de referencia SN. 
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MATERIALES Y METODOS: 

Cultivos de células: Para aplicación vi- 

ral se usaron cultivos secundarios de riñón 

de feto bovino (MDBK) en medio de cul- 

tivo MEM-Eagles (F-15) con 100/0 suero 

fetal bovino y 200 Ul Penicilina/ml. y 
200 mg. estreptomicina/ml. 

Virus: Se utilizó la cepa 5946 aislada 
de una hembra bovina en lactancia, edad 

6 años, procedente de Tenjo, Cundina- 

marca e identificada por Villate y Col., 
(12) en la Sección de Virología del LIMV. 
El lote inicial presentó un título de 105.5 
dosis infectante 500/o en cultivos de teji- 
dos CTDI5gp/0.05 ml. 

Preparación de antígeno: Se siguió 

esencialmente el procedimiento descrito 

por Le Jeune y Col., (8) con algunas mo- 

dificaciones. Para cada lote se utilizó un 

mínimo de 4 frascos rotantes de células 

**  Respectivamente: Microbióloga, 
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MDBKX inoculados con 100 ml. de un vi- 
rus que contenía 100 CTDI5gp/ml., calcu- 
ladas según título (105.8 CTDI5Q/ml.. 
Los sobrenadantes y las células desprendi- 
das por acción física, fueron colectados 

entre 48 y 72 horas post:infección, cuan- 
do el efecto citopático típico de virus 

Herpes se desarrolló en un 900/0 del cul- 
tivo. Este material fue sometido a centri- 
fugación durante 15 minutos a 15.000 
XG. El sedimento se resuspendió en 
1/10 del volumen original de bufer borato 
pH 8.0, 0.14 M y se sometió a sonicación 

a 12 D.C. amperios durante 3 minutos en 
baño de hielo. 

El sonicado se centrifugó a 20.000 XG 

durante 10 minutos; el sedimento se des- 

cartó y el sobrenadante se concentró a 

1/100 del volumen original por diálisis 

contra polivinipirrolidona (PVP). Poste- 

riormente, se sometió a congelaciones y 

descongelaciones rápidas; al producto se 

le llamó antígeno de extracto celular 

(IBR-EC) y se probó por inmunodifusión 

doble e inmunodifusión radial. 

El sobrenadante obtenido después de 

la primeracentrifugación, fue sometido a 

precipitación con 8.00/0 P/V de polietile- 
ne-glicol (PEG) 6.000 y dejado en agita- 
ción durante la noche a 40C, El precipi- 
tado fue separado por centrifugación 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 antígeno de sobrenadante 

(IBR-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 reacción. 
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Suero inmune específico: Se obtuvo 
por inoculación vía vaginal de 104 
CTDI50/ml. de la cepa 5946 en un bovi- 
no susceptible mantenido en unidad de 
aislamiento, el cual presentó el cuadro clí- 
nico característico. Luego de la recupera- 
ción. Se hicieron dos inoculaciones a in- 
tervalos de dos meses por la misma vía y 
se sangró el animal 20 días después de la 
última inoculación. El suero se repartió 
en pequeñas alícuotas (3.0 ml.), se con- 
servó a -200C, y se tituló por SN para 
usarlo como suero control positivo en ca- 
da prueba. Para lograr títulos más eleva- 
dos se inoculó el mismo bovino vía intra- 
muscular con la cepa inactivada, incorpo- 
rada a emulsión oleosa. Se utilizó ade- 
más, como suero de referencia, suero bo- 
vino hiperinmune IBR proporcionado por 
el Dr. B.C. Easterday*. 

Inmunodifusión doble: Se utilizó agar 

noble 0.850/0 en bufer-Pris 0.05 M, pl 

8.0, con una concentración de NaCl 

8.50/0; éste se dispuso en cajas de petri 

100 x 11 mm. Se utilizó un patrón de 

seis celdas periféricas de 7mm. de diáme- 

tro y una celda central de igual tamaño a 

una distancia entre ellas de 3mm. El an- 

tígeno se colocó en la celda central, el 

suero control positivo en dos celdas pre- 

viamente identificadas y los sueros diag- 

nóstico en los restantes. Las cajas se incu- 

baron a temperatura ambiente en cámara 

húmeda y se observaron cada 24 horas 

hasta las 96 h. cuando se hizo lectura fi- 

nal. 

  

* Facultad de Medicina Veterinaria 
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Inmunodifusión radial: Se utilizó agar 

noble al 10/0 en bufer Tris 0.05 M, pH 
8.0, NaCl. 8.50/0; el cual se mezcló con 

suero control positivo en cantidades ade- 

cuadas para lograr diluciones progresivas 

en base dos, manteniendo una temperatu- 

ra de 500C. Cada dilución de suero se co- 

locó en cajas de 35 mm. de diámetro; una 

vez solidificado el agar se perforaron cua- 
tro celdas de 3mm. en las cuales se colo- 
caron diluciones en base del antígeno ex- 
tracto celular. Se incubaron a temperatu- 
ra ambiente y cámara húmeda durante 96 
horas y se midió el diámetro de los anillos 

correspon dientes a cada dilución. 

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

mente por microseroneutralización (6). 

Se utilizaron células RB y MDBK y 100 

Disg de virus de IBR, título 105.5 
CTDI5p/0.05 ml. en cada prueba. 

RESULTADOS: 

Se demostró la presencia de una fracción 

soluble capaz de reaccionar en forma es- 

pecífica con los anticuerpos inducidos 

por el virus, a partir de extracto celular 

tanto de cultivos de riñón bovino como 
de células MDBK. No se obtuvo línea de 
precipitación a partir de sobrenadante. El 
antígeno formó una sola línea de precipi- 
tación contra el suero control positivo 
(Figura 1). 

  
FIGURA 1. Línea de precipitación específica de extracto celular IBR (lote MDBK). 
(1) Extracto celular; (2) Suero de referencia control positivo; (3) Suero de referencia 
control negativo; (4) Suero diagnóstico positivo; (5) Suero diagnóstico positivo débil. 
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La concentración de antígeno obteni- 
do de extracto celular de cultivo MDBK 
fue, en todos los casos, mayor y de mejor 
título que la obtenida de cultivos de ri- 
ñón bovino (Tabla 1). Sin embargo, para 
ambos casos los sueros controles positivos 
y negativos, reaccionaron específicamen- 
te. 

Para conocer las características de la lí- 
nea de precipitación se efectuó una titula- 
ción en bloque; diluciones de sueros con- 
tra diluciones de antígeno, usando suero 
control positivo con título seroneutrali- 
zante de 1:64. La dilución 1:8 del antí- 
geno mostró la línea de precipitación más 

definida cuando se enfrentó a la dilución 

1:2 del suero de referencia. 

En un intento de estandarización y pa- 
ra garantizar su reacción con sueros de ba- 
jo título, el antígeno se enfrentó por IDR 
a diluciones de suero control. En la Figu- 
ra 2 se observan los diámetros de los ani- 
llos de precipitación, correspondientes a 
diferentes concentraciones de antígeno 
ante dilución 1:2 de suero control. La 
evaluación definitiva sobre número de 
unidades de antígeno precipitante reco- 

mendadas para ID está en proceso. 

Se obtuvieron líneas de identidad com- 

pleta entre el suero de referencia y sueros 

bovinos llegados para diagnóstico de IBR 

(Figura 1), que presentaron anticuerpos 

neutralizantes por la técnica de referencia 

(SN). No se observó reacción cruzada 

con sueros bovinos controles positivos pa- 

ra diarrea viral bovina, leucemia bovina, 

fiebre aftosa y para influenza-3. A partir 
de la distribución individual de un total 

de 333 sueros evaluados simultáneamente 
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 antígeno obtenido 
brinda características apropiadas para per- 
mitir el uso de la ID como prueba de apo- 
yo al diagnóstico de IBR. Es necesario 
mayor conocimiento de la estabilidad del 
antígeno, lo cual se logrará con el segui- 
miento sistemático de lotes cuantificados. 
La calidad de la línea de precipitación de- 
be mejorar al establecer el número de uni- 
dades óptimas de antígeno. Por caracte- 
rización electroforética (geles de poliacril- 
amida) y ultracentrifugación se logrará un 
mayor conocimiento de la fracción 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 utilizó para evaluar sensibilidad y 

especificidad de la ID a pesár 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 estandarización. 

La obtención de resultados positivos 
por ID que se comprobaron negativos a 

SN se explicaría por la posible necesidad 

de mayor exactitud en el número de uni- 

dades de antígeno necesarias y a variacio- 

nes intrínsecas de las dos pruebas. La uti- 
lidad de la ID en estudio y diagnóstico de 

sueros que presentan factores tóxicos, pa- 

ra SN, se ha comprobado en algunas 
muestras trabajadas en el LIMV. 

Es importante conocer la proporción 

de resultados falsos negativos, que po- 

drían obtenerse de sueros de bajo título 
seroneutralizante. Por ello se intentará 
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continuar la utilización del antígeno en el 
seguimiento de animales en fase post-va- 
cunal y post-infección, ya que los niveles 
de anticuerpos circulantes varían de 
acuerdo a la vía de entrada del virus (11). 
Es de considerar que la sensibilidad teóri- 
ca de la prueba es inferior a la de SN y 
HAP (7); así que sería interesante efec- 
tuar una comparación de resultados con 
esta última prueba. Sin embargo, en eva- 
luaciones no incluídas en este informe. se 
han logrado detectar sueros positivos con 
títulos SN tan bajos como 1:2. 

Al igual que para SN, para la ID, no se 
conoce la correlación existente entre títu- 
lo de anticuerpos y protección, de tal ma- 
nera que estos anticuerpos solo indican 
un contacto previo. Este aspecto será 

analizado posteriormente en estos labora- 
torios. 

RESUMEN: 

Se describe la preparación de un antí- 
geno aplicable a la prueba de inmunodifu- 
sión a partir de cultivos celulares (MDBK) 

infectados con cepa de campo (5946) de 

virus rinotraqueitis infecciosa bovina. El 

antígeno fue evaluado cualitativa y cuan- 
titavamente y establecidas las condiciones 

óptimas de la prueba. 
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Los resultados preliminares indican es- 
pecificidad del antígeno obtenido y posi- 
bilidad de producción en cantidades sufi- 
cientes. Sueros de título alto de anticuer- 
pos neutralizantes permiten un alto por- 
centaje de identidad con resultados obte- 
nidos por inmunodifusión, mientras que 
los sueros con títulos bajos (SN) requie- 
ren mayor estudio. Se discuten las venta- 
jas de utilización de la técnica como apo- 
yo para la detección de anticuerpos en el 
diagnóstico de la infección. 

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 

Identificación Título en DISO/ Concentración proteína Título IDD** Título IDR 

0.05 ml. mg/ml* A 

Lote 1 RB 103-5 3.5 2 e 

Lote 2 RB 1030 7.8 4 E 

Lote 1 MDBK 10% 13.6 8 32 

Lote 2MDBK 10%? 4.9 8 8 

Lote 3MDBK 10%? 9.8 8 32 

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

**  Recíproco de la mayor dilución de antígeno que produjo línea de precipitación 

específica con suero de referencia en inmunodifusión doble (ID). 

***  Recíproco de la más alta dilución de antígeno que produjo un anillo de precipi- 

tación ante suero de referencia en inmunodifusión radial (IDR). 

TABLA 2. DISTRIBUCION DE SUEROS (N — 333) EVALUADOS POR LA 

TECNICA DE SERONEUTRALIZACION Y DE INMUNODIFUSION 

a 
eS Seroneutralización (SN) 

E Posit. Negat. Total 

z 
= Positivo 34 13 47 

a 

Z Negativo 285 286 

E Total... 35 298 333 

Sensibilidad = 34/35x 100 = 97 

Especificidad = 285/298 x 100 =96 

246 
Rev. Col. Cienc. Pec. Vol. 11 No. 4, Septiembre 1980



      LA   

  

O/o de concentración de antígeno 

FIGURA 2. Relación entre la concentración de antígeno IBR y el diámetro del anillo 
de precipitación (mm2). Lote 1MDBK. 
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Convierta su peso 
en peso$$$ 

AUMENTE LAS UTILIDADES EN SU EMPRESA GANADERA 

   7 
A PS 

RN x 
E E z . 5 7 . A 

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. 

(1) 
SQUIBB 

UN PRODUCTO CON LA CALIDAD



  

  

-Qué bien sirve 
FADEGAN 

    

    

  

ALMACE 
FADEGAN           
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La Federación Antioqueña de Ganaderos es una organización gremial que busca 

la defensa y desarrollo del sector, a través de la vigilancia de sus intereses 

y la prestación de servicios, asi: 

* Asistencia técnica Agropecuaria * Almacenes Agropecuarios 

  

* Asesoría Jurídica * Desarrollo y Fomento 

* Radioteléfono * Importaciones 

* Comunicaciones * Comercialización de carnes 

* Investigaciones económicas * Maquinaria y vehículos para el campo 

* Planta de sales y concentrados 

FEDERACION ANTIOQUEÑA DE GANADEROS 
Sede, Calle 72 No. 64-155 Teléfono: 570800 Medellín


