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RESUMEN

Se puso a punto la técnica inmunoenzimdtica de ELISA pa
ra la identificacién de anticuerpos contra la Rinotradﬁg
itis Infecciosa Bovina (IBR). Se empled antigeno alta-
mente purificado en gradiente de tartrato de potasio y -
se determinaron las dilusiones &ptimas de suero, antige
no y conjugado, mediante el sistema de dilusiones mdlti
ples. Como sueros control positivo y negativo, se esta
blecid un pool de sueros positivos y negativos a la Se-
roneutralizacién (SN), que se congelaron y utilizaron -
como standars en cada reaccién. Los resultados se ex--
presaron en unidades, para evitar las variaciones de -
Densidad Optica (D.0.) entre placas. La técnica se com
pard con la SN. Del total de sueros procesados, el 52%
resultd positivo a la técnica de ELISA y sélo un 28.5%

a SN. La técnica de ELISA demostrd ser mds rdpida, sim
ple y sensible. -

INTRODUCCION

o

La técnica inmunoenzimitica ELISA para el diagndstico de anticuerpos contra di--
versas enfermedades infecciosas de etiologia viral y bacteriana, ha demostrado u
na mayor sensibilidad, rapidez y sencillez frente a las técnicas comunmente em--
pleadas hasta la fecha (1, 2, 4, 5, 6, 9). Esto es particularmente cierto en el
caso de enfermedades virales donde se emplean cultivos celulares para su diagnés
tico, por las ventajas que representa no depender de 8stos, con todos los incon—
venientes que traen aparejados (contaminacidn, variacién del titulo viral, reac-
ciones inespecificas, contaminacidn del cultivo con cepas virales no citopatogé-
nicas, u otros contaminantes).
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Por otra parte, el empleo de un antigeno altamente purificado elimina la presen-
cia de restos celulares asi como otros contaminantes de. las.células (micoplasmas,
virus no citopatogénicos) (1,7), que puedan interactuar con los sitios de reac--
cidén del anticuerpo, evitando los falcos positivos. La inoculacidn de conejos -
con sobreradante celular no infectado da lugar a la formacidn de anticuerpos an-
ti-sobrenadante celular. En un pais donde los animales son inmunizados periddi-
camente con vacunas producidas en cultivos celulares, se pueden encontrar anti--
cuerpos ccntra el sobrenadante celular, lo que invalidaria cualquler reaccidn 1n
munoenzimética dirigida a la identificacién de:anticuerpos: séricos especxflcos.
Para evitar estas reacciones inespecificas, se requieren mayores diluciones del
suero, lo que disminuye la sensibilidad de la prueba (1).

En el presente estudio, se empled- antigeno altamente purificado y se prepard un
pool de sueros poqltlvos y negativos a la SN, que fueron empleados como control
standard en cada reaccidn. Para evitar las variaciones de D.O. interplacas, los
resultadcs de D.O. de las diluciones del suero control (+) fuerodn referidos a u-
nidades arbitrarias. Ambos par@metros, D.O. ¥y unidades fueron correlacionados -
por regresidn lineal. Todos los valores de D.O. de las muestras fueron converti
dos en unidades equivalentes a las del suero de referencia, para lograr una sig-
nificacién analitica correcta (6).

Esta prueba se compard con la SN, para determinar si existe correlacidn de resul
tados y ¢e su sensibilidad especifica.

MATERTALES Y METODOS

Virus IBE - Produccién

El virus I3R cepa Cooper proporciaonada por la Universidad de Davis, California,

se produjo en monocapas de cé€lulas de la linea Madin Darby Bovine Kidney (MDBK),
confluentes en un 80%, en botellas de 75 cm®. Las células fueron enjuagadas con
PBS dos veces e inoculadas con 2 ml de virue diluido 1:10 con un titulo a la SN
de 1 x 10° dosis infectantes 50%/0.025 ml (DICC 50%/0 025ml). Los cultivos fue-
ron incubados una hora a 37°C y luego se les agregd 40 mls de medlo Eagle con --
10% de sue-o equino, 1% de gentamicina, 1% penicilina/estrepto v 1% de bicarbona
to. Dichos cultivos fueron mantenidos a 37°C hasta la aparicidn ‘de efecto cito-
patico (CPE). Las monocapas con 80% de CPE fueron congeladas y descongeladas --
tres veces y centrifugadas a 5.3C0 rpm por 15 minutos. (SORVALsuperspeed RC 2-B
rotor). El pellet celular fue resuspendido en medio Eagle 4 centrlfugado nueva-
mente a 5.300 rpm por 15 minutos. Este segundo scbrenadante fue juntado con el
primero y &sto contituyd la suspensién virica inicial. Posteriormente se tomd -
una allcuona para su titulacidn en cultivo celular MDBK, obteni&ndose un titulo

de 1 x 10°"7 DICC 50%/0.025 ml.

Purificacidn viral

El sobrenadante obtenido fue centrifugado sobre una capa de sucrosa al 25% en bu
ffer TEN (1.01M Tris, 0.01M EDTA, 0.1M NaCl pH 7.2), a 86.000 x g durante 90 mi-
nutos (ceamrifuga Beck-man type 30 rotor). El pellet se resuspendid en buffer -
TEN en un “rolumen 1/200 del volumen inicial, y fracciones de 600 ul fueron deposi
tados cuidudosamente sobre un gradiente lineal preformado de tartrato de potasio.
15~45% en buffer TEN pH 7.2 y centrifugados a 100.000 x g durante 12 horas en el
rotor €W 4° T1 de la’ cnntrlfuga Beckman.

Una banda blanquec1na se observd en el tercio superior del tubo y un casquete-in
ferior e ¢proximadamente 3 ml. Alicuotas de 1 ml fueron tomadas para su lectu-
ra en el cupectrofotdmetro a una longitud de onda de 280 nm. De acuerdo con los
valores ob‘enidos, s~ hizo un pool de las fracciones 5 al 13 de la banda supe- -
rior, y 28 al 32 del casquete inferior. Ambos pools fueron deluidos cuatro ve--
ces con buffer TEN y centrifugados nuevamente a 86.000 x g por 90 minutos. Los
pellets obtenidos fueron nuevamente resuspendidos en 4 ml de buffer TEN y se to-
maron alicuotas para su titulacidén. El resto fue congelado hasta su utilizacién.
Los titulos obtenidos durante las di-.r2ntes etapas del proceso, se expresan en

el Cuadro 1.
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Cohjugado

Inmunoglobulina de cabra anti IgG bovina conjugada con peroxidasa proveniente de
KPL, fue usada en una dilucién de 1:4000 en PBS-Tween 20 al 0.05%.

Sustrato

O-Phenilene Diamine (OPD) proveniente de Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., fue
utilizado a razdén de 4 mg en 10 ml de buffer citrato pH 5, con 10 ul de Hzoz.

Procedimiento de ELISA

Se emplearon los procedimientos establecidos por Voller, Bidwell & Bartlett (9),
con pequefias modificaciones.

El antigeno (Ag) se diluyd 1:3000 en PBS pH 7.2 y se colocaron 100 ul en placas
de 96 hoyos (INMULON 2 Dynatech), dejandose toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se volcd el contenido de Ag y sin lavar, la placa fue bloqueada
‘con 100 ul de albimina bovina (BSA) al 1% e incubada 30 minutos a 37°C. El con-
tenido se volcd y la placa fue lavada con PBS-T (Tween al 0.05%) tres veces, con
lavador de placas manual (Vaccu-Pette/96 VP-96-UST Culturetek Corp.). Posterior
mente, se agregaron los sueros control (positivo en cinco diluciones 1:300, 1:600,
1:1200, 1:2400 , 1:4800 y en tres hoyos por d11u01on, vy negativo a una dilucidn de
1:600). La dilucidn de trabajo de los sueros fue de 1:600 en PBS-T. Todos los
sueros fueron probados en tres hoyos cada uno, para evitar el efecto de varia~ -
cidén individual. Se incubaron 2 & 3 horas a 37°C, la placa fue lavada tres ve--
ces con PBS-T y se colocd el conjugado-diluido 1:4000 en PBS-T. La placa fue de
jada toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se volcd el contenido y la placa fue lavada tres veces con PBS-
T y se agregd el sustrato (OPD) en buffer citrato pH 5. Se incubd a 37°C y se -
detuvo la reaccidn con acido sulfdrico 0.1 M.

La lectura de los resultados se realizd en un Espectrcfotémetro Dynatech automa-
tico MR 600 Microplate Reader) para placas, a una longitud de onda de 490 nm.

Cada placa tenia los siguientes controles: Suero control negatlvo, suero control
positivo en cinco diluciones; suero sustituido por PBS-T y usado como blanco de
la reaccidn; conjugado y sustrato sustituidos por PBS-T. Se empled un control -
de Ag, sustituyendo el virus por sobrenadante celular sin infectar.

Procedimiento de SN

La prueba de SN se realizd en microplacas de 96 hoycs (Costar-Dynatech) sobre cé-
lulas MDBK en medio Eagle con 10% de suer¢ equino y 1% de gentamicina'y nistatina
respectivamente.. Los sueros se diluyeron de 2 en 2, de 1:8 a 1:32, utilizandose

la dilucidn 1:4. como control de suero. En cada hoyo se colccaron 0.025 ml de ca-
da dilucidn de suero y un mismo volumen de una suspensidn viral conteniendo 100 -
unidades infectantes 50%/0.025 ml, excepto en la dilucién 1:4 usada comc control.

La placa se incubd a 37°C durante una hora. Posteriormente se agregaron las cé-

lulas en un volumen de 100 ul por hoyo. La placa fue nuevamente incubada a 37°C

durante 72. Diariamente se la observd, hasta la aparicidn de CPE. Los resulta-

dos se expresaron como la dilucidn mdxima del suero con actividad seroneutrali--

zante.

En cada prueba se realizd una titulacidn del virus, para confirmar que se emplea
ron 100 unidades infectantes 50% (UI 50%) en la reaccidn. Ademds del control de
suero, se usaron los siguientes controles: control de células (sélo células en -
medioc Eagle), control de suerc positivo y negativo.

RESULTADOS

Purificacidén viral. En el proceso de purificacidén del Ag, ocurrid un hecho par-
ticular que fue la aparicidn de dos bandas de absorcidn con actividad infectante.
Una en el tercio superior del gradiente y la sequnda como un casquete inferior -
(fracciones 5/10 y 28/32 respectivamente). El titulo infectante de ambas fraccio
nes fue muy diferente (Cuadro 1). Sin embargo, al ser probadas en la té&cnica de
ELISA, ambas fracciones dieron resultados similares (Cuadro 2).
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Cuadro 1. TITULOS DEL VIRUS IBR EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE SU PURIFICACION ME-

DIANTE SN
Titulo (DICC 50%/0.025 ml)
Suspencidn viral inicial 1 x 10%7
Virus clarificado 1 x 10°
Ultracentrifugado
a) banda superior 1 x 1035 ..
x 10°°°

b) banda inferior _ 1

Cuadro 2. DILUCIONES DEL Ag CONTRA UNA DILUCION UNICA DE SUERO POSITIVO MEDIANTE

ELISA

: . .
Diluciones Densidad Optica (*)
o Frac01on 5/10 Fraccidn 28/32
1:1000 .845 . .861
1:2000 .828 .861
1:3000 .776 .784
1:4000 | . .685 .754

(*) promedio de D.0O. de 4 hoyos

..La ailucién de trabajo fue establecida en 1:3000.

.Sueros control positivo. Sueros positivos a la SN fueron probados a diferentes -
dilucignes 1:600, 1:1200, 1:2400, 1:4800 contra una dilucién fija de Ag (1:3000)

. ipara determinar la dilucidn Sptima de trabajo, asi como para hacer un pool de los
mismos y utilizarlo como control en cada prueba (Cuadro 3).

Sueros control negativo. Sueros negatlvos a la SN fueron probados conjuntamente -
con los positivos con el mismo propdsito (Cuadro 3).
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Cuadro 3. RESULTADOS EN ELISA DE SUEROS TITULADOS POR SN

Densidad Optica (D.O.)
Sueros Diluciones

1:600 1:1200 1:2400 1:4800

Sueros negativos a SN

1 .168 .146 no testado
2 .031 - no testado
3 .160 .152 no testado
4 .151 .111  no testado
5 117 .085 no testado
6 172 .127 no testado
7 .140 .096 no testado
8 AN .047 no testado
9 .120 .067 no testado
10 .120 . 100 no testado
11 .139 .087 no testado

Sueros positivos a SN

12 1.110 1.037 .926 .960
13 .956 .691 -474 .335
14 .616 .429 .258 .199
15 .417 .252 .147 .096
16 .652 .514 .364 -

17 777 .555 .274 .238
18 1.968 .753 .516 .308

Las diferencias de D.O. obtenidas entre los sueros positivos y negativos a la di
lucidén 1:600 determinaron que se adoptara &sta como dilucién de trabajo. Se hi-
20 un pool con 7 sueros positivos que fue fraccionado y congelado para su utili-
zacidén como control positivo en todas las pruebas. Igualmente se procedid con -
los sueros negativos.

Diluciones del conjugado. Manteniendo fijas las diluciones de Ag y sueros, se --
realizaron las siguientes diluciones del conjugado: 1:500, 1:1000, 1:2000; 1.4000,
1:8000; 1:10000, para determinar su dilucidn JSptima de trabajo. (Cuadro 4)
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Cuadro 4. DILUCIONES DEL CONJUGADO

Diluciones y resultados en D.O.

Sueros

1:500 1:1000 1:2000 1:4000 | 1:8000 1:10000
Suero + 1.595 1.435 1.100 .915 .530 .390
Suero - .112 .089 .099 .094 .003 -

Fue elegida la dilucidn de trabajo 1:4000

Sustrato

El sustrato fue utilizado de acuerdo a lo establecido en el manual publicado por
Dynatech (ver Materiales y Métodos)

Comparacidén de las técnicas de ELISA y SN. Del banco de sueros del C.I.Vet. Ru-
binc, se tomaron 85 sueros bovinos inactivados a 56°C por media hora, y fueron -
estudiados por ambas técnicas (Cuadro 5)

Cuadro 5. COMPARACION DE RESULTADOS EN ELISA Y SN (%)

Suero N° SN ELISA Suexro N° SN ELISA Suero N° SN ELISA
1 - 0 30 - 293 59 - [¢]
2 - 305 31 - 72 60 - 14
3 - 0 32 - 0 61 - 411
4 - 0 33 - 0 62 - 228
5 - 0 34 - 0 63 +1:32 858
6 - 0 35 - 318 64 +1:16 1281
7 - 0 36 - 1412 65 +1:16 1209
8 - 0 37 +1:32 638 66 +1:16 1042
9 - o] 38 +1:16 1402 67 - 359
10 - 0 39 +1:16 743 68 +1:16 1394
11 - [o] 40 +1:16 478 69 +1:16.- 658
12 - 0 41 +1:16 1263 70 +1:16 660
13 - 0 42 - 323 71 - 321
14 - o] 43 +1:16 1156 72 +1:16 700
15 - 0] 44 +1:16 439 73 - 1105
16 - 258 45 - 439 74 +1:16 211
17 - 486 46 +1:16 674 75 - 74
18 +1:8 687 47 - 1043 76 +1:8 656
19 - 168 48 +1:16 735 77 - 461
20 - o] 49 - 1504 78 +1:16 959
21 - 0 50 +1:8 645 79 - 0
22 - 0 51 - 363 80 - 0
23 - 0 52 +1:16 0 81 -~ 0
24 - 0 53 - 0 82 - 0
25 - 0 54 - 0 83 - (o]
26 - 4 55 - 0 84 - 0
27 - 236 56 - 0

28 - 0 57 - 0

29 +1:8 376 58 - (]

(*) Los resultados de SN corresponden a diluciones del suero, y los de ELISA a
unidades.
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RESUMEN

Sueros ELISA % SN %
Positivos 44 52.4 24 28.5
Negatives' 40 47.6 60 71.5
Total 84 84

Para determinar el umbral por encima del cual los sueros se consideran positivos
a la prueba de ELISA, se tomaron los valores en unidades arbitrarias de 31 sue--
ros negativos ambas pruebas, se calculd la media (x), el desvio standard ( ) y -
se le sumbé a la media dos desvios standard. El resultado fue 21 unidades. En -
consecuencia, todo suero con més de 21 unidades se considerd positivo.

Del cuadro 5 resulta cue sc detecta un 52% de sueros positivos por ELISA y sélo
28.5% por SN. De los 24 sueros positivos a la SN, todos excepto. unc resultaron
positivos por ELISA. .Hubieron 20 sueros positivos por ELISA que resultaron ne-
gativos por SN.

DISCUSION

La aparicidén de dos bandas de absorcidn con actividad infectante luego de la ul-
tracentrifugacidn en el gradiente de tartrato de potasio, fue discutida amplia--
mente con el Dr. Ardans, de la Univ. de Davis, California, durante la estadia ge
un mes del autor en dicha institucién. Sin embargo no fue posible analizar qué
proteinas ‘actuaban en cada fraccién. Se considerd cue extraordinariamente queda
ron restos celulares con particulas virales adsorbidas luejo de la clarificacidn
de la suspensidn viral contra el colchdn de sucrcsa. Ello explicaria el elevado
titulo del virus'en la fraccidn inferior. A pesar de esta difercencia de titulo,
el comportamiento de ambas fracciones en la prueba de ELISA a una misma dilucidn
fue similar, por lo cual en el trabajo se emplearon las dos fracciones indistin-
tamente.

El andlisis de los resultados de los 84 suercs estudiados demostrd que 44 sueros
(52.5%) resultaron positivos por la técnica de ELISA, mientras que por SN sdlo -
24 (28.5%) De los sueros positivos a SN, s6lo uno resulté negativo a ELISA, - -
mientras que de los positivos a ELISA sblo 23 resultaron positivos a la SN.

No es posible correlacionar los resultados positivos a ambas técnicas, porque --
sueros con una actividad seroneutralizante alta (1:32), mostraron valores bajos

de D.O. y/o unidades. Por otra parte, sueros débiles positivos o negativos a la
SN mostraron valores altos -de D.O. y/o unidades.

La explicacidén de la mayor sensibilidad de la técnica de ELISA radica en la capa
cidad de la prueba:de identificar anticuerpos seroneutralizantes y no seroneutra
lizantes (1,5), mientras que la SN sdlo identifica anticuerpos seroneutralizan--
tes.

Se concluye que esta técnica es mds. sensible y sencilla que la SN, por los siguien

tes motivos: . -

a) por identificar otros anticuerpos ademds de los seroneutralizantes;

b) porque no reguiere trabajar con cultivos celulares;

c) porque en 48 horas como miximo se obtiene un resultado confiable, pudiéndose
reducir el tiempo a ochc horas, luego de estudios que acorten los tiempos de
reaccidn.

[147]



0.

c.c.7.8 J. Saizar, H: Guarino, F. Capano

AGRIDECIMIENTOS

Se agradece la colaboracidn de las Sras. Nelsa Caporale por su trabajo en cultivos
celulares; Gladys Gonzdlez por las pruebas de SN; Sr. Atahualpa Sénchez por la pro
ducci:. de medios; Dra. Ma. Angélica Sclari y Sr. Herman Topolanski por el disefio

del programa para el computador. Un agradecimiento muy especial al Dr. Alberto --
Nieto (Profesor titular de Inmunologia, Fa. de Quimica, Uruguay), por su constante
apoyc y consejo cientifico.

Este proyecto se realizd con el aporte financiero de la International Foundation
for Scienca (IFS), de Suecia, Proyecto B/1134.

SUMMARY:! SET UP OF THE ELISA TEST E%R THE DIAGNOSIS OF INFECTIONS
BOVINE EHINOTRACHEITIS (IER) AND ITS COMPARISON WITH -
SERUM NEUTRALIZATION

The ELISA test was set up for the identification of antibodies against Infectious
Bovine Rhinotracheitis (IBR). Highly purified antigen through potassium tartrate
gradients was used, and optimum dilutions of sera, antigen and conjugate were es-
tablished by the multi-dilutions system. Pools of positive and negative sera to
Sérum Neutralization (SN) were established as positive and negative controls. --
They were frozen and used as standards in each test. Results were expressed in
units to avoid Optic Density (0.D.) variations betwenn plates. The test was com-
pared with SN. Results showed that 52% of the sera were positive to ELISA and --
only 23.5% to SN. This comparison shows that ELISA is more sensitive, faster and
simpler.
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