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RESUMEN

Se ha comparado la técnica inmunoenziméti-
ca (ELISA) “sandwich” indirecta con la prueba
de fijacibn del complemento 50% (FCs,) para
detectar los serotipos O, A y C dei virus de la
fiebre aftosa (VFA) y New Jersey (NJ) e Indiana
(IND) del virus de la estomatitis vesicular (VEV).
Para las cepas O, A, C e IND se usaron antisue-
ros polivalentes como detectores y para las ce-
pas NJ fueron utilizados antisueros monovalen-
tes. La prueba de ELISA mostré ser un procedi-
miento més satisfactorio para identificar VFA y
VEV en muestras de epitelios de animales
afectados por enfermedad vesicular.

INTRODUCCION

El virus de la fiebre aftosa (VFA) es un
Picornavirus que ocasiona una enfermedad vesi-
cular en animales de pezuiia hendida. El virus
de la estomatitis vesicular (VEV) es un Rhabdo-
virus que también produce una enfermedad ve-
sicular en equinos, bovinos y porcinos. EI VFA
tiene siete tipos seroldgicos distintos y de éstos
los serotipos O, A y C, incluyendo varios subti-
pos son prevalentes en América del Sur {2). La
EV es producida por los serotipos NJ e IND,
que incluye los subtipos IND-1, IND-2 e IND-3
{8). Los serotipos NJ e IND son identificados

1 Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA,
HPV/OPS/OMS)}, Caixa Postal 5689, 20001 Rio de Ja-
neiro, RJ, Brasil.

en las dreas endémicas de EV (sur de los Estados
Unidos de América, México, América Central,
Panama, Colombia, Ecuador, Per(i y Venezuela).
El subtipo IND-2 es aislado esporadicamente en
Argentina y Brasil y el subtipo IND-3 solo en
Brasil. Ambas enfermedades son clinicamente
indistinguibles en bovinos y porcinos (6).

La tipificacion de los VFA y VEV en Amé-
rica del Sur se realiza por la prueba de fijacién
del complemento 50% (FCsgo) usando antisue-
ros poli y monovalentes (1). La técnica inmuno-
enzimética (ELISA) ha probado ser maés eficiente
que la prueba convencional de FC para identifi-
car VFA (9, 12) y VEV (10).

En este estudio se compara el uso de antisue-
ros polivalentes en las pruebasde ELISA y FCs¢
para identificar los serotipos O, Ay Cdel VFA y
NJ e IND del VEV prevalentes en Ameérica del
Sur.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de campo y de referencia: Fueron
reexaminadas un total de 291 muestras de
epitelio de bovinos, equinos y porcinos, envia-
das al Laboratorio de Referencia para las Amé-
ricas/Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(PANAFTOSA) por los paises de las Américas
del Sur y Central entre 1952 y 1989 y conser-
vadas a -20°9C en solucién buffer fosfato (PBS)
con 50% de glicerina. Las muestras fueron re-
examinadas por FCs, y analizadas por primera
vez por la prueba de ELISA. Para el examen se
preparé una suspension de 20% en PBS de las
muestras epiteliales.

Las suspensiones de cultivos de células BHK
{11) infectadas por VFA y VEV del cepario de
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PANAFTOSA (2, 3) que incluian: 29 de! tipo
0O; 60 del tipo A; 21 del tipo C; 4 del tipo NJ;
4 del subtipo IND-1; 5 del subtipo IND-2 y 4

del subtipo IND-3 también fueron examinadas

por las pruebas de ELISA y de FCs,.

Antisueros para las pruebas de ELISA y de
FC;,: Antisueros de conejo para captura en
ELISA fueron preparados por la inoculacion de

antigeno 146S inactivado de los VFA O, Cam--

pos-Br/58, A,4 Cruzeiro-Br/85 o C; Indaial-Br/
71 obtenidos en células BHK. Para los antisueros
de VEV, los animales fueron inmunizados con los
subtipos NJ Costa Rica/66, IND-1 Costa Rica/72,
IND-2 Ribeirdo-Br/79 o IND-3 Agulhas Negras-
Br/86 pasados en células IBRS-2 (7). Las inmuni-
zaciones fueron realizadas da:acuerdo con el mé-
todo descripto {12). E| suero de captura para ios
serotipos IND fue una mezcla de los sueros mo-
novalentes de conejo IND-1, IND-2 e IND-3,
mientras que !os sueros de captura para los sero-
tipos O, A, C y NJ fueron antisueros monovalen-
tes de conejo.

Los anticuerpos detectores para los serotipos
0, A, C e IND usados en las pruebas de ELISA y
FCso fueron antisueros polivalentes producidos
en cobayos con virus infeccioso adaptado a esta
especie. El esquema de inmunizacion fue seme-
jante al descripto previamente {(4).

Para la preparacion de antisueros polivalentes
se usaron las siguientes cepas: para el tipo O, O
Campos-Br/68, O; Caseros-Br/67, O, Brescia-
italia/47, O; Venezuela/s1, Os UK/24, Os
Bahia-Br/60, O Magdalena-Col/78, O MS-Br/80 y
O RS-Br/80; para el tipo A, As Westerwald-Ger/
48, A,, Cruzeiro-Br/55, Aj, Venezuela/70,
A-79 Argentina/79, A Esteller-Ven/80, A-81
Arg/81, A-84 SC-Br/84, A Col/84 y A-85 Col/85;
para el tipo C, C; Noville-Smith/65, C, Pando-
Uru/44, C; Resende-Br/55, C; Indaial-Br/71,
C; Arg/85, C; T.del F.-Arg/66 y Cs Arg/69;y
para el tipo IND, IND-1 Costa Rica/72, IND-2
Ribeirdo Preto-Br/79 e IND-3 Agulhas Negras-Br/
86.

El anticuerpo detector para el tipo NJ fue el
antisuero monovalente producido en cobayo con
la cepa NJ Costa Rica Rica/66, usando la misma
metodologia arriba descripta.

Todos los sueros fueron inactivados a 56°C

durante 30 minutos, fraccionados en voliumenes

.de 2 ml y aimacenados a -20°C.

Prueba de FC;,: Se empled la prueba de
FCso en tubo usada por PANAFTOSA para la
tipificacion de los VFA y VEV. Resumiendo: an-
tisueros polivalentes O, A, C e IND de cobayoy
monovalente NJ fueron usados en la diluciéon
conteniendo 2,5 unidades fijadoras de comple-
mento 50% contra fos virus homélogos O, Cam-
pos-Br/58, A,4 Cruzeiro-Br/65, C; Indaial-Br/
71, NJ Costa Rica/66 e IND-1 Costa Rica/72, res-
pectivamente. Las unidades hemoliticas 50% de
complemento para cada antigeno fueron determi-
nadas previamente por titulacion del complemen-
to contra los antigenos.

Los antigenos fueron usados en la suspension
original. Se utilizaron volimenes de 200 ul de
suero, antigeno y complemento y, después de
una incubacién a 379C durante 30 minutos, se
adicionaron 400 ul de sistema hemolitico con
una densidad optica (DO, 545 nm) de 0,66. La
mezcla fue incubada durante 30 minutos a 37°C.
Después los tubos fueron centrifugados y se de-
termind el grado de reaccion por la medicién de
{a DO. Muestras con DO de 20% o mas baja para
un antisuero, en.comparacion con los otros anti-
sueros y el suero control, fueron consideradas po-
sitivas para el tipo correspondiente.

Prueba de ELISA: Usamos la siguiente prueba
de ELISA “sandwich” indirecta basada en el mé-
todo descripto para diagnéstico del VFA (12):

a) A placas de ELISA se afiadieron 100ulde
dilucién éptima, en tampén de carbonato/bicar-
bonato, pH 9,6, de antisuero y suero normal de
conejo y se mantuvieron en incubacion a 49C
durante la noche. A continuacion, las placas
fueron bloqueadas con 1% de ovoalbdmina en
PBS durante 1 h a 24-250C,

b) Los antigenos fueron examinados en volg-
menes de 50 ul de la suspension original y deja-
dos para reaccionar durante 1h a 379C en un
vibrador.

¢) Se adicioné sucesivamente los sueros de co-
bayo y el conjugado en volimenes de 50 ul de la
dilucién optima y se incubd a 379C durante 30
minutos en un vibrador.
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d) Se adicioné el substrato de OPD al volu-
men de 50 ul. La reaccion se realizé durante 15
minutos a 24-250C y fue detenida por acidifica-
cion.

e) La DO fue leida a 492 nm en un fotdmetro
Flow Multiskan. Los antigenos, sueros de cobayo
y conjugado fueron diluidos en PBS con 0,056%
de Tween-20, 1% de ovoalbiimina, 2% de suero
normal de conejo, y 2% de suero normal de bovi-
no. Las placas fueron lavadas cuatro veces entre
cada paso con PBS con 0,05% de Tween-20. Las
muestras con DO de 20% o maés alta para un anti-
suero, en comparacion con los otros antisueros y
el suero control, fueron consideradas positivas
para el tipo correspondiente. ‘

La disposicion de los reaccionantes en la placa
para la tipificacion del VFA y del VEV se mues-
traen la Figura 1.

RESULTADOS

Muestras de referencia: Suspensiones de célu-
las BHK de 110 VFA y 17 VEV del cepario de
PANAFTOSA fueron examinadas por ELISA y
FCso para comparar la capacidad de ambos mé-
todos de identificar las cepas mas importantes del
VEV y del VFA aisladas en América Central y
del Sur entre 1944 y 1989. El Cuadro 1 muestra
que la técnica de ELISA proporciond resultados
positivos en los 127 materiales examinados,
mientras que la prueba de FCso no detectod virus
en la muestra C Leticia-Col/70. '

CUADRO 1. Resultados de tipificacion obtenidos por las
pruebas de ELISA y FCgq en suspension de células BHK
infectadas con VFA y VEV del cepario de PANAFTOSA

FIGURA 1. Disposicion de los reaccionantes en
placas para la tipificacion de VFA y VEV por la
prueba de ELISA “sandwich” indirecta
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Muestras de campo: Un total de 291 suspen-
siones de muestras de epitelio de bovinos, equi-
nos o porcinos afectados por enfermedad vesicu-
lar fueron examinadas por ELISA o FCsy. La
técnica de ELISA obtuvo resultados positivos en
67,4% (196/291), mientras que por la prueba de
FCso solo se tipificd virus en 54,0% (157/291)
de las mismas muestras. Todas las muestras posi-
tivas por FCso también lo fueron por la técnica
de ELISA. ’

Hubo completa concordancia entre los resul-
tados de tipificacion obtenidos por los dos
métodos.

DISCUSION

Puesto que la FA y la EV no pueden ser dife-
renciadas solo por-los sintomas clinicos presen-
tados por los bovinos o porcinos afectados, la
identificacion laboratorial del agente involucra-
do es esencial para el diagnoéstico. El mejoramien-
to de las técnicas en este campo es, por lo tanto,
de gran importancia para ayudar a los programas
de prevencioén, control y erradicacién de las en-
fermedades vesiculares.
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La técnica de ELISA mostré mayor sensibi-
lidad que la FC convencional cuando se compa-
raron en la identificacion del VFA (9,.12) y del
VEV (10) usando antisueros monovalentes. Los
antisueros polivalentes fueron mas eficientes que
los antisueros monovalentes para detectar el VFA
por la prueba de FCs, (4). Este aspecto fue in-
vestigado por ELISA examinando 418 muestras
de referencia y de campo del VFA y del VEV,
Ambas pruebas mostraron efectividad similar
para identificar muestras pasadas en células BHK
(Cuadro 1: muestras de referencia). Sin embargo,
cuando se examinaron muestras epiteliales de
campo de VFA y VEV (Cuadro 2), la técnica de
ELISA proporciond consistentemente mds resul-
tados positivos.

reacciones las hemos relacionado con los epito-
pes comunes que las particulas 146S de las cepas
del VFA poseen. Sin embargo, estas reacciones
cruzadas no dieron lugar a resultados falso-
positivos. :

La técnica de ELISA realizada con antisueros
polivalentes probablemente probara ser muy satis-
factoria para apoyar los programas de preven-
cién, control y erradicacion de la FA 'y EV.
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CUADRO 2. Resultados de tipificacién obtenidos por las pruebas de ELISA y FCso en suspersiones originales de
muestras de epitelios de animales afectados por fiebre aftosa (FA) o estomatitis vesicular (EV)

Muestras Tipo de virus
Origen Namero Prueba [s) A [} NJ IND Neg.
VFA 201 ELISA a7 61 17 0 0 86
VFA 201 FCso 30 a2 13 L 0 16
VEV 90 ELISA 0 0 0 72 ] 9
VEV 90 FCso 0 0 0 63 9 18
E! elevadc porcentaje de resultados positivos REFERENCIAS

obtenido en suspensiones de células BHK con las
dos pruebas se relaciond con la mayor concentra
cién de antigeno en suspensiones de BHK que en
muestras epiteliales, junto con el més amplio es-
pectro de los antisueros polivalentes para identi-
ficar virus heterdlogos cuando comparado con
antisueros monovalentes (4).

E! amplio espectro de los antisueros poliva-
lentes como anticuerpos detectores {4) y la eieva-
da sensibilidad de la técnica de ELISA (9, 10,12)
aumentan la posibilidad de identificar virus direc-
tamente de muestras epiteliales, principalmernite
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campo en los serotipos O, A y C del VFA (2) e
IND del VEV (3, 8).
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