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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-VIA EN SUEROS BOVINOS
POR MEDIO DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Eduardo R. Centeno' ; Juan Antonio Obiaga®; Kleise de Freitas Costa* ; Julio A. Mesquita

RESUMEN

Se adapt6 la técnica de contrainmunoelectro-
foresis (CIEF) para investigar anticuerpos anti-
VIA (virus-infection-associated) en sueros de bo-
vinos con el fin de proporcionar una nueva técnica
de alta reproducibilidad y sensibilidad suficiente
como para detectar dichos anticuerpos en sueros
con titulos bajos evitindose los falsos negativos.

Se tomaron sueros de animales que habian si-
do infectados por via intranasal con virus atenua-
do de la fiebre aftosa y cuyos titulos variaban des-
de los positivos fuertes a los débiles e incluso ne-
gativos de acuerdo con los estudios previos efec-
tuados por medio de inmunodifusién doble (IDD)
en agar. ,
~ Para aumentar la sensibilidad de la técnica los
sueros fueron investigados con una serie de dilucio-
nes de antigeno VIA, encontrindose que la mayor
parte de ellos reaccionaban con una o mds de las
siguientes diluciones 1/30, 1/50 y 1/75 obtenidas
a partir de una solucién patron del antigeno.

Con el objeto de proporcionar dos alternativas
se estudiaron dos medios de soporte, esto es, una
agarosa de bajo y otra de alto -m, {coeficiente de
movilidad cat6dica), describiéndose en el texto
las condiciones electroforéticas Optimas para cada
. unade ellas.

La sensibilidad, especificidad y correlacion en-
tre la CIEF y la IDD fueron estudiadas estadistica-
mente, encontrandose que aungue ambas técnicas
poseen la misma especificidad, la CIEF es mucho
mds sensible llegando a demostrar casi dos veces
mds positivos.

Se pone énfasis en el valor epidemiolégico que
posee una técnica tan sensible como la CIEF vy las
ventajas de ser rdpida, econémica en lo que a canti-

lCentro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000-Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

dad de antigeno se refiere y el nimero de muestras
que pueden ser analizadas simultdneamente.

INTRODUCCION

Bussard jntrodujo en 1959 (3) la técnica de
contrainmunoelectroforesis (CIEF), a la cual llamé
electrosinéresis, con el proposito de detectar reac-
ciones especificas de antigenos y anticuerpos. La
simplicidad del método y su sensibilidad hicieron
que fuera empleada por numerosos investigadores
y para diversos sistemas, pudiéndosela encontrar
frecuentemente en la literatura cientf(fica con otros
nombres tales como electroinmunoprecipitacién,
inmunoelectroosmoforesis, etc.

Esta técnica ha sido aplicada cominmente en el
laboratorio para el diagnéstico de la hepatitis B
(6, 8, 13) y de una variedad de enfermedades vira-
les (5), virus Coxsackie y ECHO? (77), fungales y
parasitarias. También ha sido utilizada para la se-
rotipificacion de adenovirus (9), estimacibn de an-
ticuerpos contra ADN nativo y desnaturalizado
(7, 14), para detectar la activacién del componente
C3 del complemento (2}, etc.

Bdsicamente consiste en una combinacion de la
reaccién de inmunodifusion doble (IDD) en agar
y electroforesis. En la IDD en agar los reactivos
son colocados en sendas cavidades desde las
cuales difunden hasta encontrarse en donde
forman una linea o banda de precipitacién (una
o més de acuerdo con la heterogeneidad del
sistema) cuya posicién, caracteristicas y tiempo de
formacion dependerdn de la naturaleza y concen-
traciobn de los antigenos y los anticuerpos. En la
CIEF los reactivos no son librados a las leyes de
la difusién sino que son “empujados’’ electroforé-
ticamente hacia una zona comin de reaccién.

En condiciones ideales, los complejos antigeno-
anticuerpos precipitan formando una banda a igual
distancia del punto de origen de cada uno de los
componentes.
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La sensibilidad de esta técnica es mucho mayor
que la de la iDD en agar ya que tanto el antigeno
como los anticuerpos migran en bloque mantenien-
do una elevada concentracion de los mismos.

En el presente trabajo se describen los estudios
realizados para determinar las condiciones adecua-
das para el sistema formado por el antigeno VIA
(virus-infection-associated) (4) del virus de la fie-
bre aftosa y sus anticuerpos homologos y de tal
manera ofrecer una técnica de alta sensibilidad,
gran reproducibilidad y simplicidad que permite
detectar concentraciones muy pequeiias de anti-
cuerpos bovinos anti-VIA en un tiempo relativa-
mente breve.

MATERIALES Y METODOS
Ant{genos

Dos preparaciones, identificadas como VIA-1
y VIA-2, han sido empleadas en el presente estu-
dio. La primera de ellas fue producida de acuerdo
con la técnica del Laboratorio de Referencia y

Diagnéstico del Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa (78) y la segunda ha sido preparada siguien-
do el método del Centro de Investigaciones de En-
fermedades Animales de Plum Island, U.S.A. (77)
con algunas modificaciones. Estas consistieron en
que la concentracion final no fue efectuada por
precipitacion con sulfato de amonio sino por
medio de presion osmética negativa empleando
PEG 20.0002. Generalmente el volumen final
correspondié a un 200 enésimo del liquido del
cultivo original del virus.

. Los antigenos fueron titulados por medio de
la técnica de electroinmunodifusion de Laurell
(70) tomando como referencia el VIA-1 y utili-
zando un suero hiperinmune de cobayo cedido
por el Laboratorio de Serologia. Alternativamen-
te fue empleada la IDD en agar segin fuera pres-
cripta por McVicar y Sutmdiler (72). Posterior-
mente el VIA-2 fue diluido hasta alcanzar un va-
lor igual, en actividad, al del VIA-1 el cual fue
tomado como patrén.

2peG 20.000 Polyethylene Glycol 20.000, J.T. Baker
Chemical Co., Phillipsburg, N.J., US.A.

Efectos del pH y de la composicidn de los buffers
en la movilidad electroforética

En primer lugar se estudiaron dos buffers con
respecto a la influencia de sus componentes sobre
el desplazamiento de las proteinas durante la elec-
troforesis y la posterior formacién de bandas de
precipitacion antigeno-anticuerpos en la agarosa.
Las formulas de los mismos son detalladas a conti-
nuacion:

a) Acido barbiturico 001 M
Barbiturato de sodio 0,056 M
Acetato de sodio 005 M

Acido acético 1 N c.s.p. ajustar pH

b} Acido barbiturico
Barbiturato de sodio
HC1 1 N c.s.p. ajustar pH

0,026 M
0,084 M

El efecto del pH sobre la movilidad del sistema
antigeno-anticuerpos fue también investigado em-
pleando los buffers descriptos y variando sus pH
a intervalos discretos desde 8,0 hasta 8,6. De esta
manera se determind el valor é6ptimo para que tan-
to el antigeno como los anticuerpos se desplaza-
ran a una velocidad semejante en el campo elec-
troforético.

Suero bovino fue estudiado electroforéticamen-
te en agarosa al 1% manteniendo constante el pH
y variando, desde 0,075 hasta 0,0125 la fuerza
iénica del buffer en el cual la agarosa fuera disuel-
ta para obtener el maximo desplazamiento de las
inmunoglobulinas con la menor distorcidén posible.

Medios de soporte

En este estudio fueron empleados dos tipos de
agarosa. Uno de ellos, Seakem® de baja y otro
HEEO* de alta actividad electroendosmética.

En ambos casos la agarosa fue preparada al 1%
(p/v) de la siguiente manera: en un Erlenmeyer de
125 ml se introdujeron 60 ml de agua destilada so-
bre la cual se adiciond, lentamente, 1 g de agarosa

3¢olloid Marine Colloid Industries, U.S.A.
*Miles Laboratories Inc. Elkhart, Indiana, U.S.A.
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mientras se agitaba el medio con un aparato mag-
nético. La boca del recipiente se cubrid con papel
de aluminio para impedir la evaporaci6n y la mez-
cla fue llevada a su punto de ebullicion mientras se
la agitaba continuamente manteniéndola en esas
condiciones durante un par de minutos para ob-
tener una solucion perfecta. Una vez que esta eta-
pa fue alcanzada se le agregd 50 ml de buffer, ya
sea barbital-barbital sodico o barbital-acetato de
sodio de fuerza idnica 0,11. La solucion fue calen-
tada por un breve intervalo, enfriada hasta 50°C,
aproximadamente y vertida sobre los porta-objetos
como se describe mds adelante. Es conveniente
preparar la solucién de agarosa en el momento de
usarla.

Electroforesis

En este estudio se emple6 un equipo Gelman®,
el cual posee soportes que sostienen seis porta-
objetos (2,5 x 5,0 cm) cada uno en dos hileras
de tres. La agarosa enfriada a una temperatura de
50°C, aproximadamente, fue vertida a razén de 30
ml por cada soporte en el cual se habian colocado
los porta-objetos previamente desengrasados con
alcohol. El proceso se llev6 a cabo en una mesa ni-
velada.

Los soportes fueron colocados en la heladera a
4°C durante cinco minutos para asegurar una bue-
na gelificacion. Por medio de una punzadora®, a la
cual se le habian colocado 10 cortadores de 3 mm
de didmetro cada uno, se efectuaron 20 perforacio-
nes en la agarosa de acuerdo con el modelo que es
presentado en la Fig. 1. Para ello fue necesario
~ cortar primero 10 cavidades por cada porta-objeto,
luego desplazar longitudinalmente la punzadora
para obtener la distancia requerida entre cavidad y
cavidad y efectuar entonces el segundo corte. Los
fragmentos de agarosa fueron removidos por me-
dio de una aguja de succién de 2,5 mm de didme-
tro externo, uno de cuyos extremos fue aplicado
sobre la superficie de la agarosa que se deseaba

5 Gelman Instruments Company, Ann Arbor, Michigan,
US.A.

6 Gelman Instruments Co. Gel punch, N© de Catélogo
71686.

extraer y el otro a una fuente de succién leve
(perilla de goma, aspirador fijado a un grifo de
agua corriente, etc.).

Con el fin de investigar la distancia 6ptima que
proporcionara bandas de precipitacién en el menor
tiempo posible de electroforesis, aun empleando
sueros de titulos muy bajos, se hicieron varias pla-
cas variando entre 3 y 5 mm el espacio compren-
dido entre el borde de la cavidad del antigeno y la
de los anticuerpos.

Las cavidades, cuyos voliGmenes eran de 14 ul,
fueron llenadas de forma alternada, comenzando
por la izquierda, con los sueros sin diluir, ya sea
problemas o testigos y las restantes con diluciones
de VIA. Al principio las diluciones de VIA fueron
efectuadas de una manera arbitraria empezando
con la preparacion sin diluir y continuando con las
diluciones 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, 1/50, 1/60,
1/70, 1/80, 1/90 y 1/100, para determinar la o las
diluciones que reaccionaran 6ptimamente con los
sueros empleados. En cuanto a los sueros, se eligié
un conjunto proveniente de sangrias obtenidas en
diferentes perfodos de animales infectados con
virus vivo. De esta manera se pudo experimentar
con una gama de valores que variaron en grados
de positividad desde los fuertes hasta los débiles
y negativos. Todos estos sueros habian sido estu-
diados previamente por medio de la técnica de
IDD en agar. los resultados fueron catalogados
como F, fuertes, cuando las bandas de precipita-
cién eran bien evidentes: D, débiles, cuando eran
visibles sin mayor esfuerzo y finalmente MD, muy
débiles, cuando eran ohservadas con alguna dificul-
tad o so6lo aparecian después de haber sido tefiidas
con una solucién colorante de Ponceau.

Las placas fueron colocadas en la cuba de elec-
troforesis y conectadas a los recipientes que con-
tenfan los buffers por medio de puentes de tela
de nylon de acuerdo con la técnica descripta en
el Manual de la Compaiiia Gelman. Se aplico una
diferencia de potencial de 160 voltios durante pe-
rfodos variables de tiempo para obtener el minimo
lapso necesario para producir las bandas de inmu-
no-precipitacion. La cuba de electroforesis conte-
nfa el mismo buffer empleado en la preparacion de
la agarosa pero con una fuerza idnica igual a 0,11.
El fenomeno de electroendésmosis fue estudiado
en ambas preparaciones de agarosa. En lo que se
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FIGURA 1. L/neas de precipitacién obtenidas por medio de la CIEF. La fotografia muestra la distribucién de las ca-
vidades en los porta-objetos. El antigeno fue colocado en las cavidades de la derecha (cdtodo) y los sueros en las cavida-

des de la izquierda (dnodo).

refiere a la agarosa HEEO (High-Electro-Endo-
Osmosis) se observo que al pH 6ptimo la velocidad
de migracion del antigeno y de los anticuerpos ha-
cia sus respectivos polos era practicamente 1a mis-
ma, formdndose la banda de precipitacion a igual
distancia de las dos cavidades cuando la relacion
antfgeno-anticuerpos era dptima. Como los valores
de -m, (cociente de movilidad catédica) (9) de la
agarosa Seakem eran inferiores a los de la HEEQ
pudo observarse que el VIiA se desplazaba hacia el
dnodo mas rapidamente que lo que las inmunoglo-
bulinas lo hacian hacia el citodo, por lo tanto, la
banda de precipitacion se formaba muy préoxima a
la cavidad sérica provocando dificultades en la lec-
tura y por consecuencia en la evaluacion de la po-
sitividad. Para superar este inconveniente se corrie-
ron primero los sueros a 260 voltios por un perio-
do de 30 minutos, luego se llenaron las cavidades
con el antigeno y se corrié nuevamente el sistema
a 160 voltios por un periodo adicional de 90 mi-
nutos. En este caso, cuando la relacién antigeno-
anticuerpos era 6ptima, las bandas de precipitacion

se formaron a una distancia equidistante entre am-
bas cavidades, es decir, la que contenia el antigeno
y la que contenia los anticuerpos.

Terminada la electroforesis, las placas fueron
observadas registrandose la ausencia o presencia de
bandas de precipitacion. Para evitar precipitaciones
inespecificas debido a la escasa solubilidad de las
gamma-globulinas de bovino en medios de baja
fuerza i6nica, las cavidades fueron llenadas con un
buffer fosfato (Na2HPO4 0,15 M, NaCl 0,40 M,
KH2PQ4 0,03 M, pH 7,8) 50 minutos después de
haberse terminado la corrida y se leyeron nueva-
mente las placas 10 6 20 minutos después de ha-
berse completado este procedimiento, tomédndose
como referencia el momento cuando cualquier
precipitado observado previamente en la zona de
controles de negatividad hubiera desaparecido. Las
bandas fueron registradas de acuerdo con sus in-
tensidades. Para evitar que las placas se secaran
fueron conservadas siempre en una cdmara hameda
efectudndose una segunda lectura 24 horas mas
tarde.
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Una vez cumplido este requisito las placas fue-
ron lavadas, secadas y tefiidas. Con tal fin se
cubrieron con una tira de papel de filtro durante
cinco minutos para remover cualquier exceso de
Ifquido, una vez retirado el papel se llenaron las
cavidades con agarosa empleando el excedente que
no fuera utilizado en la preparacion de las placas.
Luego se cubrio la agarosa con tiras de papel de
filtro y sobre éstas se colocaron, primero, cuatro o
cinco capas de papel absorbente y después un peso
ligero para provocar un contacto intimo entre el
papel y la superficie de la agarosa. A los pocos
minutos las placas de agarosa quedaron reducidas a
un espesor muy delgado y fueron lavadas en una
cuba LKB? o similar con el buffer fosfato pH 7,8,
ayudando el procedimiento por medio de una
agitacibn mecdnica, durante tres horas como
minimo. Posteriormente se lavaron con agua
destilada por 30 minutos y finalmente se retird,
repitiendo el proceso descripto, el agua absorbida
durante el proceso de lavado.

Las placas fueron secadas comﬁletamente en
una estufa o con la ayuda del calor proporcionado
por una ldmpara de 100 vatios. Para evitar que la
agarosa se despegue del porta-objetos siempre es
conveniente, antes de secarla completamen-
te, sumergir brevemente el porta-objetos en una so-
lucién de glicerina al 1% (v/v} en acido acético al
7% {(v/v), para que, de esta manera, el gel retenga
una pequefia cantidad de humedad disminuyendo
su fragilidad y aumentando su flexibilidad.

Las placas desecadas fueron colocadas durante
30 minutos en una solucién de colorante de
Ponceau® al 0,6% disuelto en 4cido tricloroacético
al 5% (p/v), luego lavadas con 4cido acético al 7%
(v/v) hasta que el exceso de colorante hubiera sido
retirado.

Finalmente, se tratd las placas con una solu-
cién de glicerina al 1% en acido acético al 7% du-
rante media hora. Se dejaron secar al aire. En
algunos casos, bandas muy débiles que no pu-
dieron ser observadas previamente a la tincion apa-

7LK8 Tank No. 3948, LKB Produkter AB, Stockholm,
Suecia.

8Solucion Ponceau, Geiman Instruments.

recieron con cierta nitidez después de este proce-
so. Se registraron las lecturas finales.

Electroinmunodifusiéon

Se emple6 el método de Laureli (70). Un gramo
de agarosa LEO (Low-Endo-Osmosis)® fue disuelto
en 100 ml de buffer barbital-acetato de sodio cuya
composicién fue descripta anteriormente, diluido
convenientemente para que tuviera una fuerza
ibnica igual a 0,02 y con el pH ajustado a un valor
de 8,6. Las cavidades en las cuales se colocaron las
muestras tenian un didmetro de 3 mm y se emple6
para ello una pipeta Oxford de 5 il de capacidad.
El mismo buffer empleado en la preparacion de la
agarosa fue colocado en la cuba de electroforesis.
Se aplicd una diferencia de potencial de 280 vol-
tios durante cuatro horas a una temperatura de
4°C en una cdmara fria. Las diversas preparaciones
de VIA fueron consecuentemente diluidas para
que todas ellas migraran a igual distancia tomando
como referencia el patréon VIA-1,

Sueros

Se emplearon en este estudio 80 sueros obteni-
dos de bovinos infectados, por via intranasal, con
virus atenuado de la fiebre aftosa. Como control
de positividad fueron usados sueros de cobayos
hiperinmunizados y sueros de bovinos de conoci-
da positividad. Como control de negatividad, 40
sueros provenientes de la RepGblica de E| Salva-
dor, es decir, de una zona libre de fiebre aftosa.

Control de antigeno

Con el fin de descartar la presencia de anticuer-
pos contra componentes de células BHK en anima-
les inmunizados con vacunas preparadas con virus
desarrollados en este medio celular y que pudieran
producir falsos positivos, se procesd un cultivo de
células BHK, sin virus, con el mismo procedimien-
to empleado en la obtencion del antigeno VIA. El
efecto citopético fue simulado por medio de ultra-
sonido. El producto final, llamado falso VIA, fue

LEO Agarose, Miles L.aboratories, Inc.
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diluido consecuentemente para que tuviera la mis-
ma concentracién proteica del patrén VIA. La de-
terminacion fue hecha por medio de la reaccion
del biuret. Todos los sueros fueron simultineamen-
te corridos contra VIA y falso VIA,

Reaccion del biuret

Esta fue efectuada de acuerdo con el método de
Gornall, Bardawill y David (7) toméndose como
coeficiente de extincidon un valor de 2,8, el cual
fuera obtenido para protefnas séricas.

Inmunodifusion doble (IDD) en agar

El método es esencialmente el mismo descrip-
to por McVicar y Sutmoller {72). Cada sistema es-
taba constituido por siete cavidades, una central y
seis periféricas, mediando una distancia de 6 mm
entre los bordes de la cavidad central y las perifé-
ricas. Cada una de ellas tenia un didmetro de 4 mm
y una profundidad de 3 mm con un volumen de 38
ul. Las lecturas fueron efectuadas a las 24, 72, 86
y 120 horas.

Se llevd a cabo un estudio comparativo entre la
CIEF y la IDD para establecer las correlaciones en-
tre las positividades detectadas por ambas técnicas.
Los resultados son mostrados en los Cuadros 1,2 y
3, los cuales indican la sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad y correlacion de ambas técnicas.

Estudio estadfstico

Para el estudio estadistico se ha tomado una ex-
presion que de acuerdo con Thorner y Remein
(15) permite trabajar directamente con las fre-
cuencias celulares de una tabla 2 x 2:

Prueba N©° 2 Prueba N© 1
(+) -)

+) a b

(—) c d

n

en donde la diferencia entre las proporciones de
sensibilidad se distribuye de acuerdo con la dis-

tribuciébn de probabilidades de “t” de Student
con n-1 grados de libertad:

(b-c):n
t =

Vib+¢):n?
RESULTADOS

El estudio comparativo de los buffers barbital-
barbital sédico y barbital-acetato de sodio demos-
tré que ambos poseian un rendimiento semejante
no observindose ninguna diferencia en o que res-
pecta a la posicion, intensidad, tiempo de forma-
¢idn, visibilidad de las bandas de precipitacion, etc.
Como tampoco se advirtiera alguna ventaja para
ninguno de ellos con referencia a la diferenciacién
de las bandas o a la sensibilidad del método, se de-
cidié utilizar el buffer barbital-acetato de sodio
por cuanto resultaba menos oneroso.

Una distancia de 3 mm entre los bordes de las
cavidades de los antigenos y las de los antisueros
resultd ser la Optima.

En lo que concierne a las concentraciones de
VIA empleadas se observd que la presencia e inten-
sidad de las bandas de precipitacién dependian de
la relacion titulo del antisuero-concentracion del
antfgeno y aparecian en la zona de equivalencia.
El andlisis de los resultados obtenidos indico que la
mayoria de los sueros podria ser encuadrada den-
tro de tres diluciones de la solucién patron de

" VIA, e.g. 1/30, 1/50 y 1/75, las cuales reacciona-

ban con sueros fuertes, medianamente débiles y
muy débiles respectivamente.

De las diversas fuerzas iénicas experimentadas,
el buffer que poseia un valor igual a 0,06 u de-
mostré un comportamiento mds eficiente obser-
véndose un desplazamiento razonable de las inmu-
noglobulinas sin presentar distorsiones, aunque
ocasionalmente se formaban bandas discretas en la
agarosa como consecuencia de la baja solubilidad
de estas proteinas de suero bovino en esa concen-
tracién de sales. Esta particularidad no ofrecié nin-
gun inconveniente por cuanto, como se explicara
en Materiales y Métodos, las bandas inespecificas’
se disuelven ficilmente cuando se aumenta la fuer-
za ionica del medio después de terminada la elec-
troforesis.
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Para el buffer de la cuba un valor de 0,11
se estableci6 como dptimo por cuanto provocaba
un buen efecto electroforético.

El sistema fue corrido durante distintos perio-
dos de tiempo, encontrandose que el mds eficiente
para la agarosa HEEO era de dos horas empleando
una diferencia de potencial de 160 voitios. Con
agarosas de menor -m,, como la Seakem por ejem-
plo, fue necesario correr primero los sueros duran-
te 30 minutos a 260 voltios, agregar entonces el
antigeno y correr nuevamente las placas a 160 vol-
tios por un perfodo adicional de 90 minutos.

Los sueros controles de negatividad no dieron
ninguna reaccién mientras que los sueros problema
proporcionaron todas las alternativas posibles des-
de negativos hasta positivos fuertes.

En lo que se refiere al control preparado con las
células BHK, o sea el llamado falso VIA, no dio
ninguna reaccion aun cuando fue corrido a diferen-
tes concentraciones en los diversos estudios efec-
tuados.

En el estudio camparativo entre las técnicas
CIEF e IDD, el andlisis estadistico demostré que,
aunque ambas técnicas poseen la misma especifi-
cidad, la primera de ellas es mucho mds sensibie
Hlegando a ‘demostrar casi dos veces més positivos,
como puede observarse en los Cuadros 1,2y 3.

CUADRO 1. Sensibilidad y especificidad de CIEF e 1DD
en la deteccién de anticuerpos anti-ViA

Infeccién

Técnicas Si No Total
Posit. 63 0 63
Neg. 17 40 57
CIEF Total 80 40 120

Sensibilidad =78,8 * 9,0%

Especificided = 100%

Posit. 34 0 34
Neg. 46 40 86
1DD Total 80 40 120

Sensibilidad = 42,5+ 10,8%
Especificidad = 100%

CUADRO 2. Sensibilided (§) y correlacién ($) de
IDD y CIEF en la deteccion de anticuerpos anti-VIA

Técnicas
IDD
CIEF + - Total
+ 32 31 63
- 2 15 17
Total 34 46 80

£ (CIEF) =788%
£ UDD) =42,5%
Diferencia = 36,3 (t =5,048)
§ =032 x? = 8,345

CUADRO 3. Reproducibilidad de las resultados
por las técnicas de CIEF e |IDD*

Determinaciones

Primers
Técnicas + - Total
+ 57 5 62
Segunda - 1 17 18

CIEF

Total 58 22 80

($ =081 X? =52,207 (p <0,01)
+ 32 2 34
Segunda - 3 43 46
10D Total 35 45 80

($ =087 x? =60,956 (p < 0,01)

%En este cuadro se comparan los resultados obtenidos en
dos determinaciones efectuadas con los mismos compo-
nentes y en iguales condiciones.

DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue adaptar
la técnica de la CIEF como un procedimiento sen-
sible, rdpido y relativamente simple para investigar
anticuerpos anti-VIA en sueros de bovinos.



20

Bitn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 33-34

Actualmente, la deteccién de anticuerpos anti-
VIA se efectia por medio de la IDD en agar como
técnica de rutina, la cual, si bien posee una alta re-
producibilidad, carece de la sensibilidad suficiente
como para detectar anticuerpos en sueros con titu-
los bajos, proporcionando, consecuentemente, fal-
sos negativos. En cambio la CIEF es una técnica al-
tamente sensible que ha sido ampliamente usada
para la deteccién del antigeno de Australia, anti-
cuerpos contra ADN y muchos otros sistemas los
cuales son frecuentemente encontrados en la lite-
ratura especializada.

Sin embargo, la técnica tiene que ser adaptada
para cada sistema en particular dado que las condi-
ciones del antigeno, en lo que respecta a su movili-
dad en el campo electroforético varian de una sus-
tancia a otra. Por otra parte, es de fundamental im-
portancia que se establezca dentro de lo posible la
relacién Optima entre las concentraciones de los
anticuerpos y la de los antigenos para evitar fené-
menos de zona que puedan proporcionar falsos ne-
gativos, disminuyendo 1a sensibilidad de la técnica.

Con el propdsito expresado se eligié una bateria
de sueros procedentes de un grupo de animales in-
fectados por via intranasal con virus vivo atenuado
de la fiebre aftosa y cuyos titulos variaban desde
los positivos fuertes a los débiles, e incluso negati-
vos de acuerdo con los estudios previos efectuados
por medio de la IDD. Estos sueros fueron investi-
gados con la CIEF empledndose una serie de dilu-
ciones del antigeno VIA con el objetivo de estable-
cer un margen de reaccién mas o menos estrecho el
cual impidiera los fenbmenos de zona. Finalmente
se encontré que la mayor parte de los sueros reac-
cionaban con una o mds de las siguientes dilucio-
nes del antigeno VIA: 1/30, 1/50 y 1/75 de una
solucién patréon. Consecuentemente, los sueros
fueron ‘estudiados frente a estas diluciones antigé-
nicas lo cual permitié aumentar la sensibilidad del
método por cuanto sueros fuertes no reaccionaban
con diluciones altas del antfgeno y vice-versa, sue-
ros débiles no lo hacian con las concentraciones al-
tas del antigeno.

Ha sido estudiado (76) que debe existir una re-
lacién apropiada entre {a movilidad del antigeno y
los valores de la -m, del medio de soporte; este va-
lor varia entre las diferentes marcas comerciales de
agar y de agarosa y depende de la composicion

quimica de los mismos (9). En este trabajo se in-
vestigaron dos preparaciones comerciales de agaro-
sa, una de bajo -m;, Seakem y la otra fue HEEO de
elevadas propiedades endosméticas. '

Cuando la primera de ellas fue utilizada pudo
observarse que Ia banda de precipitacién antigeno-
anticuerpos se formaba muy cerca de la cavidad
del suero, indicando una baja actividad endosméti-
ca y un rapido movimiento del antigeno. Para sub-
sanar este inconveniente, se corrié primero el suero
a 260 voltios durante 30 minutos; ésto permitié a
las gamma-globulinas desplazarse razonablemente
hacia el cdtodo; el antigeno fue introducido poste-
riormente y se continué |a corrida a un voltaje me-
nor lo cual permiti6 que las bandas de precipita-
cion se formaran aproximadamente a una distancia
igual entre la cavidad del suero y la del antigeno
superandose de manera simple el bajo cociente de
movilidad catédica.

Con la HEEQ no hubo tai problema por cuanto
los valores -m; fueron suficientemente altos y en
las condiciones de la corrida, e.g. pH, fuerza i6ni-
ca, temperatura, etc., las bandas de precipitacién
se formaron a distancias equidistantes de las cavi-
dades del antigeno y del antisuero. De esta manera
se presentan dos alternativas del método cuyo em-
pleo dependerd de la disponibilidad de agar o de
agarosa de alta o de baja electroendésmosis.

Aparentemente en este sistema los componen-
tes del buffer empleado no tienen mayor impor-
tancia, dentro de ciertos limites, ya que los dos

- que fueron estudiados proporcionaron practica-

mente los mismos resultados.

Con este método se pueden obtener resultados
en un lapso relativamente breve, generalmente des-
pués de dos o tres horas a partir del momento
cuando se conectd el circuito. Sin embargo, para
sueros muy débiles es mds conveniente permitir
una incubacién de 20 horas con una coloracién
posterior de las bandas de precipitaci6n; ello per-
mite que aguellas que no son perceptibles directa-
mente lo sean después de tefiidas, aumentando
de esta manera la sensibilidad de la prueba. El pro-
ceso completo desde la preparacién del medio de
soporte hasta la coloracién dura aproximadamente.
30 horas en contraposici6n de las 120 horas ne-
cesarias para la IDD. Esto, agregado al pequefio
volumen de los porta-objetos, proporciona una
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economfa no sblo de tiempo sino también de espa-
cio, incluso las ldminas tefiidas pueden ser archiva-
das si la conveniencia asf io indicara.

La sensibilidad, especificidad, consistencia y co-
rrelacién entre la CIEF y la IDD han sido también
estudiadas estadisticamente (Cuadros 1, 2y 3). Al
plantear la prueba de significacién estadistica para
la diferencia entre dos proporciones de sensibilida-
des se debe tener en cuenta la frecuencia con la
cual los resultados estén correlacionados. En el
presente estudio, la aplicacion de los dos procedi-
mientos a cada suero bovino tiende a producir res-
puestas semejantes. Por lo tanto, el error estandar
de la diferencia entre dos proporciones debe ser
calculado de manera tal que se elimine el efecto de
la correlacién entre dichas proporciones. Conse-
cuentemente, se ha empleado una expresion que
permitié operar directamente con las frecuencias
celulares de una tabla 2 x 2 (75). El valor de
t = 5,048 (79 d.f.) encontrado fue altamente signi-
ficativo e indic6 que los porcentajes de sensibilidad
{78,8% para la CIEF y 42,5% para la IDD) demos-
trados por ambos métodos es sustancialmente fa-
vorable para el primero de ellos.

Consecuentemente, la técnica de la CIEF ofrece
grandes ventajas practicas para las encuestas serol6-
gicas dirigidas a la investigaciébn de anticuerpos
anti-VIA por cuanto: a) permite detectar anticuer-
pos contra el antigeno VIA en un tiempo relativa-
mente breve y siempre mucho menor que la IDD;
b) la sensibilidad es bastante mds elevada que la de
la IDD y se pueden detectar sueros con titulos
muy bajos y ¢) gran nimero de muestras pueden
ser investigadas simultineamente, debiéndose tener
también en cuenta el pequefio volumen empleado
en cada cavidad (14 ul) y las altas diluciones del
antigeno VIA empleado lo cual proporciona una
significativa economfa.
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