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Resumen.

La prueba ELISA de competicién en fase liquida fue adaptada para la identificacién de

anticuerpos antivirus de estomatitis vesicular serotipo Indiana-3, usando como antigeno la
glicoprotefna viral. La validez y repetibilidad de la prueba se determiné por el estudio de 533 sueros
de animales negativos y 305 sueros de animales positivos, obteniéndose una sensibilidad de 88%
y una especificidad de 100%. No se observaron diferencias significativas entre las repeticiones de
laprueba. Los valores predictivos de los resultados, positivoy negativo, y el valor global de la prueba
estudiadaindican que laELISA es un método satisfactorio paraidentificar anticuerposde estomatitis

vesicular.

Elvirus de la estomatitis vesicular (VEV)
pertenece a la familia Rhabdoviridae, género
Vesiculovirus, del que se reconocen dos serotipos:
New Jersey e Indiana (77). Este ultimo serotipo se
subdivide en tres subtipos (9): VEV Indiana-1,
identificado junto al VEV New Jersey en regiones
endémicas del sudeste de los EE.UU., México,
América Central, Panam4, Venezuela, Colombia,
EcuadoryPerii (18, 20); VEV Indiana-2, identificado
en Trinidad (73), Argentina (/1) y Brasil (21); y
VEV Indiana-3, aislado a partir de animales
domésticos, solamente en Brasil (4).

La estomatitis vesicular (EV) afecta
principalmente a los equinos, bovinos y porcinos,
causando lesiones vesiculares en la boca, las patas
y la ubre. Al igual que otras enfermedades
vesiculares, ésta se encuentra incluida en la lista

Solicitar separatas al: -
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)

"A" de la Oficina Internacional de Epizootias. En
general, este grupo de enfermedades se caracteriza
por tener un gran poder de difusién, por lo que
pueden extenderse mds alld de las fronteras
nacionales, con consecuencias socioeconomicas y
sanitarias graves. Su incidencia en el comercio
internacional de animales y productos pecuarios es
importante puesto que su presencia en determinadas
regiones representa un factor limitante para el
intercambio comercial de productos pecuarios.
Actualmente, el movimiento de animales
que resulta de las actividades de importacién/
exportacién entre diferentes regiones, incluye el
anélisisprevio de los sueros para detectarla presencia
de anticuerpos anti-VEV. A tal efecto, las pruebas
serol6gicas mas usadas son la virusneutralizacién
(1,6,8,10), y ELISA (3,22,25). La virusneutraliza-
cidén es una prueba sensible,cuya ejecucion requiere
el uso de virus infeccioso, una infraestructura de
laboratorio de cultivos celulares y un periodo de
incubacién de 2-3 dias previos a la obtencion de
resultados. En ciertos casos, se han observado
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reaccionesinespecificas en sueros de animales sanos
provenientes de regiones libres de EV, sin sospecha
clinica niepidemioldgica de laenfermedad (714, 24).
Empleando una prueba de ELISA indirecta
desarrollada para identificar anticuerpos anti-VEV
New Jersey (25) se han encontrado reacciones
cruzadas entre ambos serotipos del VEV.
Posteriormente, se desarrollé una prueba ELISA de
competicion en fase liquida que utiliza la glicopro-
teina viral como antigeno (3), la que, por sus
resultados especificos, permitié diferenciar
anticuerpos contra los VEV New Jersey e Indiana-1.

El objetivo del presente trabajo consistid
enestudiar la prueba ELISA de competicién en fase
liquida, que emplea como antigeno la glicoproteina
viral (no infecciosa), en lo que respecta a la validez
y repetibilidad de resultados para la identificacion
de anticuerpos anti-VEV Indiana 3.

MATERIALES Y METODOS

Antigenos

Virus: La cepa del VEV Indiana-3 Br/86,
aislada en 1986 a partir de epitelio lingual de
bovinos del municipio de Resende (RJ, Brasil), se
replico en células BHK21. Cuando se alcanzé
aproximadamente un 80% de efecto citopatico, las
suspensiones virulentas se sometieron a procesos de
congelacién y descongelacion y posteriomente, se
clarificaron por centrifugacién a 1000 g durante 10
minutos. El sobrenadante obtenido se fracciono en
ampollas de 1 ml, conservandose en nitroégeno
liquido a -170°C. El antigeno asi obtenido (AgVN)
fue utilizado para la obtencion de las glicoproteinas.

Glicoproteina (Ag Gl): La glicoproteina
se prepar6 conforme procedimiento ya descrito (3),
a partir de suspensiones del AgVN. El AgGl se
utiliz6 para realizacion de la prueba de ELISA.

Antigeno para producir sueros de captura
(AgIBRS-2): La cepa VEV Indiana-3 Br/86 se
replicoen células IBRS-2. El procedimiento seguido
para obtener las suspensiones virulentas fue el
mismo que para preparar AgVN. Una vez recolec-
tado, el AgIBRS-2 se concentré por ultracentri-
fugacién a 75000 g, durante 60 minutos (Sorvall
75). El sedimento se resuspendid en solucién tampon
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fosfato (PBS) a 5% del volumen original. Este
antigeno seutilizo paralaelaboracion del correspon-
diente suero hiperinmune de conejo.

Sueros hiperinmunes

El suero hiperinmune de conejo (anticuer-
pos de captura) y el suero hiperinmune de cobayo
(anticuerpos detectores) para el VEV Indiana-3 Br/
86 se prepararon segun los procedimientos ya
descritos (3).

Sueros de referencia

El suero obtenido de unequino convalecien-
te de una infeccién natural por VEV Indiana-3 Br/
86 seutilizd como suero control positivo en todas las
pruebas. Como control negativo, se utilizé suero
fetal bovino. Como control heter6logo, se utilizaron
dos sueros debovinos inoculados experimentalmen-
te, unocon VEV New Jersey y otro con VEV Indiana-
1, gentilmente suministrados por el ICA-Colombia.

Se inocularon 20 cobayos adultos porla via
intradermoplantar con VEV Indiana-3 Br/86,
previamente adaptado a la especie. Se recogieron
muestras de sueros antes de la inoculacion, y en los
dias 3, 5, 7, 14, 21, 28 y 90 postinfeccion. Una vez
inactivados a 56°C por 30 minutos, los sueros se
conservaron a -20°C.

Sueros para la ejecucién de las
pruebas serolégicas

Dada la imposibilidad de inocular bovinos
y equinos con el VEV por razones de seguridad
biolégica, se adopto ei criterio epidemioldgico para
clasificar los sueros en positivos y negativos. Se
formé una coleccién de sueros negativos,
provenientes de animales de regiones libres de EV
(18, 20) 'y otra coleccién de sueros positivos,
provenientes de animales de regiones con actividad
del VEV Indiana-3 B1/86 (18, 20). Todos los sueros
se inactivaron y conservaron a -20°C.

Sueros de regiones libres de VEV India-
na-3: Este grupo estaba formado por 533 muestras
de suero, cuya procedencia se detalla a seguir: 294
sueros bovinosy 56 sueros porcinos provenientes de
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Chile (Servicio Agricola Ganadero, Chile); 102
sueros bovinos provenientes de Uruguay (Direccién
de Lucha contra la Fiebre Aftosa, Uruguay) y 25
sueros bovinos provenientes de Italia, 32 sueros
equinos provenientesde EE.UU.,y 24 sueros equinos
provenientes de Argentina (PANAFTOSA).
Sueros de regiones con actividad de VEV
Indiana-3: Este grupo estaba formado por 305
sueros pertenccientes a la coleccion de sueros de
PANAFTOSA. Dichos sueros, recolectados en dife-
rentes estados del Brasil comprendian 65 sueros de
equinos con lesiones vesiculares por VEV Indiana-3;

19 sueros de bovinos con lesiones vesiculares por

VEV Indiana-3,y 221 suerosdeporcinos clinicamente
sanos, provenientes de establecimientos frigorificos
del estado de Para, y previamente diagnosticados
como positivos, en base a los resultados de la prueba
de virusneutralizacion (5).

ELISA

Los reactivos utilizados en la prueba de
ELISA de competicion en fase liquida se titularon
inicialmente, para conocer su dilucién 6ptima de
uso, utilizando la prucba de ELISA sandwich
indirecta (23). Como soporte solido, en todas las
pruebas de ELISA, se usaron placas de poliestireno
de fondo plano (Nunc Maxisorp)*. Los anticuerpos
de captura se disolvieron en tampén carbonato-
bicarbonato 0,05M pH 9,6; el substrato de la
peroxidasa entampoén dcido, y los restantes reactivos
delapruebaen tampén de dilucion (PBS pH7.4, con
el agregado de 0,05% Tween 20, 1% ovoalbimina,
2% suero normal de conejo y 2% suero normal de
cada especie animal en estudio). Después de cada
una de las etapas de incubacion, se realizaron tres
lavados (200 ul/cavidad/lavado) consoluciénsalina
fisiolégica conteniendo 0,05% de Tween 20.

Captura: Los anticuerpos de captura de
conejo diluidos en su dilucion éptima de uso se
colocaron en la placa en volumen de 100 pl/cavidad
¢ incubados durante 18 h a 4°C. El reactivo no

* amencion de firmas comerciales o de sus productos se hace con
fines de identificacién y no implica su endoso por los autores o sus
respectivas instituciones.
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adsorbido se eliminé por inversion de la placa, y se
bloqued con 100 pl/cavidad de ovoalbumina (GV
SIGMA)* 1% en PBS durante 60 minutos a 25°C.
Concluida esta etapa, el reactivo excedente se retird
por simple inversionde lasplacas. Estasse cubrieron
con plastico adhesivo y se conservaron invertidas a
-20°C, hasta el momento de usarlas.

Fase liquida: En una placa auxiliar, los
sueros problemay los controles positivo y negativo
sediluyeronen base 5 hasta 1:3125. A cada dilucién
se le agregd un volumen igual del antigeno de
glicoproteina previamente titulado. Se incluyeron
controles de antigenoy blanco de prueba (Figura 1).
La mezcla suero-antigeno se incubd durante 60
minutos a 37°C. .

Transferencia: Las placas con la captura
se descongelaron, manteniéndolas 20 minutos a
4°C, 20 minutos a 25°C, y 20 minutos a 37°C.
Posteriormente, lamezcla suero-virusfue transferida
aestaplacaarazénde 50 pl/cavidad, comenzandose
por la linea H y terminando por la linea A (Figura
1). Se tomo la precaucién de homogeneizar con la
pipeta antes de retirar la muestra que debe ser
transferida en cada linea. En esta etapa la reaccién
se incubé a una.temperatura de 37°C durante 30
minutos, en un agitador con movimiento circular
lento.

Detector: Los sueros detectores se diluyeron
en su dilucion 6ptima de uso y se incubaron a 37°C
por 30 minutos, antes de ser colocados en la placa.
Cuando se estudiaron sueros de cobayos y de por-
cinos, se utilizé un detector preparado en ratén, con
¢l proposito de evitar reacciones cruzadas cobayo/
porcino. Para las otras especies, siempre se utiliz6
un detector de cobayo a un volumen de 50 pl/cavi-
dad, y seincubda 37°C por 30 minutos conagitacion
circular lenta.

Conjugado: El conjugado anti-especie-
peroxidasa se agregé en un volumen de 50 pl/
cavidad y se incubd a las mismas condiciones que en

- 1a etapa anterior. Posteriormente, se adicion6 el

sustrato OPD (orthophenilendiamina) diluido en
tampon 4cidoy seincub6a25°C durante 15 minutos, -
protegido de la luz. Transcurrido este plazo, la
reaccion se detuvoagregando 50ul/cavidad deH,SO,
3N al sustrato que estaba en la placa.
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Sueros: N°1 N°2 N°4 N°s Pos. Neg.
I
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12

A |12 1:2 1:2 1:2]1:2 1:2 | 1:2 1:2 1:2 | 1:20 1:2
B |1:10 1:100 1:10
C |150 1:500 1:50
D |1;250 1:2500 | 1:250
E | 1125 1:12500 | 1:1250
F | 16250 1:62500 | 1:6250
G CONTROL DE ANTIGENO
H BLANCO

FIGURA 1. Distribucién de los sueros problema en dilucién final, y los controles positivos, negativo, de

antigeno y blanco en la placa de ELISA.

Lectura e interpretacion de la prueba de
ELISA: La prueba se ley6 en un espectrofotometro
confiltro de 492 nm. Se consider6 como valor 100%
de absorbancia a la media de las lecturas obtenidas
en las 12 cavidades correspondientes al control de
antigeno (linea G). A partir de este valor, se
calcularon lostitulos de los sueros, que corresponden
a la dilucién, expresada en log 10, que dio un 50%
del valor obtenido en el control de antigeno.

Andlisis estadistico

A partir de los datos obtenidos en las
diferentes etapas del estudio se calcularon la
sensibilidad (S) y especificidad (E) de la prueba de
ELISA, asi como los valores predictivos de los
resultados positivos (VPR+) y negativos (VPR-).
Ademas, sedetermindel valor global de laprueba (72).

Para ¢l andlisis de la repetibilidad de la
prueba de ELISA se utiliz6 un disefio experimental
de bloques casualizados con cuatro repeticiones en
-cinco bloques. El nivel de significancia de las
repeticiones se calculé por test F, estableciéndose
como hipdtesis de trabajo que no habia diferencia
significativa entre las repeticiones de un mismo
suero. El nivel de rechazo de la hipétesis nula fue
establecido en 5%, correspondiendo Ft = 3,06 (16).

Allende et al.

RESULTADOS
Titulacién de sueros de referencia

LasFiguras 2 y 3 muestran los grificos de
las titulaciones por ELISA de los sueros de
referencia, frente al antigeno VEV Indiana-3 Br/
86. La distribucion de los resultados de las
titulaciones de los sueros de animales de regiones
libresyendémicas, frenteal antigeno Indiana-3 Br/
86, se presenta en la Figura 4.
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FIGURA2. Representaciéon grificadelostitulosde ELISA de
los sueros de referencia frente al antigeno glicoproteina VEV
Indiana-3 Br/86.
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Validez de la prueba ELISA

Sensibilidady especificidad: Delosresultados
representados en la Figura 4, se eligi6 el valor 1,0 log
10 como valor discriminante positivo/negativo de la
prueba de ELISA. Se construy6 el Cuadro 1, y a partir
del mismo, se calcularon los valores de especificidad
(E) de 100% y sensibilidad (S) de 99%, asi como los
VPR+, VPR-y valor global de la prueba. En el Cuadro
2 se muestran estos valores, junto con la proporcién de
los pardmetros de validez de la prueba de ELISA y se
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—— Indiana 3

FIGURA 3. Representacién gréfica de Jos titulos de ELISA en
los sueros de referencia de cobayos inoculados con VEV Indi-
ana-3 Br/86, estudiados frente al antigeno de glicoproteina de
VEV Indiana-3 Br/86.

03 12 21 30 39 48
Log tit. ELISA 50%

FIGURA 4. Representacion grifica de los resultados de las
titulaciones por ELISA de los sueros de regiones libres () y de
actividad viral del VEV Indiana-3 @.
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CUADRO 1. Suercsderegioneslibresydeactividad de VEV
Indiana-3 clasificados por la prueba de ELISA segin el
valor discriminante.

. Valor log 10

Region Total
>1,0 <10

Actividad 302 3 305

Libre 0 533 533

Total 302 536 838

comparan con el criterio epidemiolégico para los
limites de confianza iguales a 95%.

Repetibilidad: Los resultados de las
repeticiones de las titulaciones de tres sueros y su
analisis de varianza se muestran en los Cuadros 3 y
4. La hipétesis nula fue aceptada en todos los casos
Fc <Ft).

DISCUSION

Los valores predictivos del resultado
positivo y del resultado negativo y el valor global
determinados aqui, indican que la pruecba ELISA
es un método satisfactorio para identificar
anticuerpos de EV. Los valores de sensibilidad y
especificidad obtenidos en este estudio concuerdan
con los obtenidos anteriormente para los serotipos
New Jersey e Indiana-1 (3).

El comportamiento de los sucros de
referencia (Figura 2) mostré que la prueba ELISA
es especifica en la identificacion de anticuerpos

CUADRO 2. Valores obtenidos parala determinacién de la
validez de la prueba ELISA en comparacién con el método
epidemiolégico para limite de confianza (LC) de 95%.

% LC
Sensibilidad 99,0 0,674
Especificidad 100,0 --
VPR + 1000 -
VPR - 99,4 0,523
Valor global ' 99,6 0,400

VPR = Valores predictivos.
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CUADRO 3. Valores expresados en log,,, obtenidos en las
repeticiones de las titulaciones de tres sueros por ELISA.

Tratamientos
Suero A B C D E
Ne 1
363 326 32 3,55 3738
R 357 326 326 358 343
E 320 340 340 352 352
P. 334 343 342 341 343
Totales | 13,74 1335 1334 14,06 13,76
Suero 260 2,09 219 232 215
N°2 R 2,56 205 220 232 220
E 240 238 233 215 236
P. 231 237 225 237 230
Totales 987 88 897 9,16 9,01
Suero 292 260 25 290 273
N°3 R 283 255 260 291 271
E 266 280 278 271 275
P. 2,74 276 274 257 274
Totales | 11,75 10,71 10,68 11,09 10,93

para elantigeno homélogo, apreciandose reacciones
cruzadas minimas entre los serotipos New Jersey ¢
Indiana. Estas ultimas se deben a la presencia de
determinantes antigénicos comunes a ambos
serotipos en la glicoproteina del VEV (15). La
reaccioén cruzada entre los VEV Indiana-1 e Indi-
ana-3 se explica por la estrecha relacion serologica
que existe entre ambos virus segun lo descrito
anteriormente (2, 7, 9, 19).

Cuando se estudiaron los sueros de cobayos
inoculadoscon el VEV Indiana-3, sevio quelaELISA
era capaz de detectar una variacion en el titulo de
anticuerpos al tercer dia postinfeccion, obteniéndose
el titulo maximo a los 21 dias (Figura 3).

La distribuciéon de los resultados de la
Figura4 muestra que no existe drea de superposicion

entre las titulaciones de los sueros negativos y

positivos. Esto puede deberse a que los sueros
positivos provenian de animales con sintomatologia
clinica o ya recuperados de la enfermedad, y por lo
tanto, presentaban titulos altos de anticuerpos. Dadas
las limitaciones del estudio, no fue posible contar
con sueros de las etapas iniciales de la enfermedad,
los que posiblemente aproximarian a ambas curvas.

Allende et al.

El valor discriminante positivo/negativo
elegidofuede1,0log 10. Enel casode queel animal
estuviese en la etapa inicial de la enfermedad,
podria presentarse un titulo menor a 1,0. Este
problema puede superarse por la practica de analizar
por lo menos dos muestras consecutivas de suero,
tomadas a intervalos de 2-3 semanas.

Para minimizar las reacciones inespe-
cificas de la prueba, se utilizé6 como captura un
suerchiperinmune de conejo producidocon antigeno
replicado en células IBRS-2. Porotra parte, el suero
detector de cobayo se preparé mediante la infeccién
y reinfeccionde cobayoscon VEV Indiana-3, previa-
mente adaptado a esta especie. Al trabajar con la
glicoproteina como antigeno de prueba, se evitan
las reacciones inespecificas dadas por las proteinas
internas del virus M\N,Ns y L, ya observadas por
otros autores (25).

Otro aspecto importante de estudio fue la
adsorcion de todos los reactivos de la prueba antes
de su uso. Para este fin, se prepar6 un tampén de
dilucién que contenia 2% de suero normal de
conejo y 2% de suero normal de cada una de las
especies en estudio. Una vez diluidos, todos los
reactivos de la prueba se incubaron también a 37°C
durante 30 minutos, evitandose asi la formacion de
gradientes de temperatura en la placa. De esta

CUADRO 4. Anilisis de varianza de las titulaciones por
ELISA de tres sueros repetidos 20 veces cada uno.

Causas de
Variacién Gl SQ QM Fc  Fi*
Suero | Trat. 4 0,091 0,023 1,77 <3,06
N°1l | Emo Exp. 15 0,197 0,013

Total 19 0,288
Suero| Trat. 4 0,159 0,040 2,85 <3,06
N°2 | EmoExp. 15 0216 0,014

Total 19 0,375
Suero| Trat. 4 0,045 0,011 0,846 <3,06
N°3 | EmoExp. 15 0,197 0,013

Total 19 0,242

*alfa = 5%



manera se consiguié eliminar las reacciones
inespecificas de la prueba, obteniéndose un minimo

" (no apreciable visualmente) de color de fondoen las
placas. El bloqueo de las placas sensibilizadas, con
ovoalbamina GV, permitié conservar la estabilidad
de los anticuerpos de captura a -20°C, por periodos
superiores a 12 meses. Cuando las placas se usaron
inmediatamente después de sensibilizadas con el
anticuerpo de captura, no fue necesario tratarlas con
ovoalbimina.

Lasensibilidad, especificidady repetibilidad
de 1a ELISA padronizada en las condiciones de este
experimento, sumado a la rapidez y simplicidad con
que se procesa, hacen que la misma sea apropiada y
preferida a otras pruebas serologicas, como la
virusneutralizacién, para realizar estudios de
anticuerpos en poblaciones animales. Ademastienela
gran ventaja de utilizar un antigeno no infeccioso, lo
que hace posible su uso en regiones libres de la
enfermedad, en apoyo a los programas de vigilancia
epidemiologica de enfermedades vesiculares.
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Reuniones de la Comisién Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa (COSALFA)
Todos los afios se realiza una Reunion de los paises miembros de la COSALFA, donde se discuten asuntos relacionados al
combate contra la fiebre aftosa. Previamente se realiza un Seminario con un tema
seleccionado en el Seminario del afio anterior.

1992 - XIX Reunion de la COSALFA. 2 y 3 de abril de 1992, Buenos Aires, Argentina
Seminario Internacional sobre Planes Locales y Zonales con Movilizacién de Recursos y Participacion Comunitaria para la
Erradicacién de la Fiebre Aftosa. 30 de marzo al 1 de abril de 1992.

1993 - XX Reunién de la COSALFA . 25 y 26 de marzo de 1993, Montevideo, Republica Oriental del Uruguay
Seminario Internacional sobre Erradicacién de la Fiebre Aftosa, sus Fundamentos Técnico-Administrativos y sus consecuencias en
el Comercio de Animales, Productos y Subproductos de Origen Animal. 22 al 24 de marzo de 1993.

Actividades de adiestramiento en el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Seminarios - Cursos - Adiestramientos en Servicio

Area de laboratorios: Area de Epidemiologia, Infraestructura y Servicios:

Vigilancia Epidemiolégica de Enfermedades Vesiculares
Desarrollo de Programas de los Servicios de Salud Animal

Diagnéstico Diferencial de Enfermedades Vesiculares;
Produccién de Vacuna Oleosa;

Produccién de Anticuerpos Monoclonales;

Técnicas de Biologia Molecular;

Cria y Manejo de Animales de Laboratorio.




