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PROLOGO

Entre el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el Instituto Inter-
americano de Cooperaci6n para la Agricultura (IICA) se ha venido perfeccio
nando un convenio de trabajo en el drea de Salud Animal que comprende el
apoyo a las acciones que la Direccibn de Normas y Control Agropecuario y
Forestal ejecuta para prevenir y controlar las enfermedades animales de
prioritario combate.

En el transcurso de la ejecucibn de estas actividades se ha avanzado en la
~consolidaci6n de acciones del IICA contra la Peste Porcina Clgsica (PPC),
Anemia Infecciosa Equina (AIE), Newcastle, Garrapatas y otras, asif como pa
ra prevenir la introduccibn de enfermedades exb6ticas, en especial la Peste
Porcina Africana (PPA). A tal efecto, los esfuerzos se han orientado a am
pliar la capacidad institucional del MAG mediante el apoyo al mejoramiento
de la programacibn, ampliaci6bn de las acciones en el pais, utilizacién del
método epidemiol6gico para mejorar la vigilancia sanitaria, capacitacibn
de los recursos humanos en estas dreas especificas y un esfuerzo continua-
do para mejorar la capacidad del Laboratorio de Investigacib6n y Diagnéstico
Veterinario (LIDIAV) del MAG del Paraguay.

Dentro del marco del Convenio existente entre el Ministerio de Asuntos Ex-
teriores de Espafa, Direccibn General de Cooperacibn Técnica Internacional
y el TICA, el Dr. Ricardo Alastrué ha sido asignado para colaborar en el
Paraguay con las acciones que realiza el LIDIAV, para lo cual se ha previs
to un plan de accidn que comprende su participacibn en aquellas dreas que
el laboratorio ha determinado como prioritarias, las cuales corresponden,
fundamentalmente, a PPC, AIE y otras virosis animales. En este sentido,
coopera para mejorar los diagnfsticos de estas enfermedades mediante el
apoyo a la instrumentaci6bn de técnicas adecuadas y novedosas que puedan






11,

ser aplicadas para identificar los agentesicausales de las mismas, previén-
dose que el laboratorio eventualmente utilizard estas técnicas modernas pa
ra lograr identificar la etiologia de la enfermedad.

Una de estas técnicas es la Enzyme Linked Inmunosorbent’. Assay (ELISA) cu-
ya utilizaci6n actual ha mejorado profunda y rdpidamente la metodologia pa-
ra diagnosticar las enfermedades, por lo cual se hace necesario conocer am
pliamente sus caracteristicas y los procedimientos para su implementacifn.
Por tales motivos se consider6 adecuado recopilar en un trabajo monografi-
co informaciones relevantes referidas a sus aplicaciones para identificar

la PPA, lo cual origin6 un documento que se presenta a los lectores de una
forma condensada y sencilla a fin de lograr una mayor difusién entre todos
los técnicos que realizan su labor en un laboratorio de diagn6stico veteri
nario.

Este trabajo de Alastrué esperamos que sea el inicio de otros que puedan

en un futuro servir de apoyo en forma sencilla para el mejoramiento y uti-

lizaciébn de las técnicas inmunoenzimdticas en el diagndstico de enfermeda-

des animales sobre todo teniendo en consideraci6n que su uso permite apoyar
a la vigilancia sanitaria porque se pueden realizar andlisis en forma masi

va para la detecci6n de focos y su discernimiento por métodos de screening,
lo cual facilita el diagn6stico en grupos de animales de acuerdo al progra

ma de lucha generados por los equipos epidemiol6gicos.. Ademds, debe tener

se en cuenta que ELISA es un método sencillo, barato, sensible y especifi-

co, caracteristicas que se buscan en toda técnica de diagnb6stico y que per

mite ampliar su uso adecuado a los recursos de los paises aln con dificul-

tades econbmicas.

Germén GOmez Gutiérrez
Especialista en Salud
Animal del IICA
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INTRODUCCION

La lucha contra las enfermedades animales que afectan directamente a

la salud y economia de todos los paises del mundo implica la existen-
cia de'técnicas precisas para el diagnbstico y erradicacion de las en
fermedades. Las técnicas inmunoenzim&ticas "Enzyme-Linked Inmunosor-
bent Assay" (ELISA), presentan las caracteristicas de su alta .sensibi

lidad, especificidad, rapidez y economia. En la mayorfa de sus aplica
ciones son compatibles y normalmente superiores en estos aspectos a

numerosas técnicas de diagn6stico y a muchas de las técnicas serol6gi
cas convencionales mas sensibles: inmunofluorescencia, inmunoelectro-
foresis, radioinmunoensayo. Si a esto le afadimos su gran versatili-
dad, como lo indica el hecho de su aplicacibn en el campo de la Para-

sitologia, Bacteriologia, Micologia, Virologia, Inmunopatologia, Endo

crinologia y Toxicologia, entre otros, es facil concluir la gran im-

portancia de las técnicas inmunoenzim&ticas y sus enormes posibilida-

des de aplicacibn en Patologia HUmana, Animal y Vegetal.

Los antecedentes histdricos se remontan a los trabajos de AVRAMEAS y
URIEL (1966) que concibieron la idea de marcar antigenos y anticuer-
pos con enzimas para ser usados en técnicas convencionales como la in
munodifusion doble. NAKANE y PIERCE (1966) y WINCKER y AVRAMEAS
(1969), procedieron al marcado de anticuerpos mediante enzimas con la
finalidad de localizar antigenos virales en cortes de tejidos animales.

Fueron ENGVALL y PERLMANN (1971-1972) quienes, utilizando los métodos
anteriormente sefialados, describieron el denominado método ELISA, pa-
ra titular inmunoglobulinas utilizando como inmunoabsorbente tubos de
poliestireno: e indicaron que la sensibilidad del método, era compara-
ble a los radioinmunoensayos.
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VOLLER et al. (1974) pusieron a punto el método en microplaca de po-
liestireno y sugirieron su uso para detectar anticuerpos, anti-toxo-
plasma y leishmania. El mismo autor descubrif anticuerpos anti-rubeo
la y anti-citomegalovirus.

En el afio 1975 aparecid el primer trabajo de ELISA aplicado a Patolo-
gla Animal, concretamente a la deteccibn de anticuerpos anti-Trichi-
nella spiralis (RUITENBERG, STEERENBERG y BROSI).

Desde el afio 1977 hasta la actualidad, se observa un gran auge en la
aplicaci6n de estas técnicas para el diagnfstico de enfermedades ani-
males. A ello se estd uniendo la nueva tecnologia de los Anticuerpos
Monoclonales que estdn sustituyendo a los anticuerpos policlonales
convencionales utilizados en las diferentes técnicas inmunolfgicas de
diagnféstico, aportando especificidad, uniformidad y disponibilidad
ilimitada, pero su estudio nos llevaria otra monografia exclusiva a
ello.

FUNDAMENTO Y TIPOS

Las técnicas inmunoenzimaticas forman parte de aquellas reacciones se
roldgicas que utilizan conjugados. El ensayo inmunoenzimdtico (ELISA)
se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima,
de forma que el conjugado resultante tenga actividad, tanto inmunol6-
gica como enzimitica. Al estar uno de los componentes (antigeno o an
ticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte,

la reaccidn antigeno-anticuerpo quedard inmovilizada y por tanto po-
dra fécilmente ser revelada mediante la adici6n de un substrato espe-
cifico que al actuar la enzima, producird un color observable a sim-
ple vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotbmetro.

Los tipos de ELISA més utilizados en Patologia Animal se pueden resu-
mir en:






2.1.

2.2.

2.3.

ELISA indirecto.

ELISA sandwich.

ELISA competiciOn.

2.1. ELISA indirecto: para la deteccidn de anticuerpos.

Consta de las siguientes etapas:i

a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)
h)

Fijacion del antigeno especifico al soporte s6lido.

Lavado para eliminar aquellos antigenos no fijados o
fijados deficientemente.

Adici6n del suero problema. Si tiene inmunoglobuli-
nas especificas reaccionardn con el antigeno fijado,
quedando inmovilizado.

Lavado para arrastrar las inmunoglobulinas que no ha-
yan reaccionado.

Adicion del suero anti-inmunoglobulinas conjugadas
con una enzima.

Lavado para eliminar el conjugado que no ha reacciona
do.

Adicibn del substrato especifico para la enzima.

Lectura de los resultados.

2.2. ELISA sandwich-DAS (doble anticuerpo): para la deteccidn
de antigeno.

Consta de las siguientes etapas:
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2.3.

f)

g)
h)

Adsorcion al soporte s6lido de una inmunoglobulina pu
rificada y especifica frente al antigeno a estudiar.

Lavado para arrastrar las inmunoglobulinas no fijadas.

Adicibn de la muestra objeto de estudio. Si contiene
antigeno reaccionard especificamente con las inmuno-
globulinas fijadas a la fase sflida.

Lavado para eliminar las partes no reaccionantes.

Adicibn de inmunoglobulinas anti-antigeho marcada con
la enzima. Se unird s6lo en el caso de que en la re-
accibn exista antigeno.

Si este conjugado anti-antigeno es obtenido en otra
especie distinta a la obtenida en el suero de la eta-
pa a), se llama ELISA sandwich-HADAS y suele dar mejo
res resultados.

Lavado para eliminar el conjugado que no ha reacciona
do.

Adicibn del substrato.

Lectura de los resultados.

ELISA competicibn: pare detectar antigeno.

Consta de las siguientes etapas:

a)

b)

Adsorcion a la placa de una inmunoglobulina anti-ant{
geno.

Lavado para eliminar lo no fijado.

Adicidon de una mezcla de antigenos homblogos del anti-
suero de a) marcados con una enzima y los antigenos






1. Fijacion antigeno a fase s6lida 1. Fijaci6n antfcuerpo a fase s6lida
nNNN_ M MM

2. Lavado 2. ‘Lavado

3. Incubacibn con muestra con 3. Incubacibn con muestra con

anticuerpos antigeno '

I'I*ﬂ, '. One
nnNnN . i

4. Lavado : 4. Lavado
5. Incubacibn con conjugado 5. Incubaci6n con conjugado
" (enzima-antiglobulina) (enzima-anticuerpo)
6. Lavado ' 6. Lavado
7. Incubaci6n con substrato * 7. 1Incubacion con substrato
(o) y medida del resultado (e) (o) y medida del resultado (e)

. .,o o.: %O;o ' ‘ o ;o,:éog,:
0 mn .. *oo~!

ELISA indirecto ELISA sandwich







Fijacion de anticuerpos a la fase s6lida

]

,v’_ L

Lavado

Incubacion con antligeno-enzima en presencia (a) o
ausencia (b) de antigeno conocido standard

Tey 888

- MMM MMW

Lavado

Incubaci6n con substrato (o) y medida del
resultado (e)
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ELISA competicibn
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(muestra problema) objeto de estudio. Paralelamente
se afade s6lamente antigenos hom6logos del antisuero
marcados con la enzima.

d) Lavado para eliminar los antigenos que no han reaccio
nado. ‘

e) Adici6bn del substrato.

f) Lectura de los resultados. La diferencia en la densi
dad 6ptica de ambas pruebas es proporcional a la con-
centracibn del antigeno problema.

MATERIALES Y.REACTIVOS

La técnica ELISA se realiza simplemente mediante la adici6n secuencial
de una serie de reactivos, separados de etapas de lavado. Cada una
de las operaciones de esta técnica puede ser realizada manualmente

con micropipetas y botellas de lavado. Sin embargo, hoy dia se puede:
encontrar un amplio equipo para la automatizaci6bn de todas y cada una
de las etapas del ELISA, incluyendo la lectura colorimétrica de los
resultados. Un simple espectofotOmetro manual es: perfectamente ade-
cuado para la lectura de decenas e incluso de cientos de ensayos dia-
rios.

3.1. Fase s6lida

La fase s6lida debe ser de un tipo que permita un féacil manejo,
sobre todo en el proteso de lavado, asi como la reproductibili-
dad de la unibn del antigeno o anticuerpo sobre una superficie.
Pueden ser geles de poliacrilamida, sefarosa, celulosa, tubos,
bolas, microplacas.... Las microplacas de poliestireno polivi-
nilo o polipropileno disponen de 96 pocillos y son muy précticos
y ventajosos para procesar lotes con gran nGmero de muestras.
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3.2.

Una vez la fase s6lida cubierta con el antigeno o anticuerpo, lo
cual se hace generalmente por adsorci6n pasiva, el material inmo
vilizado permanecerd reactivo durante afios siempre que se manten
ga seco.

Antigeno

Es indudable que existen numerosos métodos de preparaci6n y puri
ficaci6bn de antigeno, dependiendo de cada enfermedad. Existen
unos paréametros a tener en cuenta: adsorcibn, concentracion,
conservacion, controles.

3.2.1. Adsorci6n del antfgeno e inmunoglobulinas: dos son los mé
todos empleados pdra la adsorcibn al pldastico:

a) Con carbonato buffer pH 9,6. Incubar toda la noche a
4°C o a 37°C durante 3 horas.

b) Con fosfato buffer salina pH 7,2, incubando a 40-459C
durante 4 horas.

3.2.2. Concentraci6n del antigeno: hay que conocer la cantidad

de protefna minima necesaria para la realizaci6n del mé-
todo. Para ello se hace una titulacion en bloque, utili-
zando diferentes diluciones del antigeno frente a diferen
tes diluciones de los sueros positivos y negativos de re-
ferencia. Se escoge la diluci6n mdxima de antigeno en la
que exista mayor diferencia entre el suero control ﬁosipi
vo y negativo. AsI por ejemplo en la siguiente placa de
titulaci6n: (Los valores se expresan en (meros enteros de
q9§orbancia):






nwoxmcwm Z0O0—-O0OCr =D

E:m-nmcnwil

1/4
1/8
1/16
1/32
1/64
1/128
1/256
1/512

'Antigeno
1/100 1/400 1/800 1/1600
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
-+ 4+ - + + - + + - + +
0 9 9 0 9 9 0 8 8 0 5 5
0 9 9 0 9 9 0 8 8 0 4 4
0 9 9 0 8 8 0 7 7 0 3 3
0 9 9 0 8 8 0 6 6 0 2 2
0 8 '8 0 7 7 0 5 5 1 2 2
0O 8 8 0 7 7 0 2 2 1 2 2
0 8 8 0 6 6 0 2 2 2 1 1
0 8 8 0 6 6 0 1 1 2 1 1

La concentraci6n a utilizar serfa 1/400. Cuando el an-
tigeno estd muy diluido los sueros negativos pueden dar
falso color, debido a la falta de protefnas antigénicas
y a fijaciones inespecificas de las inmunoglobulinas,

ya que al no estar la placa ocupada totalmente por pro-
tefnas antigénicas dejan paso libre a la posible adsor--
ci6n del suero, oténiendo en definitiva falsos positivos.






3.2.3.

3.2.4.

10.

Este problema se puede resolver afiadiendo tras la adsor-
ci6n del antigeno, seroalbamina bovina (BSA), N-acetil
cistefna, etc. que ocuparfan los espacios libres evitan-
do las reacciones inespecificas.

Conservaci6n del antigeno: se debe conservar en estado
de concentraci6n, liofilizado, a-702C o filtrado estéril
y a-20°C, mezclado v/v con glicerol bidestilado estéril.

Controles del antigeno: para la detecci6n de anticuerpos
es conveniente contar con un control de antigeno negati-
vo, debido a que la mayorfa de los utilizados presentan
gran cantidad de protelnas no especificas, por lo que la
utilizacion de un antigeno negativo (células no infecta--
das) debe ser siempre una norma a seguir, ‘al menos en los
primeros pasos de la puesta a punto de esta técnica.

También se deben usar controles de muestras positivas y
negativas hechas en un pool de positivos y negativos 1o
mds amplio posible. Con estos controles comprobaremos si
la adsorci6n y, en general, la realizaci6n del método ha
funcionado satisfactoriamente.-

Otro control importante es el de conjugado. Cuando se
encuentra en dilucion de trabajo s6lo debe mantenerse

a+ 49C un mdximo de 5 dfas y siempre debe ser comprobado
antes de su uso, testandolo mediante contacto con el subs
trato en un tubo, comprobando si reacciona o no antes de
su utilizacibn en la placa.
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3.3.

1.

Conjugado

La enzima escogida como marcador debe ser tal que se una facil-
mente a las protefnas (antigeno o inmunoglobulinas) y que pueda

“encontrarse en estado puro a precio razonable. Las enzimas més

utilizadas son la fosfatagsa alcalina de la mucosa intestinal del
ternero y la peroxidasa del rdbano picante.

Los métodos de conjugaci6n dependen en gran medida del "Agente
puente" que debe tener al menos dos grupos activos, uno para uni
se a la enzima y otro para la proteifna que deseamos conjugar.
Los mé&todos se pueden resumir en dos segin el tipo de Agente
puente que se utilicen:

a) Utilizacion del glutaraldehido
b) Mediante m-periodato.

Una vez obtenido el conjugado es necesario conocer la diluci6n
6ptima de empleo para lo cual se hace una titulacibn. Para
ELISA indirecto y sandwich HADAS, que se utliza anti-inmunoglo-
bulinas conjugadas, el método ideal es probar diferentes dilu-
ciones del conjugado frente a sucesivas diluciones de antisuero
en placas tapizadas con antigeno a su concentraci6n id6nea, co-
mo indica el ejemplo siguiente: (los valores se expresan en ni-
meros enteros de absorbancia): '






12.

m-nmcnw:ﬂ'

=

1/4
1/8
1/16
1/32
1/64
1/128
1/256
1/512

DILUCION CONJUGADO

1/200 1/400 1/800 1/1600
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
+ o+ - + o+ -+ o+ - + 4+ -
9 9 4 9 9 1 6 6 0 4 4 0
9 9 4 9 9 1 6 6 0 4 4 0
9 9 4 9 9 1 5 5 0 3 3 0
8 8 4 8 8 0 5 5 0 3 3 0
8 8 3 8 8 0 5 5 0 2 2 0
7 73 7 7 0 4 4 0 2 2 0
7 73 7 7 0 4 4 0 1 1 0
7 73 7 7 0 4 4 0 1 1 0

La dilucidén O6ptima de utilizacion del conjugado seria 1/400,
1/500 en que existe mayor diferencia entre los positivos y ne-

gativos. Con el conjugado muy concentrado (1/200) se produce
reaccién inespecifica (color de fondo). Para ELISA sandwich DAS
habréd que tomar tambi&n como variable la dosis de tapizado.

Hoyydi& se estd utilizando la proteina A marcada con peroxida-
sa en sustitucion del conjugado antiespecie para la deteccidn
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3.4.

13.

de inmunoglobulinas G (Ig G), utilizdndose ya de rutina en la
deteccion de anticuerpos de Peste Porcina Africana (PPA). La
proteina A estd unida a los peptidoglicanos de la pared celular
del Staphylococus aureus, si bien hay una cepa mutante que no
la incorpora a la pared celular y asf se puede obtener en el so
brenadante del cultivo de dichas cepas.

Su principal actividad biol6gica es la capacidad de interaccidn
con determinadas clases de Ig G (se une a la fracci6n Fc) tales
como humano, conejo, cobay a,rat6n, cabra, cerdo..... La in-

teraccién de la protelna A con Ig G no afecta a la parte fija-
dora de antigenos, por lo que es posible formar complejos ter-
ciarios con .un antfgeno, Ig G (anticuerpo) y protefna A. '

En el cerdo, la protelna A tiene afinidad por las subclases

Ig G1 y Ig 62.' En las infecciones por el virus de la PPA se in
ducen principalmente estas subclases y ademds, en ningin caso
positivo de PPA no se ha comprobado la presencia de estas Ig G,
lo que hace que la utilizaci6én de la protefna A unida a la pe-
roxidasa como conjugado sea ideal para ELISA indirecto en PPA.
La protefna A en comparacidn con el suero antiespecie reduce no-
tablemente el color producido por los sueros negativos facili-
tando la lectura visual. Otra ventaja de su utilizacién es que
mantiene de forma mds estable la actividad tanto inmunolégica
como enzimdtica, asf como, al ser una molécula purificada pre-
senta menos variacién entre lotes distintos que el conjugado
antiespecie.

Substrato

Permite cuantificar la reaccidon mediante la hidr6lisis oxidativa
que se produce. Para la fosfatasa alcalina el substrato més
idéneo es el p-nitrofenilfosfato; para la peroxidasa la ortofe-
nildia@ina (OPD) como demostré Sanchez Vizcaino et al. (1982)
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14.

al comparar distintas diluciones de sueros positivos y negativos
para PPA con los distintos substratos utilizados para la peroxi-
sada, analizando diversos pardmetros como indica el Cuadro 1y 2

Otros substratos que se utilizan son: clorhidrato de 3,3 dimeto
xibencidina (3,3 DXDH), dcido 5-aminosalicilico (5-AS) y acimo
2,2 dietil bentiazoline del adcido sulfénico (ABTS).

Una vez elegido el substrato id6neo debemos estudiar el tiempo
de incubacifn, realizando lecturas seriadas a diferentes tiempos
hasta encontrar el 6ptimo de incubacién que serd cuando haya ma-
yor diferencia de color entre positivos y negativos.

3.5. Frenado de la reacci6n

Las reacciones enzimdticas-colorimétricas siguen una curva seme-
jante a la de la figura:

Absorbancia Muestra positiva

Maxima
diferencia

!
l
Muestra negativa ,
i
|
{
|

Tiempo - . /f Tiempo

lectura’ v |






ELISA: ESTUDIO COMPARATIVO DE DIFERENTES SUBSTRATOS PARA
PEROXIDASA EN PESTE PORCINA AFICANA

Cuapro 1
VAL(SRES MEDIOS COLORIMETRICOS OBTENIDOS

CON LOS DIFERENTES SUBSTRATOS EN TODOS LOS SUEROS
POSITIVOS Y NEGATIVOS A DIFERENTES DILUCIONES DE BPA

BUBSTRATOS SUEROS-DILUCION . . DENSIDAD OPTICA
Positivo 1/8 280,22 + 10,51
-1 Positivo 1/80 . 125,32 + 5,34
3,3 DXDH, Positivo 1/800 . 52,41+ 1,72
*  Negativo 1/8 11,33+ 6,52
- Negativo 1/80 000.00 + 00,00
Negativo 1/800 * 000,00 + 00,00
.Positivo 1/8 : 852,10 + 12,64 :
. Positivo 1/80 311,32+ 3,50
OPD Positivo 1/800 T 95,20+ 1,75
Negativo 1/8 - 000,00 + 00,00
Negativo 1/80 000,00 + 00,00
Negativo 1/800 000,00 + 00,00
. Positivo 1/8 i 159,75 + 18,51
Positivo 1/80 . - 89,27+ 1,72
5-AS Positivo 1/800 d 000,00 + 00,00
o Negativo:1/8 i 5,35+ 6,39
Negativo 1/80- .000,00 4 00,00
Negativo 1/800 000,00 + 00,00
Positivo 1/8 235,27 + 10,75
. ' " Positivo 1/80 102,34 + 5,97
ABTS - Positivo 1/800 © 40,37+ 1,92
Negativo 1/8 000,00 + 00,00
Negativo 1/80 000,00 &+ 00,00
Negativo 1/800 000,00 + 00,00
Cuapro 2

VALORACION DE DIFERENTES PARAMETROS CON LOS CUATRO .
‘SUBSTRATOS ESTUDIADOS

Laborlosi- .
bst. Lectura Lectura | Repetibi- | Eensibi- dad en =
Bubitrato visual colorim. Udad lidad prepara- Pellgrosidac

cléoa

33 DXDH| +++ +++ +++ +++ |Ninguna | Oncogénico

492 nm
OPD |++++ |++++ | ++++ | ++++ |Ninguna | Mutigeno
) iso nm
5-AS ’ + ++ -~ o+ Grande | Ninguna
450 ron
ABTS +4+ +++ ++ ++<+ | Regular |Alguna derivada

495 nm l del frenado

Fuente:Sanchez-Vizcaino J.M., et al. (1982)
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Se consigue un pico de color mdximo con la mayor diferencia entre
los sueros positivos y negativos. EIl color de ambos sueros sigue
subiendo con el tiempo, pero esta subida es mds patente en los ne-
gativos. Cuanto mayor sea la diferencia de tiempo entre el momento
del pico de mdximo color y la lectura, mayor serd el error cometido.
Para evitarlo:

a) Utilizar lectores ultrardpidos.
b) Estabilizar la reaccién mediante frenado. Para cada substrato

existe una soluci6n 6ptima:

5-AS .ol , NaOH 0,09 N

3,3 DXDH ......... NaOH 5,N

OPD ..ivvvnennnnen H2So4 3 N

ABTS ..coveenn.... EDTA, acido hidrofluorfildrico y
: NaOH 1 N

Lectura e interpretaci6n de los resultados.

La lectura de los resultados puede ser valorada tanto visual como
colorifiétricamente. Una de las grandes ventajas que ELISA aporta
al diagn6stico es la objetividad de la lectura. Se puede decir que
si bien la lectura visual es importante para un muestreo, la colo-
rimétrica es altamente aconsejable. Esta lectura puede ser realiza
da desde con un simple colorimétrico hasta con los modernos colori-
métricos automaticos, dependiendo del nGmero de muestras que se va-
yan a analizar.

DESCRIPCION DE LA TECNICA ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS DE PPA

4.1. Fundamentos del mé&todo

El método inmunoenzimdtico indirecto se basa en la inmovilizaciodn
a un soporte s6lido (placa de poliestireno) del antigeno viral
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(vp 73 , protefna estructural mayoritaria del virus de la PPA), don-

- de al afladir el suero problema, si contiene inmunoglobulinas especi-

ficas del antigeno, se producird la reacci6n antigeno-anticuerpo for
mdndose un inmunocomplejo de gran estabilidad. Si no existieran in-
munoglobulinas especificas del antigeno PPA, los componentes del sue
ro serfan eliminados por lavado. La visualizacibn y cuantificacion
de las inmunoglobulinas especificas unidas al antigeno, se realiza
mediante la uni6n de la proteina A marcada con peroxidasa (la protef
na A se obtiene de la pared celular de Staphylococcus aureus) a la
fraccion cristalizable (Fc) de las Ig G inmovilizadas. De no exis--
tir Ig G, la proteina A seria eliminada por lavado y al afadir el
substrato no se producirfa color. Si se produce color es porque el
substrato ha reaccionado con la peroxidasa de la protefna A, siendo
el color desarrollado proporcional a la cantidad de peroxidasa y por
tanto a la Ig G especifica.

Reactivos

1. Placas de poliestireno de 96 pocillos, marca Dynatech Microeli-
sa M129.B desechables, con el antigeno (VP 73) absorbido.

2. Sueros controles positivos y negativos.
3. Protefna A - Peroxidasa (conjugado).

4. Substrato: ortofenildiamina (OPD).

5. Acido sulfGrico 3N

6. Tamp6n carbonato pH 9,6

CO3Na2 ..cviiiiiiieeeannnn. 1,59 gr.
CO3HNa ...veiiieenennnnn.. 2,93 gr.
H20 dest. .....cccieenana... 1000 ml.

Conservar a 4¢C
Revisar el pH antes de ser usado.
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7. Soluci6bn Salina 0,85% de lavado:

0 T 85 gr
Tween 20 ...oeeiieeennnnnn.. 5 ml.
H20 dest. ....cveveeennn... 10 1.

8. Tamp6n OPD pH 5 ; conservar a 4°C

Ac. citrico ....coaeia.... 2,14 gr.
PO4HNa. 2H20 .............. 3,54 gr.
H20 dest. ....ccieenaa.... 400 ml.

CING ..ieiiiiiieieeeeenn. 8 gr.
PO4H2K .....ccieieeraan.... 0,2 gr.
PO4HNa2.12H20 ............. 2,9 gr.
O G 0,2 gr.
Tween 20 .....cvvernnnnn... 0,5 ml.
H20 dest. ..... feeceecanns 1000 ml.

4 bis - Substrato: segln la proporci6n

15 : 25 : 10
mg ml lambdas

OPD tamp. H202 (30%)

Dado el peligro potencial que representa esta sustancia, se
recomiénda la utilizaci6n de guantes y mascarilla durante la
manipulacién del producto en polvo. Preparar antes de su
utilizacién en frasco opaco.
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5 bis - Acido sulfarico 3N, soluci6n de frenado

Acido sulfarico (+) ....c...... 16,1 ml.
H20 dest. ..cvvvirrennnannnnn 200 ml
(+) SO4H2 densidad 1,84; pureza 99%

4_3. Realizacibn de la técnica
1. Sensibilizaci6n de las placas con el antigeno (VP 73)

Como soporte s6lido se utilizan placas de 96 pocillos de po-
liestireno. El antigeno se emplea a la diluci6n Gptima en
tamp6n Carbonato-Bicarbonato pH 9,6 y se aflade en cantidad

de 100 microlitros (lambdas) por pocillo a la placa, la cual
una vez cubierta se incuba durante 18 horas a 42C. Transcurri
do este tiempo de incubaci6n se lava 4 veces en soluci6n sali-
na con Tween 20 y a continuacibn se utiliza o bien, se puede
conservar durante cinco meses a 42C sin pérdida de tftulo del
antfgeno. Si la placa a utilizar ha estado conservada a 4¢C
se debe lavar al menos una vez en solucibn de lavado antes de
colocar los sueros.

2. Adicibn de sueros control y problema

Se utilizan a la diluci6n 6ptima de "screening" de 1/30 en PBS
pH 7,2 con Tween 20. Se depositan 100 microlitros de cada
diluci6n de los sueros por duplicado en todos los pocillos de
la placa sensibilizada con el antigeno. Una vez cubierta la
placa se incuba durante 1 hora a 37¢C.

Cuando existan varios sueros a testar es recomendable realizar
diluciones de los sueros en una placa separada, afladiendo 200
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microlitros de PBS por pocillo, 10 microlitros de cada suero

y otros 100 microlitros de PBS. Con estos Gltimos se homo-
geneizardn varias veces transfiriéndose su contenido a la placa
sensibilizada con el antigeno.

Lavado

Transcurrido el tiempo de incubaci6n se realizan cuatro lava-
dos en solucibn salina de Tween 20.

Adici6n del conjugado (Proteina A-Peroxidasa)

La protefna A se diluye a la concentracién de 25 ngr/100 micro-
litros en PBS pH 7,2 con Tween 20 y se afiade en cantidad de

100 microlitros por pocillo de la placa. Una vez cubierta, se
incuba durante 1 hora a 37°9C.

Lavado
Se repite el punto 3.
Adicibén del substrato

La OPD se afade en cantidad de 100 microlitros por pocillo a
partir de la diluci6n de trabajo descrita en el apartado de
reactivos. La placa se incuba durante aproximadamente cinco
minutos a temperatura ambiente vigilando constantemente los
sueros control que son en definitiva los que indicardn el mo-
mento id6neo de frenado de la reacci6n. Tener siempre prepa-
rada la soluci6én de frenado.
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Frenado de la reaccifn

Cuando los controles positivos y negativos alcanzan la colora-
ci6n adecuada, la reacci6n es frenada por la adici6n de 100
microlitros de &cido sulfarico 3N. Incubdndose durante 10 mi-
nutos a temperatura ambiente.

Interpretaci6n de los resultados

Los resultados pueden ser obtenidos por lectura visual o colo-
rimétrica:

a. Lectura visual

En funci6én del color desarrollado por los controles posi-
tivos y negativos. Se denominarédn a los suetos problemas
positivos en caso de presentar un color igual o mayor al
control positivo. En cuanto a los sueros negativos serdan
aquellos que presenten igual o menor coloraci6n que el sue
ro negativo control.

b. Lectura colorimétrica

La placa es lefda en un colorimétrico a la longitud de onda
de 450 nm. Los sueros positivos oscilan entre las 800 y
las 1.200 D.0., mientras que los negativos van desde los
200 a las 400, manteniéndose por tanto una gran separacién
entre los sueros positivos de los negativos. Si la reac-
cién fuera frenada antes de tiempo o la proteina A estuvie-
ra a una concentracién inferior los resultados serfan sensi
blemente mds bajos péro siempre se podrdn diferenciar los
positivos de los negativos aunque quizds las diferencias
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no fueran tan grandes como las comentadas. Por el contra-
rio si la reaccién no es frenada a tiempo o la protefna A .
estd muy concentrada se producird color muy rdpidamente to
mando los controles més color de lo normal.

5. COMPARACION DE ELISA CON OTRAS TECNICAS SEROLOGICAS
En el Cuadro 3 se compara la técnica ELISA con alguna de las técnicas
serol6gicas: mds utilizadas en patologfa como son: radioinmunoensayo
(RIA), inmunofluorescencia (IF), inmunodifusi6én (ID) e inmunoelectromi-
croscopia (IEM).
Cuadro 3
COMPARACION -DE -ELISA CON OTRAS
— DIAGNOSTICO
ELISA RIA IF ID IEM
1. Sensibilidad alta alta media-alta |baja muy alta
2. Reproductibil. buena | muy bue-|buena buena buena
na
3. Prep. antig. compli| complica|fécil fécil facil
cada da :
4. Conjugados comer-| comercil|comercial. - -
cial.
5. Lectura obje- | objeti- |subjetiva |subjetiva |subjetiva
tiva
6. Uso en condicio- posi- | imposi- |posible? posible imposible
nes de campo ble ble
7. Automatizacibn posi- | posible |imposible |posible imposible
ble act. i
8. Ejecuc. método fécil | complic.|fécil fécil complica.
9. Coste por ensayo bajo alto bajo bajo muy alto
10. Vida media reac- larga | corta larga larga larga
tivos
11. Peligro personal ningu | presen |ninguno ninguno ninguno
no te
12. Capacidad de proce
sar gran n@mero
de muestras si si no no no
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Sensibilidad de la ELISA

Es la mInima concentracién de antigeno o de inmunoglobulinas que
se puede detectar con seguridad. La sensibilidad del mé&todo se
determina realizando suceisivas diluciones a partir de una solu-
ci6én madre de concentraci6n conocida evaluada por un método sen-
sible.

La sensibilidad de la técnica ELISA se encuentra en el rango de
los picogramos. La sensibilidad relativa de otras reacciones sero

16gicas es:

Minimo de N de anticuerpo (ugr) detectable

Precipitacifn

- Inmunodifusi6n .......... ceeeeeeaaaa 0,1-0,3

- Inmunoelectroforesis cruzada ........ 0,01 - 0,03
AqutinaciGn

- Hemaglutinacibn pasiva .............. 0,001

- Inhibici6n hemaglutinacién ....... .- 0,001

- Test de Coombs ......cciveieeenennnn. 0,01
Fijacion de complemento .......c.c........ 0,05

Repetibilidad de la ELISA

Se analiza repitiendo el mé&ximo de muestras posibles en el méximo
de ocasiones diferentes. Un ejemplo del grado de repetibilidad
conseguido con esta técnica envarios paises europeos, ha sido pues
to de manifiesto en la detecci6n de anticuerpos de PPA resultando
un 100 por 100 de repetibilidad.
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5.3. Fiabilidad de la ELISA

No basta con probar que con el método se diagnostican correctamen-
te todas las muestras positivas y negativas experimentales, sino
que también es necesario ensayarlo en condiciones de campo y ave-
riguar por medio de otras técnicas si los resultados obtenidos por
ELISA concuerdan o no con la realidad.

Es importante al poner a punto una técnica €l compararla con otras
que deberdn ser de mayor sensibilidad y especificidad. Para com-
parar dos técnicas se pueden utilizar las formulas que se indican a
continuacion:

VALORES COMPARATIVOS DE ELISA FRENTE A ENFERMEDAD U OTRA TECNICA

Enfermedad u otra técnica

+ -
Resultado del
diagnéstico + A C
por ELISA
- B D

MBiCHD = N9 total de diagn6sticos efectuados con
ambas técnicas

Sensibilidad comparada = A x 100
A+B

Especificidad comparada = D x 100
C+D
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Ejemplo : ELISA indirecto por PPA (antfgeno VP73 ; conjugado

Prot. A-PRP)

IFI IF1

+ - + -

+ 90 1 91 + 80 25 105
ELISA IEOP

- 0 84 84 - 10 60 70
175 175

Sensib. 100% Sensib. 88%

Especif. 98% Especif. 70%

Fuente: Hortiguela 0. y Sdnchez-Vizcaino J.M.
(1984)

APLICACIONES DE ELISA EN PATOLOGIA ANIMAL

Las técnicas inmunoenzimdticas estdn teniendo mucha aplicacién en el
diagn6stico en Patologfa Animal. Muchas son las enfermedades que es-
tdn siendo diagnosticadas mediante esta técnica, obteniéndose en todos
los casos resultados favorables; otras se estdn poniendo a punto. En-
tre las enfermedades donde se aplica ELISA estdn:

Virosis

FMDV (Fiebre aftosa) BVD (Diarrea virica bovina)
Lengua Azul PPC
Rotavirus Influenza
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Virosis
Newcastle Bronquitis infec. aviar
Parainfluenza-3 PPA
Virus sincitial bovino Adenovirus
Rabia Parvovirus
Leucosis bovina Rinotraqueitis infec. bovina
Leucosis aviar Aujeszky
Maedi-visna Mixoma
AIE Arteritis virica aviar
Gastroenteritis infec. cerdo FOCMA (oncornavirus felino)
Peritonitis infec. felina Necrosis pancredtica infec. salménidos

Enfermedades Bacterianas

Leptospira Neisseria

Salmonella Klebsiella

Mycobacterium tuberculosis Toxina tetédnica

Pseudomona aeruginosa Escherichia coli (K88 y K99)
Haemophilus pleuroneumoniae Enterotoxina Staphylococus Grupo A
Brucella abortus, ovis Bordetella bronchiseptica

Enterotoxina de Cl. perfringens Pasterella haemolytica
Campilobacter fetus

Enfermedades Parasitarias

Trichinella spiralis Leishmaniosis

Toxoplasma gondii Anaplasma marginali
Fasciola hepédtica Oesophagostomum
Toxocara canis Sarcocystis

Babesia Dictyocaulus viviparus

Tripanosoma
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Otras Enfermedades Infecciosas

Rickettsias
Mycoplasmas
Clamydias

Otras Aplicaciones

- Hormonas: Insulina, estrbégenos, progesterona, testosterona,
cortisol, T3, T4, TSH.

- Enfermedades autoinmunes: Detecci6n anticuerpos anti-tiroglo-
bulina, anti-eritrocito, anti-DNA, complejos inmu-
nes, factor reumatoide.

-- Factores de coagulacién:
- Drogas
- Inmunoglobulinas G, A, E, M.

- Ferritina

RESUMEN - GUIA PRACTICA DE PROBLEMAS

En la prdctica rutinaria de la técnica ELISA, pueden surgir problemas
que en la mayorfa de los casos son muy simples y por ello se suele con
frecuencia omitir su comentario. Los mds frecuentes se pueden resumir
en:
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Probiema

Placas con color indiscriminado.
Poca diferencia entre controles
positivos y negativos.

Placas sin coloraci6n

Poca diferencia entre positivos
y negativos.

Falta de repetibilidad

28.

Posible causa

Adsorcibn defectuosa

Conjugado muy concentrado

Lavado insuficiente
Controles negativos errbneos

Conjugado muy diluido
Substrato poco concentrado
Lavado excesivo

Tiempo de incubaci6n corto
Ausencia de controles positivos

Reacciones cruzadas
Conjugado muy concentrado
Conjugado muy dilufdo
Substrato mal diluido

Poco tiempo de incubacibn del
substrato

t.avado del conjugado defectuoso
Reactivos viejos.

Manipulacibn incorrecta
Controles equivocados
Inmunoabsorbente en mal estado
Frenado del substrato incorrecto

Lectura a longitud de onda no
id6nea.

Aparato de lectura averiado
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