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Estandarizacién de una prueba de
Elisa para la deteccién de anticuerpos contra el
herpesvirus Bovino-1 (HBV-1) en suero lacteo

Ropas JD MV.MS., Zuruaca FN MV.MS., Henao G MV,
RestrREPO M., M.V., Ossa JE MV. PuD*

Resumen

El presente estudio tuvo por objeto estandarizar una prueba de ELISA en suero ldcteo para optimizar la aplicacion
de esta técnica a la caracterizacion de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB). Se tomaron, para el efecto, 69
muestras de suero lacteo de animales positivos por neutralizacion y ELISA en suero sangwineo y 105 de animales
negativos por ambas pruebas. El valor promedio de los delta de densidad optica (diferencia de promedios entre los
pozos con antigeno y con control de antigeno) para los 105 sueros negativos fué de 0.04 con una desviacion estandar
de 0.02 y para los 69 positivos fué de 0.20 con una desviacion estandar de 0.06. Con base en estos datos se determind
un punto de corte de 0.08 con el cual se logra una sensibilidad del 100% y una especificidad del 94%. La concordancia
de los resultados entre las pruebas para los dos tipos de muestras fué del 97%. Estos resultados aportan un elemento
mds para la caracterizacién y el control o erradicacion de esta enfermedad en el pais. Finalmente se discute la
importancia de optimizar ain mads esta prucha, mediante el uso de leche entera y de "pooles” de suero ldcteo, que

permitirian la aplicacion de la prueba a estudios masivos de tamizaje en grandes poblaciones

Introduccion

El HVB-1, causante de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (RIB), es considerado uno de los grandes
problemas infecciosos de la ganaderia a nivel mundial
(6,11). En Antioquia y el resto del pais se ha informado
acerca de la evidencia serologica de la infeccion, si bien
las evidencias virologicas han sido escasas y la
importancia clinica y, consecuentemente el impacto
economico, son atin motivo de controversia (10,14).

El diagnostico del HVB-1 se hace tradicionalmente
por aislamiento y por neutralizacion, las cuales siguen
siendo las pruebas de referencia a nivel mundial.
Sinembargo, la técnica de ELISA, desarrollada desde
finales de la década del 70, se ha impuesto por sus
innumerables ventajas, tanto en el campo de la
investigacion como del diagnostico de laboratorio
(4,8,12).
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Para el caso de la RIB la prueba de ELISA ha sido
utilizada con diferentes variaciones, principalmente en
Estados Unidos y Europa (1,12).

Nuestro grupo de trabajo se propuso, entonces, la
tarea de estandarizar una prueba de ELISA en suero
lacteo, basada en pruebas previamente estandarizadas
en suero sanguineo, y tratar de optimizarla para su uso
en estudios de prevalencia y en posibles programas de
control o erradicacion.

Materiales y Métodos

Tamafio muestral: de acuerdo con la tabla de
tamano muestral para estudios descriptivos, con
referencia a una poblacién infinita y tomando como
limite de confianza un 95% y un error del 10% se decidié
un nimero minimo de 100 vacas con serologia conocida
en suero sanguineo por neutralizacion y ELISA (3).
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Obtencién y procesamiento de las muestras:
para la obtencion del suero lacteo, se utilizaron tubos
plasticos Corning de 50cc y se sigui6 el procedimiento
de Zuluaga y cols levemente modificado (13). Se
tomaron muestras de 40cc de leche de vacas en
lactancia y se transportaron en condiciones de
refrigeracion. Para evitar resultados inespecificos no
se tomaron muestras de vacas en proceso de secado,
en posparto o con mastitis clinica.

Una vez en el laboratorio las muestras fueron
conservadas en refrigeracion a 4°C/24h y luego
sometidas a centrifugacion (3.000 rpm/15min) para
separar la capa grasa. A continuacion se adiciond renina
o cuajo comercial (gentilmente suministrado por la
unidad de derivados lacteos de la Universidad Nacional)
en una proporcion 1:1000 a cada muestra, previo ensayo
de su poder enziméatico (Fuerza de Cuajo).
Posteriormente se incubd a 37°C/20min y luego se
centrifugdé nuevamente a 3.000rpm/5min para separar
el suero lacteo de la caseina. El suero lacteo asi obtenido
se conservo a -20°C hasta su uso posterior en la prueba
de ELISA.

Neutralizacion y ELISA en suero sanguineo:
La neutralizacion se realizé segliin procedimientos
previamente descritos (5) y el ELISA acorde con
métodos estandarizados en nuestro laboratorio

Elisa en suero lacteo: Se hicieron diluciones
dobles desde 1:5 hasta 1:80 de 3 sueros lacteos positivos
v 3 sueros lacteos negativos concordantes por las
pruebas de neutralizacion y elisa en suero sanguineo y
se adicionaron por duplicado en pozos de microplatos
previamente sensibilizados con una dilucién 1:100 del

antigeno viral y control de antigeno (lisado de células .

infectadas y no infectadas con el Herpes Virus Bovino
-1), para determinar la dilucién de trabajo mas
apropiada.

Determinacion del punto de corte: conocida la
dilucién de trabajo mas apropiada para el suero licteo,
se procedi¢ a determinar el punto de corte. Para el
efecto se tabularon los delta de densidad 6ptica de cada
suero, obtenidos a partir de la diferencia entre los
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promedios de los pozos con antigeno y control de
antigeno,

El punto de corte se calcul6 con base en el promedio
de los delta de absorbancia de los sueros negativos mas
dos desviaciones estandar, con lo cual se asegura que
el 95% de los mismos estén correctamente clasificados
(Statgraphics 6.0). De acuerdo con las exigencias para
esta prueba en suero lacteo, el punto de corte fué el
valor de maxima sensibilidad con referencia a la
neutralizacion y el ELISA en suero sanguineo.

Resultados

Para la estandarizacion de la técnica se emplearon
un total de 174 sueros lacteos correspondientes a los
sueros sanguineos concordantes por las pruebas de
Neutralizacion y ELISA, este niimero supera el limite
inferior (100) establecido de acuerdo con el tamafo
muestral requerido para este estudio.

Acorde con el analisis de 2 muestras el promedio
de los delta de densidades opticas de los sueros
negativos fue de 0.04 con una desviacion estandar de
0.019 y para los sueros lacteos positivos el promedio
fue de 0.20 con una desviacion estandar de 0.06.

La distribucion de los datos fue normal y la grafica
multiple de cajas y bigotes (grafica 1) permitié observar
2 grupos de valores bien diferenciados. De esta grafica
se determiné el rango de valores para la iteracién entre
0.07 equivalente a un valor por debajo del minimo delta
de densidad optica de los sueros positivos que fue de
0.08 y 0.12 equivalente al maximo valor de densida;d
optica de los sueros negativos. El punto de corte
seleccionado fue de 0.08.

La tabla de contingencia (tabla 1) permite definir la
sensibilidad y la especificidad. Para el punto de corte
acordado la sensibilidad alcanza un 100% es decir se
logra una perfecta correlacion entre las dos pruebas
con las muestras positivas; la especificidad, sin embargo
alcanza un 94.3% lo que significa que solo 99 de 105
sueros negativos son detectados por la nueva prueba.
La concordancia final entre la dos pruebas es de 96.6%.
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Figura 1. Grafica multiple de cajas y bigotes (SS) NTy Elisa.
S.S.:Suero sanguineo. S.L. Sueros licteos.
D.0O.Densidad dptica NT: Neutralizacion

Tabla 1. Comparacion de resultados concordantes
por Elisa y neutralizacion en suero sanguineo con

los obtenidos por Elisa en suero lacteo

ELISA EN SUERO LACTEO

ELISA/NT

SUERO

SANGUINEO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL

POSITIVOS 69 0 69

NEGATIVOS 6 99 105

TOTAL 75 99 174
Discusion

Para la deteccion de la infeccion con el HVB-1 se
han desarrollado una gran variedad de pruebas de
ELISA y en nuestro laboratorio en particular, hemos
estandarizado previamente una prueba en suero
sanguineo que nos permite hacer un diagnostico
serologico con una sensibilidad del 92% y una
especificdad del 97% con relacion a la prueba de
neutralizacion.

El presente estudio tuvo por objeto optimizar el
ELISA mediante el uso de muestras mas faciles de
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obtener y eventualmente mas informativas de la
situacion de un hato o una regién. Igualmente la prueba
propuesta podria tener gran aplicacién al momento de
realizar programas de control o erradicacion de la
enfermedad, bien a nivel de hato, o a nivel nacional.

Es interesante notar que el ELISA en suero lacteo
mostro valores de densidad optica menos dispersos
alrededor del promedio para positivos y negativos; sin
embargo esto debera probarse en condiciones de
campo, pues bien podria deberse ala condicion de doble
concordancia por neutralizacion y ELISA en suero
sanguineo, que fue un criterio de inclusion para los
sueros lacteos a probar.

La inmunoglobulina G es la mas abundante de las
inmunoglobulinas en la leche bovina (0.29 mg/ml) pero
solo representa el 2.6% de la concentracion en suero
sanguineo (11.2 mg/ml) (7,9); a pesar de esto el ELISA
en suero lacteo resultéd altamente sensible.

Para avanzar mas en la optimizacion de esta prueba,
hasta hacerla aplicable, en forma mas amplia a las
condiciones de nuestro medio, seria importante
estandarizarla para "pooles" de sueros bovinos como
se ha hecho en otros paises (1), y probar la posibilidad
de utilizacion de leche entera para simplificar el trabajo
al abolir el uso de enzimas y de centrifugacion.

Resultados preliminares de nuestro grupo (no
mostrados en este articulo) han indicado que es posible
detectar un suero positivo en un "pool" de 10 muestras;
sinembargo, la densidad optica en los pozos con control
de antigeno se aumenta, mientras que en los pozos con
antigeno se disminuye, con relacion al suero positivo
probado en forma individual. Es necesario por lo tanto
establecer un nuevo punto de corte para el efecto. En
cuanto a la posibilidad de utilizar leche entera tenemos
también resultados preliminares que indican una
concordancia del 90% con las pruebas previamente
estandarizadas.

Con este estudio hemos hecho una nueva
contribucion a la caracterizacion de la RIB en Colombia
y, muy especialmente, hemos aportado un elemento
diagnostico que podria ser de gran utilidad cuando
lleguemos a conocer el comportamiento de esta
infeccion en el pais, con lo cual podriamos estar en
capacidad de proponer programas de control o

erradicacion.



Rev Col Cienc Pec, 9 (1 y 2), 1996 43

Summary

Standardization of an ELISA Technique for detection of antibodies against Bovine Herpes virus-1
(BHV-1) in milk serum

The objective of this study was to standarize an ELISA technique for serological testing of BHV-1 in milk serum. This
technique is expected to facilitate large serological screening in milking cows.

For this purpose, 69 samples from Nt and ELISA positives and 105 Nt and ELISA negatives animals were used.

The average of optical densities for the negative samples was 0.04+/- 0.02 and for the positive the average was
0.20+/-0.06 Based on this results we set a delta value of optical density of 0.08 as the cut-off point for positivity. This
value gives a senstbility of 100% and specificity of 94%.

The concordance between serum Nt and serum ELISA and milk sevum ELISA was of 97%.

The standardization of this ELISA provides a new instrument not only for the characterization of the infection in
our country but also for its control and eventual eradication.

Finally, we discuss the possibility of further optimizing by using straight milk or milk serum pools to facilitate
further the massive sereening of large populations.
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