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I NTRODUCTCTI ON

La Influenza, llamada también gripe, se considera actual-
mente como la dnica enfermedad infecciosa capaz de dar lu
gar a grandes epidemias aln en paises con altos niveles
de Salud Piblica, llegando incluso al grado de producir
pandemias, de las cuales se han registrado cinco en el
transcurso de este siglo. Esta enfermedad es mé&s peligro-
sa de lo que generalmente se cree, y por esta razén ha o-

riginado grandes polémicas.

Verger y Ausina han propuesto la siguiente definicidn: "La
gripe o Influenza es una enfermedad infecciosa, contagiosa

por via aérea, producida por un grupo de virus. Se presen-



ta en general en forma de epidemias y con una sintomatolo-
gfa caracteristica: comienzo sibito, dolor de cabeza, fie-
bre elevada, ''trancazo'" y afectacidn de las vias respirato-
rias (nariz, laringe, traquea y bronquios). Suele evolucio-
nar hasta la curacidon espontédnea en 3 a 8 dfas, pero en an-
cianos, nifios pequefios y en enfermos crdonicos puede ser

grave' (10).

El amplio espectro de la sintomatologifa clinica de esta en-
fermedad, ha dado lugar a confusiones respecto al diagnds-
tico de otras infecciones de las vias respiratorias, cali-
ficdndolas errdneamente como "gripe'. El término Influenza
deriva de la palabra italiana que significa influencia o
influjo; se propuso este nombre ya que se crefa que los
cuerpos celestes o el frfo influfan en la aparicidn de e-
pidemias de esta enfermedad. Sin embargo, el término gri-
be se usa mds cominmente y proviene del francés ''grippe'

(catarro) (J10).

Originalmente se sefiald a la bacteria Haemophilus influenzae

como el agente causal de esta enfermedad infecciosa, debi-
do a que fue aislada de las secreciones de las vias respi-
ratorias durante la pandemia de ]889. Posteriormente, en
la pandemia de 1918, Nicolle y Levally demostraron que el
agente etioldgico no era una bacteria sino un virus filtra-
ble, Transcurrieron varios afos y en 1933, Smith, Andrews

y Laidlaw, aislaron el virus de la Influenza tipo A en el



hurén. El tipo B del yirus fue aislado en 1940 por Francis

y Magill, y el tipo C en 1949 por Taylor (10).

De forma paralela a estas investigaciones, Burnet en 1940,
logrd cultivar el yirus en embridn de pollo y un afio des- .
pués Hirst demostrd que estos virus son capaces de agluti-
nar los gldbulos rojos de pollo, y en" base a esta propie-
dad se desarrollaron métodos seroldgicos para detectar a

los indiyiduos afectados por el vyirus. (5,10).

Actualmente los yirus de la Influenza se clasifican en la
familia Orthomyxoyiridae, término adoptado para indicar su

afinidad por las glucoprotefnas.

Estos yirus son esféricos, poseen una enyoltura sensible
al éter carente de rigidez, responsable del pleomorfismo
que se observa en el primer aislamiento, la cual estd cons-
tituTda por proteifnas y 1Tpidos y encierra la nucleocépside
de simetrTa helicoidal. De la enyoltura se proyectan hacia
el exterior las llamadas espiculas, las cuales consisten de
trimeros de hemaglutinina (con aspecto de bastoncillos de
seccidén triangular) y tetr8meros de neuraminidasa (con for-
ma de hongo: una borcién esférica dentro de la enyoltura,
un tallo y una caheza oblonga). El centro o niicleo consiste
de la protefna M y la nucleoproteina que contiene el genoma
de RNA. En base a la nucleoprotefna se clasifican en tres

tipos: A, B y C, y no existe reaccidén cruzada entre ellos

(1,4).
ol



Por la técnica de microscopia electrdnica de transmisidn
dispersa, se ha determinado que la masa promedio del vi-
rus completo es de 174 x 106 daltons, y la de los virus a
los que se les han removido las espfculas, de 86 x 106
daltons. El nimero de espiculas para el virus intacto, se

ha estimado entre 400 y 500 por la diferencia entre la ma-
sa y el peso molecular conocido de las mismas. Por el mis-
mo método se a asumido que el espesor es dé.60 nm, el dia-
metro para las particulas intactas de 116 nm y para las par-
tfculas libres de espiculas, de 89 nm. Sin embargo, no exis-
te un acuerdo general en cuanto a tamafio, forma y composi-

cidén exacta de los virus (8).

El genoma del vfrus de la Influenza consiste de 8 segmen-
tos distintos de RNA de tira finica, cada uno de los cuales
codifica una protefna: P1, P2 y P3, proteinas de alto peso
molecular que son componentes secundarios de la nucleocédp-
side y participan en la replicacidn y transcripcidn del
RNA; la protefna NP que es el componente principal de la
nucleocapside; la protefna M (matriz) asociada con el la-
do interno de la enyoltura; la hemaglutinina (HA) y la neu-
raminidasa (NA), dos glucoprotefnas que componen las espf-

culas y la proteina NS cuya funcidn se desconoce (4).

Desde el punto de vista inmunoldgico, los componentes de
mayor importancia son la HA y la NA, debido a que los anti-

cuerpos dirigidos hacia las demas protefnas no proporcionan



proteccidn contra la infeccidn, Estos dos antfTgenos son los
que caracterizan los diferentes subtipos de los yirus Ay B
de la gripe. Los cambios importantes en uno de estos antf-
genos o en ambos, son los que hacen que un yirus sea ''nue-

vo'" para un organismo ya inmunizado (1).

La HA es responsable de la especificidad antigénica, de la
adherencia del yirus a la cé€lula huésped que favorece las
primeras etapas de la infeccion y de la aglutinacidn de los
glébulos rojos de pollo y de otras especies, Esta GGltima
propiedad, llamadaAhemaglutinaci6n, refleja el hecho de que
esos eritrocitos poseen receptores para ciertos componentes

de la HA de las particulas yirales,

La NA es una enzima similar a la del Vibrio cholerae (enzi-

ma destructora de receptores), que hidroliza el enlace &ci-
do N-acetilneuraminico-galactosa al final de las cadenas

del oligosacarido de las glucoprotetnas”yElTbidos_de:la mem-
brana de la célula huésped, liberando de esta manera, &cido

N-acetilneuraminico (4).

Las HA poseen una fuerte afinidad por los residuos de &cido
N-acetilneuraminico-galactosa, bor lo tanto, destruyendo
los agregados formados por este antigeno por hedio de la
NA, se favorece la liberacidn de los yirus que de otra ma-
nera no ocurriria o serfan reabsorbidos inmediatamente des-

pués de este proceso. Debido a &sto, la funcidn primaria



de la NA parece ser la de permitir la liberacidon de las
partfculas virales formadas en la célula parasitada, fa-

voreciéndo asT la diseminacidén de la infeccién. (1,4,5).

Los yirus de la Influenza presentan dos tipos de variacio-
nes en sus antfgenos superficiales. El primer tipo de va-
riacién, llamado cambio antigénico menor (drift), consiste
en una serie de alteraciones menores de los determinantes
antigénicos, tanto de la HA como de la NA. La segunda va-
riacién o cambio antigénico mayor (shift), implica la apa-
ricidn de una nueya espficula de HA y/o NA. Ambos tipos de
variacion se obseryan en los yirus de la Influenza tipo A,
y en los yirus tipo B sdlo se ha detectado el cambio anti-
génico menor. Por esta razén los yirus tipo A son los res-

ponsables de todas las pandemias registradas (5).

A partir de 1972, la Organizacién Mundial de la Salud, ha
designado una nueya nomenclatura para estos yirus, basada
en sus antfgenos HA y NA, permitiéndo asT la uniformidad
en su descripcidén. Primero se indica el tipo A, B o C, de
acuerdo a la ribonucleoproteina. Enseguida se consigna el
huésped no humano del cual se ha aislado la cepa, origen
geogréfico, niimero de la cepa y fecha de su aislamiento,
Ademads para el yirus A, se sefiala entre paréntesis el ca-
rédcter antigénico de la HA y NA. Como ejemplos se pueden
citar las cepas:; A/Filipinas/82 (H3N2), A/Chile/83 (HINI1)

y B/URSS/79; las cuales se encuentran circulando actual-
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ghor-

mente (10).

Una epidemia de Influenza se inicia cuando el virus sufre
un cambio antigénico menor en sus antfgenos de superficie,
particularmente en la molécula de HA y la poblacién no po-
see anticuerpos contra €1 o son escasos. Por otra parte,
si el virus experimenta un cambio antigénico mayor, apare-
cerd como consecuencia una nueva cepa pandémica, ya que

los indiyiduos no poseerédn anticuerpos contra la espicula

de HA y/o NA (5,10).

El diagndstico de -la Influenza se puede realizar por medio
del aislamiento del yirus de lavados nasales o farfingeos
en embridn de pollo o cultivos de células, o por la deter-

minacidn del tTtulo:de: anticuerpos.

Para lograr la recuperacidon del virus, la muestra se toma
dentro de los tres dfas siguientes al comienzo de la enfer-
medad y se trata con antibidticos. A continuacidn, se ino-
cula'en las cavidades amnidtica y alantoidea del embridn de
pollo de 10 dias y se incuba a 33°C por 3 dfas, al cabo de
los cuales se ejecutan pruebas de hemaglutinacidén con glé-
bulos rojos de pollo. Si dichas pruebas son negativas, se
repiten al menos dos pasajes en embriones nuevos. En caso
de hemaglutinacidn positiva, el yvirus se identifica por la
técnica de inhibicién de la hemaglutinacidén (IHA) con an-

tisueros especfficos (3,7).



El método mas utilizado para el diagnéstico serolbgico es
la IHA, por medio de la cual se cuantifican los anticuer-
pos en los sueros del paciente obtenidos en la fase aguda
de la enfermedad y durante la convalescencia. Se conside-
ra un diagndstico positivo cuando se demuestra un aumento

de 4 veces en el tTtulo de anticuerpos (2).

La IHA consiste en la unidn de los anticuerpos presentes
en el suero del paciente con la hemaglutinina viral, impi-
diendo de esta forma la aglutinacidon de los glébulos rojos

de pollo (2).

Esta prueba posee varios problemas practicos: los inhibi=-
dores no especificos contenidos e€n los sueros conducen a
resultados falsos positivos, causandoc errores en la iden-
tificacién del nuevo virus; la |IHA puede resultar positi-
va por la presencia de anticuerpos contra la NA o contra
antigenos del propio huésped. La lectura no objetiva del
resultado es otra fuente de error, ya que el arreglo de los
patrones de los glébulos rojos normales en presencia de al-
tas concentraciones de proteinas en sueros muy dilufdos, se
pueden malinterpretar como inhibicién., Por dltimo, su tiem-
po de ejecucidn es largo para el propdsito de administrar

un tratamiento répido al paciente (2).

Debido a que el diagnéstico de Influenza consume mucho tiem-

po, hay mucho interés y actividad en..el desarrollo de téc-



nicas para acelerarlo, lo cual permitirfa la administracidn
del tratamiento adecuado a los pacientes o sus contactos y
el control de la enfermedad en la comunidad. El mayor énfa-
sis se ha dado a las técnicas que permiten la deteccibn vi-
ral directamente en el espécimen clinico, ya que ésto evi-

tarfa la necesidad de cultivar el agente (9).

Los métodos directos usados para la deteccidn viral inclu-
yen la microscopia electrénica y varios inmunoensayos basa-
dos en demostrar la reactividad del antfgeno viral en la
muestra clinica con un antisuero viral conocido. El uso de
inmunoensayos para la identificacién mds rapida de virus
aislados en emhriones de pollo y para la deteccidn selecti-
va del antfgeno viral en cultivos de células inoculados ain
antes de que los agentes produzcan un efecto observable, ha
sido un ayance importante en el diagndéstico de la Influen-

za (9).

Entre los métodos de inmunoensayo mds recientes, se encuen-
tra el de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), el cual
est§ siendo utilizado para la deteccidn directa de antfTge-
nos virales en 1Tquidos corporales. Las ventajas de este en-
sayo incluyen un alto grado de sensibilidad que resulta de
la amplificaci6n de la reaccidn enzima-sustrato, el uso de
puntos finales objetivos sin necesidad de radioactividad y

un tiempo de ejecucibén relativamente corto (12).



En la técnica ELISA se usan inmunorreactivos unidos a una
enzima y enlazados a una fase s6lida por una serie de reac-
ciones antfgeno-anticuerpo, las cuales se miden por una

reaccidn enzima-sustrato (12).

Debido a que las enzimas usadas en este ensayo son estables
bajo una variedad de condiciones de almacenamiento, los in-
munorreactivos marcados con enzima pueden ser conservados
por largos perfodos. Ademds, estas enzimas catalizan reac-
ciones que resultan en la generacién de productos colorea-
dos, lo cual se yuelye una ventaja sobre las otras técnicas
(aglutinacidén, radioactiyidad, |HA, etc.), porque las reac-
ciones antfgeno-anticuerpo pueden ser medidas objetiyamente

en un espectrofotdmetro (11,12).

En ELISA, como ensayo para detectar antigeno en las muestras
clfnicas, se une un anticuerpo no marcado a una fase sélida
tal como la cavidad de una placa de microtitulacidn; esta
unidén puede ser por simple adsorcidn de la inmunoglobuli-
na a la fase s6lida o por la formacidén de un enlace covalen-
te, Después de este procedimiento, la fase s6lida puede conr

seryarse hasta su uso posterior (11,12).

Cuando se obtiene la muestra clinica, é€sta se afade a la fa-
se sGlida y se incuba para luego afadir el anticuerpo marca-
do con la enzima, el cual reaccionard con el antigeno si se

encuentra presente. Posteriormente se afiade el sustrato de



la enzima y la reaccidén enzima-sustrato se mide cuantifi-
cando los productos generados. La concentracidn de dichos
productos es proporcional a la del antigeno en el especi-
men clinico. Por lo tanto, la cantidad de antfgeno se de-
termina por comparacidn de la reactividad del especimen de
prueba con la de los controles positivo y negativo adecua-

dos (12).

En base a lo anterior, el propGsito del presente trabajo
es estandarizar un ensayo inmunoenzimdtico (ELISA) para el

diagnéstico de la Influenza.

BIBLIOTECA
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MATERIALES Y METODOS

La estandarizacidn del ensayo inmunoenzimdtico para el

diagndstice de Influenza se lleyd a caﬁo en el Laborato-
rio de Microbioloéfa'de la Divisién de Ciencias Naturales
y Exactas de la Universidad de Monterrey, durante los me-

ses de Fehrero a Abril de 1985,
Para la realizacidn de este estudio, se utilizd una cepa

del virus de la Influenza A/Brasil/77 (HIN1), ejecutdndo-

se las té€cnicas descritas a continuacidn:

.= 12 =



INMUNIZACION DEL CONEJO PARA LA OBTENCION DE ANTICUERPOS:

1. Rasurar la espalda del conejo.

2, Emulsificar el antTgenb con el adyuvante completo de

Freund (SI1GMA), en una proporcidn 1:2.

3. Inocular el conejo intradérmicamente en sitios malti-

ples.

L, Dejar transcurrir dos semanas.

B Emulsificargel antfgeno con el adyuvante incompleto

de Freund (SIGMA), en una proporcidn 1:2,

6. Inocular el conejo intradérmicamente en sitios malti-

ples.
7. Dejar transcurrir dos semanas.

8. tnoculayr intraperitonealmente 1 nl del antigeno diluf-

do en solucidn salina estéril (R-6C).
9. Dejar transcurrir dos semanas.

10. . Obtener 20 ml de sangre e inocular intraperitonealmen-



mecanico y agregar a cada cavidad 0.05 ml de una

suspensidn de eritrocitos de pollo al 0.5% (R-3).

5. Incubar la placa a temperatura ambiente (25°C),
hasta que las células de las cavidades del control
de eritrocitos formen un modelo negativo compacto.

(Usualmente 30 min.).

6. Leer y registrar los modelos celulares en la base
de las cavidades. (Leer inmediatamente ya que los
virus pueden eluirse de los eritrocitos y cambiar

"los patrones de hemaglutinacidn).

7. La Gltima cavidad (la dilucidén mds alta del virus)
que muestre hemaglutinacidén completa es el punto
final de la titulacidn.

8. Determinar la dilucidn del antigeno que contiene
L unidades hemaglutinantes en 0.025 ml, dividien-
do el factor de dilucidn del punto final entre 8.

9. Almacenar el antfgeno diluido a 4°C.

B. Retrotitulacidén del antigeno hemaglutinante para la

prueba de [HA;

- 15 -



Adadir 0.05 ml de PBS, pH 7.2 (R-1), en las cavi-
dades 1 a la 5 de cada linea vertical y a las dos
cavidades del control de eritrocitos de la placa

de microtitulacidn.

Agregar 0.05 ml del antigeno de prueba a la prime-

ra cavidad de la placa.

Preparar con un dilutor de 0.05 ml, diluciones se-
riadas al doble del antigeno de prueba hasta la ca-

vidad 5.

Colocar la placa de microtitulacidn en un vibrador
mecdnico y agregar 0.05 ml de una suspensidn de e-
ritrocitos de pollo al 0.5% a todas las cavidades

de la placa.
Incubar la placa a temperatura ambiente por 30 min.

Leer y registrar los modelos celulares en la base

de las cayidades,

Interpretar los resultados de la retrotitulacién
en la siguiente forma:
a) Si el antfgeno de prueba contiene 4 unidades

hemaglutinantes en 0.025 ml, las tres primeras



b)

cavidades muestran hemaglutinacion completa y
las cavidades 4 y 5, parcial o nula.

Si el antigeno no contiene las 4 unidades reque-
ridas, debe ser ajustado, repitiéndose la retro-
titulacidon con la misma suspensién de eritroci-

tos.

8. Almacenar el antigeno de prueba a 4°C.

C. Inhibicion de la hemaglutinacién:

a) Tratamiento de los sueros con enzima destructora de

receptores para eliminar los inhibidores inespecfi-

ficos:

Diyidir el tTtulo de la solucidén stock de enzi-
ma destructora de receptores (EDR) entre 100 pa-
ra obtener el factor de dilucidn que se requie-
re para preparar la solucidn de trabajo que con-

tiene 100 unidades por ml,

Estimar el yolumen necesario de la solucidn de
trabajo de la EDR (cada 0.1 ml de suero se tra-

ta con 0.4 ml de la solucidn).

3. Preparar el yolumen apropiado de la soluﬁién de



trabajo de la EDR diluyendo ei stock con solu-
cidn salina de calcio (R-4), usando el factor

de dilucidn obtenido.

L, A 0.1 ml del suero afadir 0.4 ml de la solucidn

de trabajo de la EDR y mezclar.
5. Incubar en bafio de agua a 37°C por 16 a 18 hr.

6. Afiadir 0.3 ml de solucién de citrato de sodio

al 2.5% (R-5), y mezclar.

7. Incubar en bafio de agua a 56°C por 30 min.

8. Afadir 0.2 ml de PBS, pH 7.2.(R-1), y mezclar.

b) Ejecucidn de la prueba IHA:

1, Colocar 0.025 ml1 de PBS, pH 7.2 (R-1), en las
cayidades 2 a la 10 en la placa de prueba y 2
a la 5 en la placa control, y 0.05 ml en las
dos cayidades del control de eritrocitos.

2. Colocar 0.05 ml de los sueros para el control

positivo y negativo y del suero de prueba tra-

tados con EDR en la cayvidad 1 de la placa corres-



2.

pondiente.

Preparar con un dilutor de 0.025 ml, diluciones
seriadas al doble de los sueros hasta la Gltima

cavidad de las placas.

Agregar 0.025 ml del virus de prueba que contie-
ne 4 unidades hemaglutinantes en 0.025 ml a to-

das las cayidades de la placa de prueba.

Agregar 0.025 ml de PBS a todas las cavidades

de la placa control.
Mezclar los contenidos de las placas.

Cubrir las placas e incubar a temperatura ambien-

te por 30 min,

Colocar las placas en un yibrador mecdnico y ar
gregar 0.05 ml de una suspensidn de eritrocitos
de pollo al 0.5% a todas las cavidades de la pla-~

ca.

Cubrir las placas e incubar a temperatura ambien=<

te por 30-45 min.



10. Leer y registrar los modelos celulares en la

base de las cavidades de las placas.

11. La Gltima cavidad (la dilucidén mds alta del sue-
ro)que muestre inhibicidon de la hemaglutinacién

es el punto final de la titulaciodn.

PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS:

1.

A una mezcla de 1.0 ml de antisuero y 1.0 ml de solu-
cidon salina buffer de fosfatos (PBS), pH 7.4 (R-6), a-
fadir 2.0 ml de NaZSOA al 36% (R-7), mezclar y agitar '

por 30 min. a temperatura ambiente.

Centrifugar a 3,000 x g por 10 min., Descartar el sobre-
nadante y layar el precipitado dos veces con solucidn
de Na,$0, al 18% (R-8). Centrifugar y descartar el so-

brenadante.

Disolver el precipitado en 0.8 ml de PBS (R-1). Afadir
una cantidad igual de solucidn de Na,s0, al 24% (R-9),
y centrifugar a 3,000 x g por 10 min. Layar el precipi-

tado con NaZSOh al 12% (Ri10).

Redisolyer el precipitado en 1.0 ml de PBS y transferir

a un tubo de didlisis, Dializar a 4°C contra PBS por

w S0 =



24 horas.

5. Determinar la concentracidon de protefinas.

CUANTIFICACION DE LOS ANTICUERPOS POR EL METODO DE BIURET:

1. Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco
Suero -
Patrdn -
Reactivo de Biuret 5.0 ml

Patrdn

0.1 ml

5.0 ml

Problema

0.1 ml

5.0 ml

2. Mezclar e incubar en bafio de agua a 37°C por 15 min.

3, Medir la absorbancia del patrdn y del problema contra

el blanco a 545 nm.

L, Determinar la concentracion de proteinas en hase a la

férmula:

Protefnas totales en g% _ A Probh
A Patr

PREPARACION DEL CONJUGADO: ANTICUERPO - PEROXIDASA:

A. Método del peryodato:



1. A 4 mg de peroxidasa (SIGMA) en 1 ml de agua desti-
lada, afadir 0.2 ml de NalOl_l 0.1 M (R-12) recién
preparado, y agitar por 20 min. (En la adicidn del

peryodato, la solucidon debe cambiar de dorado a ver-

de; si no es asi, se requiere prepara nuevo Nath).

2. Dializar la mezcla contra un buffer de acetato de

sodio 1 mM, pH 4.4 (R-13), toda la noche a 4°C.

3. Elevar el pH por adicidn de 0.02 ml de bhuffer de

carbonato de sodio 0.2 M, pH 9.5 (R-14).

L, Anadir lnmediatamente 8 mg de ahticuerpo en 1 ml
de huffer de carhonato de sodio (R-14). Agitar por

. 2 horas a temperatura ambiente.

5. Anadir 0,1 ml de borohidruro de sodio recién pre-
barado (R-15). Dejar reposar por 2 horas a 4°C,

Precipitar con sulfato de amonio saturado. -
B. Purificacidn de los conjugados:
1. Anadir un yolumen igual de solucidn de sulfato de

amonio saturada (R-16), neutra y frTa, gota a gota

y agftando.



2, Centrifugar y lavar el precipitado dos veces con
solucidén de sulfato de.amonio semi-saturada (R-17),

frfa.

3. Redisolver el precipitado en PBS (R-1), y dializar

contra PBS para remover el sulfato de amonio.

Los conjugados de peroxidasa pueden ser almacenados a
L°C si se afiade glicerol a una concentracidon final del
50% junto con albimina sérica boyina al 1% o albimina
de hueyo. Alternativamente, pueden ser conservados con-
gelados a 4°C o menos, en alfcuotas, o pueden ser lio-

filizados.
DETERMINACION DE LA CONCENTRACLION OPTIMA DEL CONJUGADO:

1. Preparar diluciones de suero de conejo hiperinmune 1:10,
1:50, 1:100 y 1:20Q0, y diluciones similares de suero nor-
mal de conejo en buffer de carbhonato de sodio 0.05 M,

pH 9.6, con azida de sodio al 0.2% como preservativo

(_RFJ 81,!

2. Comenzando con la dilucidn mds alta de anticuerpo (la
mids dilufda), afadir 0.05 ml a cada una de las cayida-
des A4-EL, luego la dilucidn A3-E3, y asi sucesivamente.
Las diluciones correspondientes al suero normal de cone-

jo se colocan en las cayidades A9-E9, luego las siguien-
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3.

tes A8-E8, y asT sucesivamente. Marcar el &rea de la

ca que se esta utilizando.

Cubrir la placa e incubar a 4°C toda la noche o hasta

que se requiera.

ESTANDARIZACION DE ELISA CON CONTROLES POSITIVO Y NEGATIVO:

3.

Vaciar las cayidades de la placa usando una pipeta Pas-
teur unida a un aparato de succidn. Lavar tres yeces
con PBS-Tween (R-20). Llenar la mitad de cada cavidad
con ITquido de layado, dejar reposar 3 min. y vaciar

cada vez.

Dilufr el antTgeno 1:2 en PBS-Tween-BSA-EDTA (R-21).
Aradir 0.05 ml a las cavidades de las lTneas A-D, y

diluyente a la 1Tnea E,

Cubrir la placa e incubar a 37°C por J hora.

Lavar tres yeces como en el paso 1.

Preparar diluciones del conjugado 125, 1:;50, 1:100 vy
1:200 en PBES-Tween-BSA (R-22]).

Afadir 0.05 ml de la dilucidn 13200 a las cayidades de

la 1Tnea D y E4 y E9,.
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Anadir 0.05 ml de la dilucidn 1:100 a las cavidades de
la linea C y E3 y ES8.

Y asi sucesivamente.

AsT, la linea E contiene controles sin antigeno y algu-

nas de las combinaciones de los sueros.
Incubar 1 hora a 37°C.
Lavar tres veces como en el paso 1.

Afiadir 0.1 ml del sustrato a cada cavidad e incubar a
temperatura ambiente por 30 min. en ausencia de luz. A-

iadir H,80, 2.5 M (R-24), para detener la reaccidn.

Leer los resultados en un espectrofotdmetro DYNATECH

a 488 nm.

La concentracidn dptima del anticuerpo de captura y del
conjugado serd@ la dilucidn més alta cuyo yalor de absor-
bancia sea el doble del correspondiente é su control ne-
gativo. Los controles que no contienen antfgeno (l1Tnea
E), indican si el conjugado estd enlazado inespecifica-

mente.



REACTIVOS:

R-0.

R-1.

R-2.

Solucidn stock buffer de fosfatos, pH 7.2:

Naszoh

NaHZPOQ

Agua destilada cbp

Disclver los reactivos en agua

200 ml.

Solucidn stock (R-0)

NaCl

Agua destilada cbp

5.480

1.575
200.000

Lo.
8.
s

000
500

00a

ml

destilada y aforar a

~ Solucién de trabajo buffer de fosfatos, pR 7.2:

ml

9
L

Ajustar el pH con NaOH 1 N o con HCI 1 N, segiin se

requiera. Almacenar a L4°C por no mds de una semana.

Solucidn de Alsevey:

Dextrosa

N33C6H507 g 2H20

NaCl

C6H807
Agua destilada cbp

= & =

20.

500

.000
.200
.550

.000



R-3.

Disolver'los reactivos por separado, mezclarlos y
aforar a 1 L. Ajustar el pH con NaOH 1 N o con HCI
1 N, seglin se requiera. Esterilizar por filtrac.idn
a través de una membrana MILLIPORE de 0.22 micréme-
tros. Almacenar a 4°C. Descartar al primer signo de

contaminacidn o cambio de pH.

Suspensidn de eritrocitos de pollo al 0.5%:

Obtencidn de los eritrocitos:

1. Ahadir asépticamente 50 ml de la solucién de Al-
sever . (R-2), a un matraz erlenmeyer con tapdn de

rosca de 125 ml.

2. Colocar 15 ml de R-2 en una jeringa hipodérmica

de 50 ml con aguja #18 de 9 cm.

3. Obtener 15 ml de sangre.

L. Retirar la aguja y mezclar rapidamente el conteni-

do de la jeringa, y transferirlo al matraz que

contiene el resto de la solucidn R-2.

Lavado de los eritrocitos;
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R-b.

1. Colocar 1 ml del paquete de eritrocitos de pollo
en un tubo cdnico y llenar hasta la marca superior

con PBS, pH 7.2 (R-1).

2. Centrifugar a 900 x g por 5 min.

3. Remover el sobrenadante y la capa de gldbulos blan-

cOs.

L, Resuspender las células con PBS (R-1), y repetir
el procedimiento dos veces, centrifugando por 10

min. la tercera ocasién.

5. Preparar una suspensidn al 0.5%, y almacenar a

L°C hasta que se requiera.

Solucidn salina de calcio:

CaCI2 : ZHZO 1.000 g
NaCl 9.000 g
' 1.20
H3B0, 3 g
NaZBHOJ p JOHZO .8, 052 g
Agua destilada cbp 1.000 L

Si se usa inmediatamente no requiere esterilizacion.
Si se almacena por mds de una semana, esterilizar en
» ]

autoclave o por filtracidn a trayés de una memhrana
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MILLIPORE de 0.22 micrémetros. Conservar a tempera-

tura ambiente.

R-5. Solucidn de citrato de sodio al 2.5%:
N H . 2H,0 2.660
a3C6 507 2 g
Agua destilada cbp 100.000 ml
Esterilizar por filtracidon a través de una membrana
MILLIPORE de 0.22 micrdmetros. Conservar a 4°C.
R-6. & “~ <alina buffer de fosfatos, pH 7.Ah:
\~Ch,lf
— (o, \QQ.:
A. Q\ OJ —— —~—— 0:
\_,\ \ . i b T X
l 2-5{,-7
180 g
000 L

15 1b por 15 min.

23,870 g

3,080 L

e a 15 1b por 15 min.
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R-7.

R-8.

R-10.

Solucidn salina al 0.765%:

NaCl 7.650 g

Agua destilada cbp 900.000 ml

Preparar la solucidén de trabajo, pH 7.4, mezclando
80 ml de la solucidén A y 20 ml de la solucidn B, y
agregar la mezcla a 900 ml de solucidn salina.

Solucidn de sulfato de sodio al 36%:

Agua destilada chp 100.000 ml
Solucidn de sulfato de sodio al 18%:

Na,S0, : 18.000 g

Agua destilada chp 100.000 ml
Solucidn de sulfato de sodio al 24%:

Na,$0, , 24,000 g

Agua destilada cbp 100.000 ml

Solucidn de sulfato de sodio al 12%:
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Na, S0, 12.000 g

Agua destilada cbp 100.000 ml
R-12. Solucidn de peryodato de sodio, 0.1 M:

Nath 0.2139 g

Agua destilada cbp 10.000 ml
R-13. Solucidn buffer de acetato de sodio 0.2 M, pH 4.h4:
A. Acido acético:

CH,COOH 12,000 g

3
Agua destilada cbp 1.000 L

B. Acetato de sodio:

CH,COONa “16.400 g

3
Agua destilada chp 1 1.000 L

Preparar la solucidn de trabajo, bH L. 4, mezclando
30.5 ml de la solucidn A y 19.5 ml de la solucidn B,

y aforando a 100 ml.

R-1k4. Solucidn buffer de carbonato de sodio Q.2 M, pH 9.5;



R-16.

R=17.

Carbonato de sodio:

NaZCO3 21.100 g

Agua destilada cbp 1,080 L

Bicarbonato de sodio:

NaHCO, 16.800 g

Agua destilada cbp 1.000 L

'Preparar la solucidn de trabajo, pH 9.5, mezclando

13 ml de la solucidén A y 37 ml de la solucidn B, y

aforando a 200 ml.

Solucidn de borohidruro de sodio:

NaBH, L mg

Agua destilada cbp : 1 ml

Solucidén de sulfato de amonioe saturadas

Agregar kNHqLZSOA a 500 ml de agua destilada hasta

saturar.

Solucidén de. sulfato de amonio semi~saturada;
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R'J.S!

R-20.

R=21.

Mezclar vollUmenes

gua destilada.

iguales de la

solucidén R-16 y a-

Solucidon buffer de carbonatos 0.05 M, pH 9.6, con

azida de sodio al

NaZCO3'

NaHCO
aHC 3

3
Agua destilada cbp

NaN

Solucidn salina buffer de fosfatos,

NaCl
KHZPOA
NaZHPoq : ]2H20

Agua destilada cbp
Solucidn de Iayadé,

PBS, pH 7.2 (R-19),

Conseryar a L4°c. .
Solucibn diluyente,

PBS, pH 7.2 (R-19),

0.02%:

1.590 g
2.930 g
0.200 g
1.000 L

pH 7.2%

8.000 g
0.200 g
2,890 g
1.0068 L

PBS~-Tween:

més Tween 20 (SIGMA) Q.5 ml/L,

PBS~Tween~BSA-EDTA, Q.01 M:

mds 0.5 ml de Tween 20 y 5 g de
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BSA (SIGMA) y 3.72 g de NazEDTA . 2H20 por litro.

Conservar congelado.

R-22. Sustrato de la peroxidasa:

OPD (di-hidrocloruro de o-fenilendiamina, SIGMA).

Buffer de citrato-fosfato, pH 5.0:

Acido cTtrico 0.1 M 24,300 ml
NaZHPOA 0.2 M 25,700 ml
Agua destilada cbp 100,000 ml

Inmediatamente antes de usar, disolyer 10 mg de QPD
en 25 ml del buffer y afadir 0.01 ml de H202 al 30%.
Para detener la reaccién, afadir 1/4 volumen de stoh

2.5 M (R-24).
R-2L4, Solucidn de &cido sulflrico 2.5 M

stoh 18 'M 13.890 ml

Agua destilada cbp 100.000. ml
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RESULTADOS

Las condiciones Sptimas determinadas en la estandarizacion
de la té&cnica ELISA para el diagnbéstico de Influenza tipo

A fueron las siguientes:

-Dilucidn del anticuerpo de captura (suero hiperinmune):

1:100

=Dilucidn del virus de la Influenza A/Brasil/77 (HIN1):

1:2

-Dilucidn del cenjugado anticuerpo-peroxidasa:

1:25

...35_



DI SCUS I ON Y CONLCLUS I ONES

La alta frecuencia de Influenza en el mundo, pricipalmen-
te en la época de invierno, constituye no s6lo un proble-
ma de Salud Piiblica, sino que también repercute en la e-

conomla de un bafs porque afecta a un nilmero grande de a-
dultos en edad prodﬁctiva y por el alto costo que implica

el tratamiento de las personas afectadas (7).

Farr en 1885, 50 afios antes del aislamiento del virus, re-
conocid el hecho de que durante las epidemias de Influen-
za, se presentaba un incremento en la mortalidad indepen-
dientemente de la enfermedad de base. Las estadisticas mo-

dernas todayTa muestran este fendmeno.
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En México, es la enfermedad de las vias respiratorias mas
importante en cuanto a su morbi-mortalidad. En 1981, se re-
gistraron 2,935 defunciones por Influenza y 40,323 por neu-

monfa con una tasa de 65.7 por 100,000 habitantes,

Por otra parte, los cambios antigénicos del virus dan lu-
gar a epidemias, en ocasiones tan extensas que llegan a
ser yerdaderas pandemias, debhido a qﬁe el perfodo Qé incu-
bacidn es muy corto y a la rapidez con que se multipltca

el yvirus en el epitelio res§tratortondel huésped (7).

Por lo ek@uesto anteriormente, ha surgido la necesidad de
désaryollar una técnica especifica y sensible bara el diag-
ndstico rébtdo de la lnfluenza; que a su yez sea Otil bara
detectar los cambios antigénicos del yirus con el objeto de
contribuir al control de la enfermedad y de admisnistrar

tratamiento adecuado a los pacientes afectados.

Los resultados obtenidos en la estandarizacidn de la ELISA
para el diagndstico de la Influenza tipo A, estdn sujetos
a una serie de limitaciones inherentes a las condiciones

de trabajo en el laboratorio.

El yirus nsado para la inmunizacidn de los animales de labo-
ratorio fue inoculado directamente, sin ser concentrado y
purificado por técnicas fisicoquTmicas, por lo que el tTtu-

lo de anticuerpos es bajo en relacidn al que se obtiene i-
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noculando un alto titulo de unidades hemaglutinantes vi-

rales.

En relacidn a la especificidad y sensibilidad de la técni-
ca ELISA, el factor determinante es el anticuerpo de cap-
tura, es decir, el inmunoensayo depende de la avidez y con-

centracidn del mismo (12).

Por otra parte, estos pardmetros tamhién dependen de las
ﬁpoétedadés del conjugado. Debido al peso molecular de la
éeroxtdasa (hQ,QOO{; la conjugacién puede producir un blo-
queo éarcial de los sitios activos de la molécula de anti-
cﬁerﬁo o de la molécula de énztma por impedimento estérico.
Esto conduce g un conjugado con menor actividad enzimatica
e inmunogloﬁﬁlfnica, En el caso del presente estudio, esta
desventaja se suma a la baja concentracidn delanticuerpos
obtenida bara la brebaracién del conjugado, por lo cual la
dﬁ]hctén Sptima determinada para este Gltimo fue de 1:25,
muy,ﬁaja en comﬁaracién con la reportada en la literatura

(33,32].

Qtro factor que influye en la sensibilidad de esta prueba
es la §éleccb6n de la enzima Qsada en la preparacién del
conjugado; la cual debe satisfacer los siguientes requisi-
tos:

J; Debe ser relativamente estable a 25%C y a 37°C y poder

conseryarse a 4°C al menos durante seis meses.
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2. La enzima purificada debe ser accesible.

3. La actividad de la enzima debe ser de facil medicidn por
métodos colorimétricos o fluorométricos.

4. Debe tener un alto nimero de conversidn del sustrato y el
producto de reaccidn un gran coeficiente de extincidén mo-

.

lar o fluorescencia molar.

En este estudio se selecciond la enzima peroxidasa porque
cumple, en general, con las condiciones antes mencionadas,
a pesar de que la determinacidn de su actividad involucra

varias reacciones de dxido-reduccidn y el sustrato, H,0

2°2*

es inestable. (6).

La cgrqcteristic; que distingue la ELLSA de otros inmunoen-
sayos enzimdticos es el ﬁso de un inmunoadsorbente que per-
mtte efectuar una separacidn fécil y rapida de los reactif
yos libres del complejo antfgeno-anticuerpo. Las placas de
microtitulacidn usadas en la realizacifn de este ensayo
fueron de poliestireno, material que puede ser cubierto féa-
citl y rébroduciﬁléménte por las proteinas. Sin embargo, = -
presenta algunas desventajas, de las cuales la mas impor-
tante es que la unidn del anticuerbo se lleva a cabo por
adsorcidn fisica sin la formacidn de un enlace covalente,

lo cual limita su capacidad de adsorcidn. (6).

Durante la incubacidn, el anticuerpo marcado con enzima se

une especificamente al antfgeho, pero también puede ser ad-
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corbido directamente a la fase sélida, debido a que el pro-
ceso de adsorcibn es dnespecifico, y ésto puede ;onducir a
resultados falsos positivos. Para disminuir este problema,
s¢ uso Tween 20 como detergente neutro en una concentracion
tal que evita la formacidn de nuevas interacciones hidrofo-
bicas entre las proteinas afadidas y la fase sdlida, sin

hidrolizar los enlaces ya formados (6).

Respecto a la preci$idon y reproducibilidad del ensayo, u-
ne fuente de variacidbn puede ser la adsorcidn no uniforme
del anticuerpo a la fase s6lida durante la etapa de inmo-
bilizacidn, debido al uso de material plastico heterogé-
neo. Sin embargo, en la actualidad se dispone comercial-
mente de placas de microtitulacidn para ELISA con alto

grado de homogeneidad (6).

El presente trabajo sGlo se limitd a estandarizar la téc-
nica ELISA, sin embargo, es recomendable evaluarla para
futuros trabajos a gran escala utilizando especimenes clfi-
nicos obtenidos de personas con sintomas de enfermedad

respiratoria aguds.

Por Gltimo, se puede concluir que por su facil ejecucion,
bajo costo de instrumentacidn, uso de materiales no peli-
grosos y por el efecto de amplificacidn proporcionado por

la enzima, entre otras ventajas, la técnica ELISA puede



ser aplicada en el diagndstico de numerosas enfermedades

infecciosas incluyendo la Influenza.
)
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RESUMEN

Se estandarizd un inmunoensayo enzimdtico (ELISA) para el
diagndstico de la Influenza tipo A, utilizidndose como an-
tTgenQ de prueba una cepa del virus de la Influenza:

A/Brasi1/77 (HIN1).



BLIBLIFIOGRAFILA
Conacyt, 1980, La Gripa. Inf. Cient. Tec. £1:5=9.
Department of Health, Education, and Welfare Public
Health Service. CDC, 1975. IHA. Advanced Laboratory

Techniques dor Influenza Diagnosis. USA.

Jawetz, E. et al. 1974. Reyiew of Medical Microbio-

logy. 11th ed. Lange Medical Publications, USA.

Joklik, W, K, et al. 1980. Zinsser Microbiology.

17th ed. Appleton—Century—Crofts, USA.




2,

i ;9o

k5 I

12,

Kaplan, M. and R. G. Webster. 1977. The Epidemiolo-
gy of Influenza. Sci. Amer. 237:88-106.
Maggio, Edward T. (Ed.). 1980. Enzyme-Immunoassay.

CRC Press, Inc, USA.

Pizarro E. y otros. 1977. Vigilancia Epidemioldgica
de la Influenza. Brote Epidémico Ocurrido en México,

D,F., en Febrero de 1976. Sal Pibh. Méx. XIX:681-683.

Ruigrok, R. W, et al. 1984. Characterization of
Three Highly Purified Influenza Virus Strains by

Electron Microscoby. J. Gen. Virol. 65:799-802.

Schmidt, N, J, 1984, Rapid Viral Diagnosis. Viro-

logy 14:217.

Verger 6, y V. Ausina. 1978. La Gripe. Una Epidemia

Moderna, Ed. La Gaya Ciencia, Barcelona, Espaifa.

Voller, A., D. Bidwell and A. Bartlett. 1980. Enzy-
me-linked Immunosorbent Assay. In: Manual of Clini-
cal Immunotogy. Rose N. R. and H. Friedman (Eds.).

Amepican Sociéty for Microbiology, Washington, D.C.

Yolken, R. H. 1982. Enzyme Immunoassays for Detec-

tion of Infectious Antigens in Body Fluids: Cu}rent

« k¥



Limitations and Future Prospects. Rev. Infect. Dis.

4:35-59,

900450



