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RESUMEN

En base a reportes que sefialan una baja sensibilidad de la prue-
ba de seroneutralizacion (SN), con 1 hora de incubacion, para Ri-
notraqueitis Infecciosa Bovina (RIB), se realiz6 un ensayo para
comparar el desemperio de la SN, para la deteccion de anticuer-
pos contra dicho virus, con dos periodos de incubacion virus/sue-
ro (1 y 24 horas), usando como referencia un kit de ELISA. La
concordancia de ambas pruebas de SN (1 y 24 horas) con el
ELISA fue de 82% (kappa=0,77) y 98,5% (kappa=0,98), respecti-
vamente. La sensibilidad y especificidad fueron de 66,7 y 100%,
respectivamente, en 1 hora, en comparaciéon con 100 y 96,6% en
24 horas. La seropositividad de 65 sueros bovinos probados por
SN, en ambos periodos, se compar6 entre si, para lo cual los ti-
tulos seroneutralizantes se agruparon en 6 clases. El porcentaje
de seropositivos fue menor con 1 hora que con 24 horas, 37 y
57%, respectivamente (0,05 > P > 0,02). El 96% de los sueros
procesados con 1 hora quedaron agrupados en las clases 1y 2,
mientras que con 24 horas de incubacion el 57% de ellos se ubi-
caron en la clase 6, correspondiendo ésta a la de mayores nive-
les de anticuerpos. Estos resultados indican que la prueba de
SN, para la deteccion de anticuerpos contra RIB, es mas confia-
ble cuando se utiliza un periodo de incubacion de 24 horas.

Palabras clave: Rinotraqueitis infecciosa bovina, anticuerpos,
seroneutralizacion, tiempo de incubacion.

ABSTRACT

Low sensitivity of the standard 1 hour incubation serum
neutralization (SN) test for antibodies in infectious bovine
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rhinotracheitis (IBR) has been reported. Thus, an experiment
was carried out to compare two virus / serum incubation
periods SN tests (1 and 24 hours) by using an ELISA kit as a
reference test. Agreement between 1 hour SN test and ELISA
was 82% (kappa=0.77), while it was 98.5% (kappa=0.98%)
when using 24 hour incubation periods. The sensitivity and
specificity in one hour were 66.7 and 100%, respectively, while
they were 100 and 96% in 24 hours. Seropositivity of 65 bovine
sera tested by SN in both periods were compared to each
other. Thus, the antibody titres were grouped into six classes.
Percentage of seropositive sera in 1 hour SN test was smaller
than it was in 24 hours, 37 and 57%, respectively (0.05 > P >
0.02). Regarding one hour SN titres of antibodies to IBR 96%
of positive sera fell into classes 1 and 2, while 57% fell into
class 6 when wusing 24 hours incubation. The latter
corresponding to the highest level of antibodies. These results
indicate that the 24 hours incubation SN test is more accurate
than 1 hour incubation SN test for antibodies to IBR.

Key words: Infections bovine rhinotracheitis, antibodies,

seroneutralization, incubation time.

INTRODUCCION

El diagndstico seroldgico constituye una herramienta
fundamental en la ejecucion de programas de prevencion, con-
trol y/o erradicacion, para la identificacién de animales que han
tenido contacto con el virus de la Rinotragueitis Infecciosa Bo-
vina (RIB). Para ello es necesario contar con pruebas de alta
sensibilidad y especificidad, particularmente debido a la gran
homologia entre el genoma del herpesvirus bovino tipo 1 con
el de otros herpesvirus del bovino y de animales domésticos y
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silvestres [1], en razon a que la homologia de los genomas
esta relacionada con sus variaciones antigénicas.

La deteccion de anticuerpos contra la RIB se realiza, en
la mayoria de los laboratorios, mediante las pruebas de sero-
neutralizacion (SN) y ELISA. En la actualidad, a pesar de los
avances de la biotecnologia, la SN para la RIB y otros virus si-
gue siendo la prueba de referencia internacional [13] y de
comparacién cuando se desea conocer la sensibilidad y espe-
cificidad de otras pruebas seroldgicas, tal como lo evidencia el
trabajo realizado por Bizanov [3]. Esta prueba fue estandariza-
da con tiempo de incubacion virus/suero de 1 hora, patrén que
es seguido en varios laboratorios de diagndstico. Sin embargo,
existen reportes que sefialan que ese tiempo es insuficiente,
ocasionando deteccion de falsos negativos, indicativo de una
baja sensibilidad [2, 6]. Este hecho ha llevado a evaluar la
prueba de SN con mayores periodos de incubacién, tomando
en consideracién que uno de los factores que influyen sobre la
deteccion de anticuerpos contra el herpesvirus bovino -1, res-
ponsable de la RIB, es el tiempo de incubacién virus/suero,
antes de la adicion de las células [8].

En consecuencia, el objetivo del ensayo fue evaluar el
desempefio de la prueba de SN con 1 hora y 24 horas de incu-
bacion virus/suero, utilizando como prueba de referencia un kit
de ELISA comercial, validado en Venezuela y con una sensibi-
lidad y especificidad mayor del 95%.

MATERIALES Y METODOS

Para la ejecucion del presente trabajo se seleccionaron
al azar 65 muestras de sueros bovinos del banco de sueros
del laboratorio de Virologia del Instituto de Investigaciones Ve-
terinarias - CENIAP - INIA. Los sueros fueron inactivados y
procesados, por duplicado, mediante la prueba de SN, utilizan-
do dos periodos de incubacion virus/suero (1 y 24 horas), si-
guiendo la metodologia descrita por Rockborn y col. [10]. En
resumen, se mezclaron 0,05 ml de diluciones de los sueros,
desde 1:2 hasta 1:128, con 0,05 ml de antigeno viral de RIB
(100 DICC-50%) en placas de microtécnica Falcon 3040, las
cuales se incubaron a 37°C por 1 6 24 horas, segun la prueba.
Posteriormente, se adicionaron 0,05 ml de suspension de célu-

las MDBK por pozo (500.000 cel./ml), se sellaron las placas y
se incubaron a 37°C. Simultineamente, se corrieron sueros
controles positivos y negativos y se incorporaron en las prue-
bas los controles de suero, células y antigeno, ademas de rea-
lizar una titulacién simultanea para corroborar las dosis de an-
tigeno utilizadas en las mismas. La lectura se realiz6 después
de 72 horas de incubacion, mediante la visualizacién de efecto
citopatico en microscopio de luz invertido.

La determinacion de los titulos serolégicos se realizdé me-
diante el método de Sperman Kérber descrito por Finney [7].

Los resultados de las pruebas de SN, con 1y 24 horas
de incubacion, se compararon con los obtenidos en la prueba
de ELISA, utilizando el kit comercial “SVANOVIR ®” de SVA-
NOVA biotech y siguiendo las especificaciones del fabricante,
la cual se considerd como patron de referencia por su alta sen-
sibilidad y especificidad.

Para la comparacion se determind el grado de concor-
dancia entre los resultados obtenidos por SN, en cada tiempo
de incubacion, con los de la prueba de ELISA, utilizando para
el andlisis la prueba de Kappa.

Adicionalmente, los resultados de la prueba de SN, con
1y 24 horas de incubacién, se compararon entre si. Para ello,
los sueros positivos en ambos periodos, y de acuerdo al titulo
serolégico, se agruparon en seis clases, de la siguiente mane-
ra: clase 1 (1:2 a 1:23), clase 2 (1:24 a 1:45), clase 3 (1:46 a
1:67), clase 4 (1:68 a 1:89), clase 5 (1:90 a 1:111) y clase 6
(1:112 a 1: 133). Estos resultados se analizaron mediante la
prueba de Chi cuadrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacién entre la prueba de SN con 1 hora de in-
cubacion virus/suero y la prueba de referencia (ELISA) se
muestra en la TABLA I. En la misma se observa que la prueba
de SN tuvo un 82% de concordancia con la prueba de ELISA'y
el valor de kappa fue de 0,77, indicativo de una concordancia
aceptable. La sensibilidad relativa fue de 66,7%, muy por de-
bajo de los requerimientos para una prueba de confiabilidad,
ya que su utilizacion se traduciria en un alto porcentaje de fal-

TABLA |
CONCORDANCIA ENTRE LA DETECCION DE ANTICUERPOS POR SERONEUTRALIZACION
CON 1 HORA DE INCUBACION Y ELISA

Seroneutralizacion ELISA Total % Concordancia
Positivos Negativos
Positivos 24 0 24
Negativos 12 29 42 82 %
Total 36 29 65
Sensibilidad relativa: 66,7. Kappa 0,77

Especificidad relativa: 100%
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S0s negativos, independientemente de que haya resultado con
una especificidad del 100%.

En la TABLA Il se muestran los resultados comparativos
de la prueba de SN con 24 horas de incubacion y de la prueba
de ELISA. En ella se observa que, con este periodo de incuba-
cion, la SN tuvo un 98,5% de concordancia con la ELISA y un
nivel de kappa de 0,98, muy cercano al maximo nivel de con-
cordancia. La sensibilidad relativa fue del 100%, indicativa de
gue esta prueba detecta con mucha precision la presencia de
anticuerpos contra este virus. De manera similar, la especifici-
dad fue de 96,6%, lo que muestra la bondad de la prueba al
identificar eficientemente los sueros libres de anticuerpos.

En la prueba de SN, utlizando 1 hora de incubacién
(FIG. 1), se detectaron anticuerpos contra el virus de la RIB en
24 de las 65 (36,9 %) muestras de sueros, mientras que cuan-
do el periodo de incubacion fue de 24 horas se detectaron an-
ticuerpos en 37 de los 65 (56,9%).

El andlisis comparativo de estos resultados, mediante la
prueba de Chi cuadrado (XZC =52> X2 t=3,8;005>P >
0,02), indic6 una diferencia significativa en la deteccion de se-
ropositividad cuando el periodo de incubacion fue de 1 hora,
en comparacion con el de 24 horas (37% vs 57%, respectiva-
mente). Estos resultados eran de esperarse por ser conocido
desde hace mucho tiempo, que la neutralizacion es la inactiva-
cion de la infectividad del virus por anticuerpos y que dicha
neutralizacion guarda una correlacion con la duracién del tiem-
po de incubacion virus-anticuerpo [5]. Ademas, esta sefialado
que la neutralizacion resulta de cambios conformacionales en
el virion que impiden la liberacion del genoma viral dentro de la
célula, como resultado de la fijacion de anticuerpos a antige-
nos de superficie, y que estos cambios dependen de una serie
de factores entre los cuales se sefialan la afinidad de las inmu-
noglobulinas y el tiempo de la reaccion [14].

Perrin y col. [8] sefialan que entre los multiples factores
que influyen en la neutralizacién, el periodo de incubacién es
el que tiene mayor efecto sobre la deteccion y cuantificacion
de los anticuerpos.

Trabajos similares realizados por Cho y Bohac [4], obtu-
vieron mayor sensibilidad con 24 horas de incubacién en pre-
sencia de complemento, que con 1 hora de incubacion, sin

complemento. Deregt y col. [6] reportan que el namero de
muestras que resultan negativas no difieren significativamente
cuando se procesan con o sin complemento, lo que pareciera
indicar que la presencia de complemento no fuese un factor
muy determinante para la reaccién de neutralizacion del her-
pesvirus bovino tipo 1. Este hecho pudiera explicarse en razon
de que las inmunoglobulinas IgM, sélo presentes en infeccio-
nes tempranas, son dependientes del complemento para la
neutralizacion [9, 11], mientras que las 1gG, que usualmente
constituyen el 85% de las inmunoglobulinas en el suero del bo-
vino [12], no son dependientes del complemento para la neu-
tralizacion.

Al hacer un andlisis de los titulos de anticuerpos contra
el virus de la RIB, detectados en los sueros positivos con 1y
24 horas de incubacion, se observé que con 1 hora de incuba-
cion el 96% de los sueros quedaron ubicados en las clases 1y
2, correspondientes a las clases con bajos titulos de anticuer-
pos. Contrariamente, con la prueba de SN de 24 horas de in-
cubacion, el 57% de los sueros quedaron ubicados en la clase
6, correspondiente al intervalo con mayores niveles de anti-
cuerpos (FIG. 2).

Estos resultados fueron similares a los sefalados por
Perrin y col. [8] quienes sefialan titulos de anticuerpos hasta
16 diluciones dobles por encima de los obtenidos con periodos
de incubacion de 1 hora.
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FIGURA 1. RESULTADOS DE LA SERONEUTRALIZACION
EN MUESTRAS DE SUEROS BOVINOS, CON 1 Y 24 HO-
RAS DE INCUBACION.

TABLA Il
CONCORDANCIA ENTRE LA DETECCION DE ANTICUERPOS POR SERONEUTRALIZACION
CON 24 HORAS DE INCUBACION Y ELISA

Seroneutralizacion ELISA Total % Concordancia
Positivos Negativos
Positivos 36 1 37
Negativos 0 28 28 98,5%
Total 36 29 65
Sensibilidad relativa: 100% Kappa 0,98

Especificidad relativa: 96,6%
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FIGURA 2. TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA EL VI-
RUS DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA, DE-

TECTADOS EN LOS SUEROS POSITIVOS CON 1 Y 24 HO-
RAS DE INCUBACION.

CONCLUSION

La prueba de SN para la deteccion de anticuerpos con-
tra el herpesvirus bovino - 1 debe tener un periodo de incuba-
cion virus/suero de 24 horas, para la obtencion de resultados
confiables.
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