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RESUMEN 

En Mexico. es necesario el uso de tecnicas de diagn6stico que sean confiables. certeras y de bajo costo. Dentro 
de las tendencias del proceso de adaptaci6n tecnol6gica. se pretende evitar la dependencia de reactivos de 
importaci6n. por 10 que es imprescindible la busqueda de sustancias alternativas y de 6ptimo funcionamiento. 
Los metodos inmunoenzimaticos son ampliamente usados en los laboratorios por ser altamente sensibles y 
especificos. sin embargo. por ello mismo es necesario cuidar cada parametro involucrado en su procedimiento 
como la sustancia amortiguadora (buffer) utilizado, pH. temperatura y per/odos de incubaci6n, sustrato 
empleado. etc. Sa ha estado tratando de estandarizar la tecnica de DOT·ELlSA para detectar anticuerpos 
antirrabicos en perros y uno de los pasos mas importantes para la eliminaci6n de resultados falso-positivos es 
el bloqueo de los elementos inespecificos que puedan interferir con la prueba. Se encontr6 que la Leche de 
Soya es un el(celente bloqueador que actua de igual manera que la albumina serica bovina. Por primera vez. 
se reporta su uso en un metodo enzima·inmunoensayo. siendo esta de bajo cosio y facil acceso a todos los 
paises en vias de desarrollo tecnol6gico. 

Una de las preocupaciones dentro del cam­
po de la investigacion en Mexico es el ma­
nejo de tecnicas de diagnostico de enferme­
dades que presentan los ani males las 
cuales sean certeras. sensibles. rapidas y de 
bajo costo. Para lIegar a este objetivo, es 
necesaria la estandarizacion de las tecnicas 
ya establecidas en los parses desarrollados 
las cuales puedan ser aplicables en nuestro 
pars. asfmismo, accesibles a aquellos que 
necesitan saber el diagnostico preciso de 
algun tipo de infeccion que afecte a una 
determinada especie animal. Una de las ten­
dencias dentro de este proceso de adapta­
cion tecnologica es el evitar, hasta donde 
sea posible. la dependencia de reactivos de 
importacion; por elio, se tienen que hacer 
pruebas bioqurmicas para dar alterntivas 
de uso de sustancias que sean utiles den­
tro de los diferentes metodos diagnosti­
cos. 

Las tecnicas inmuno-enzimaticas nos 
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permiten diferenciar e identificar a los agen­
tes patogenos 17 directamente de las mues­
tras que se tomen. Son metodos considera­
dos como de alta sensibUidad dentro de los 
cuales existe un buen numero de variantes7 

dado que identifican determinantes antige­
nicos propios del agente infeccioso dentro 
de la especie animal que se requiera. Por 
esto mismo, a fin de que el sistema inmuno­
ensayo empleado tenga exito. es necesario 
cuidar cada uno de los pasos que se sigan 
pues las variantes que se manejan como 
pH, temperatura, tiempos de incubacion, 
etc. puden variar el resultado final. Aunado 
aesto, la muestra empleada debe estar libre 
de contaminantes, ya que la alta especifici­
dad de la prueba 10 exige para evitar interfe­
rencias con otros materiales que pudieran 
estar presentes en los liquidos organicos del 
animal enfermo. 

Las pruebas conocidas como "ELISA". 
rapidamente se han convertido en uno de 
los procedimientos de laboratorios clinicos 
y bioqufmicos mas utilizados para la identi­
ficacion de anticuerpos, antfgenos 0 hapte­
nos 3,4,10,15. La tecnica de "DOT-ELISA". es 
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una variante que nos permite hacer esta 
identificaci6n sin la necesidad de que se 
tenga un aparato lector de placas de "ELI­
SA" observando los resultados a simole vis­
ta y en forma colorimetrica 1,9,10,12,16. EI 
principio de la prueba es el mismo que en 
otros inmunoensayos y la modificaci6n con­
siste en colocar el antfgeno sobre un disco 
de nitrocelulosa en forma de punto 8, se 
agregan las diluciones de los sueros proble­
ma, posteriormente se Ie afiade el conjuga­
do y si la muestra presenta anticuerpos con­
tra ese antrgeno. reacciona. Lo que no se 
uni6, se elimina lavando y la enzima unida, 
se cuantifica al agregar el sustrato 2,7,16,23. 

Se ha tratado de estandarizar la prueba 
de DOT-ELISA para el diagn6stico de Rabia, 
sin embargo, este proceso implica una in­
tensa experimentaci6n y el cuidado de cada 
uno de los pasos inclufdos 19. Dentro de 
este camino, se ha encontrado que las sus­
tancias amortiguadoras (buffers) fosfatadas 
se deterioran rapidamente, 10 que conduce 
a cambios i6nicos y de pH significativos que 
pueden afectar la capacidad de. uni6n de los 
reactivos cuando se usan membranas alta­
mente sensibles al RH como es el caso de 
la de nitrocelulosa 1. Dado que los buffers 
Tris son mas estables, se procedi6 a trabajar 
con ung soluci6n salina de trietanolamina 
(TBS) 1 . Para que se saturen los sitios libres 
de la membrana en donde no se encuentra 
pegado el antigeno, se agrega un bloquea­
dor con el fin de evitar la inespecificidad de 
la prueba y por ende la alteraci6n de los 
resultados finales 11,21. Esto condujo hacia 
la busqueda de sustancias ideales para te­
ner un diagn6stico adecuado con esta me­
todologla. 

EI paso de la inmovilizaciOn del antigeno 
ala fase s61ida es de primordial importancia: 
si la concentraci6n de macromoh3culas es 
muy grande, los inmuno-reactivos poco uni­
dos se eliminan en las subsecuentes incu­
baciones y compiten con los fuertemente 
unidos Bor los reactivos que se van adicio­
nando 8. EI equilibrio entre el area de su­
perticie con respecto al volumen dentro de 
la matriz microporosa de la membrana, ase­
gura distancias de corta difusi6n y. por 10 

tanto, la rapida uni6n de los reactivos de 
fase Ifquida a fase s6lida 7,22. 

Las sustancias bloqueadoras utilizadas 
son de gran importancia pues su funci6n es 
la de saturar los sitios libres sobre la fase 
s6lida para evitar la adsorci6n inespecffica 
de los inmuno-reactantes y promover la re­
naturalizaci6n de los sitios antigenicos 11. 

Estos elementos bloqueadores que se agre­
gan en el proceso, van disueltos en una 
soluci6n amortiguadora (buffer) a determi­
nado pH. Una soluci6n "buffer" es aquella 
que resiste un cambio en la concentraci6n 
del i6n H al agregar un acido 0 un alcalino. 
Esta resistencia se conoce como "acci6n 
del buffer" y su magnitud se mide por la 
lIamada "capacidad del buffer" 22. Los crite­
rios sobre los buffers adecuados para su 
uso en la inv~~tigaci6n, se pueden resumir 
a 10 siguiente ; 1) deben tener la capacidad 
adecuada con el pH requerido; 2) deben 
tener un alto grado de pureza; 3) deben ser 
muy solubles en agua e impermeables a 
membranas biol6gicas; 4) ser enzimatica e 
hidrolfticamente estables; 5) su pH debe 
ser minimamente influenciado por su com­
posici6n i6nica, temperatura 0 efecto de 
sal en el medio; 6) no ser t6xico ni actuar 
como inhibidor enzimatico; y 7) no deben 
absorber la luz en regiones visibles 0 ultra­
viol eta. 

EI principio de esta parte experimental 
consisti6 en cortar discos de papel de nitro­
celulosa (poro 0.22Ilm, Millipore Inc., Bed­
ford, USA) con un diametro de 5 mm. Usan­
do placas de microtitulaci6n de fondo plano 
(96 pozos, NUNC Inc. Denmark), se coloc6 
un disco por pozo para posteriormente fijar 
en cada uno la cantidad de 1 a 3 pI. del 
antigeno rabico V-319 Acatlan (polivalente) 

6con un titulo de 105. . Se dej6 secar durante 
20 min. a una temperatura de 40 C, para 
comenzar el bloqueo de los sitios libres de 
la membrana y evitar asf la penetraci6n de 
elementos no deseados al adicionar los sue­
ros problema y sustancias utilizadas en el 
proceso de la prueba. Se congelaron a -20 
C hasta su uso las placas que no eran utili­
zadas en esos momentos, ya que en estas 
condiciones pueden permanecer almace­
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nadas por varios meses sin que el antfgeno 
fijado pierda su actividad 8. 

Se prepara como bufferTBS (Trietanola­
mine-buffered saline, SIGMA Chem., St. 
Louis, USA) 17 pH 8.2, con el cual se lIevaron 
a cabo todas las diluciones de la prueba. 

Los bloqueadores mas utilizados en las 
pruebas de ELISA y DOR-ELISA son: albU­
mina serica bovina 10,14,16, suero de caba­
1102°, leche descremada (skim mil~ 1 y en 
menor escala gelatinas y otros 2 ,23. En 
Mexico, es muy facil encontrar leche de 
soya, la cual tiene un contenido proteico 
similar a otra tProtefnas que derivan de un 
orfgen animal . Por este motivo se procedia 
a correr la prueba de Lowry 13 para la leche 
de soya y compararla con la albumina serica 
bovina. Las diluciones se hicieron utilizando 
solucian salina pH 7.6. Los resultados se 
leyeron con la ayuda de un espectrofotame­
tro (Bausch and Lomb, USA) a una densidad 
de 700 nm., obteniendo asf las curvas c:)m­
parativas de mg/ml de ambas fuentes de 
protefnas (Grafica 1) Y observando un com­
portamiento similar, por 10 que se procedia 
a su uso para la prueba de DOT-ELISA. Los 
resultados se compararon usando albumina 
serica bovina (GIBCO Co., N.Y., USA). 

De acuerdo a los resultados obtenidos, 
se procedia a trabajar con la dilucian de 30 
mg/ml de la leche de soya comerciaJ dilurda. 
Se descongelaron nueve placas con el anti­
geno fijo a un mismo titulo (105.6) Y se deja 
que alcanzaran la temperatura ambiente (22 
C). se diluyeron los 30 mg/ml de la leche de 
soya en el buffer de TBS pH 8.2 con 0.1 % de 
Tween 20 (SIGMA CHEM., St. Louis, USA) 
detergente no-ianico que ayuda a facilitar el 
bloqueo 20. En otro matraz, se diluyeron 30 
mg/ml de albumina serica bovina (ASB) en 
TBS pH 8.2 Y 0.1% de Tween 20. La mitad 
de cada placa se trabaja utilizando leche de 
soya diluida y la otra mitad se trabaja con 
albumina serica bovina (Cuadro 1). Se aria­
dieron 100 ,ul/pozo de cada dilucian (colum­
nas 1-6 Leche de soya diluida y columnas 
7-12 albUmina serica bovina) con el fin de 
proceder al bloqueo. Se incubaron las pla­
cas a 40 C variando el tiempo de incubaci6n 
para cada una de las nueve placas slendo 

este de 5, 10, 15,20,25,30, 35, 40 Y 45 min. 
respectivamente. 

Se prosiguieron los demas pasos del 
procedimiento de la tecnica de DOT-ELISA 
siendo identicos para las nueve placas. So­
lamente vario con respecto al uso de la 
leche de soya 0 la albumina serica bovina 
con el fin de comparar su efectividad al 
finalizar el experimento. 

Transcurrido el perfodo de incubacian 
del bloqueo, se vaciaron los pozos para 
proceder a ariadir 100 ,ul/pozo de los sueros 
problema en diluciones quintuples (1 :5, 
1 :25, 1:125 y 1 :625) y por duplicado (Cuadro 
1). Las diluciones de los SUAroS se hicieron 
usando una dilucian de 2% de leche de soya 
en TBS con 0.1% de Tween 20 en la mitad 
de la placa y 2% de ASB en TBS con 0.1 % 
de Tween 20. Se incluya un pozo para con­
trol del buffer y las diluciones correspon­
dientes a los sueros de control positivo y 
negativo (Cuadro 1). La incubacian fue de 
30 min. a 40 C. 

Una vez transcurrido este periodo, se 
lavaron los pozos dos veces con 2% de 
leche de soya en TBS pH 8.2 Y 0.1 % de 
Tween 20 la mitad de la placa correspon­
diente y la otra con 2% de ASB en TBS pH 
8.2 Y 0.1 % de Tween 20. Despues de lavar, 
se procedia a diluir el conjugado IgG conejo 
anti-perro acoplado con peroxidasa (SIG­
MA CHEM. St. Louis, USA) 1 :500. Se diluya 
con la misma solucian de lavado (parte con 
leche de soya y parte con ASB). Se ariadie­
ron 50,ul/pozo y se incubaron las pia cas por 
30 min. a 40 C. 

Transcurrido el perfodo de incubacian, 
se lavaron las placas dos veces de la misma 
manera como se hizo la vez anterior para 
posteriormente agregar el sustrato. Se usa 
en este caso 3,3' Diaminobenzidina (SIGMA 
CHEM. St. Louis, USA) dilurda en TBS uni­
camente agregandole 10 Jtl de H202. Se 
ariadieron 100 ,ul/pozo dejando incubar las 
placas por 30 min a temperatura ambiente. 
Finalmente, se lavaron los pozos dos veces 
con agua destilada para detener la reaccian 
y se procedia a leer los resultados de cada 
placa a simple vista. 

EI punto del disco en que se coloca el 

p 
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DETERMINACION DE PROTEINA 

POR EL METODO DE LOWRY 

o 5 10 15 20 25 30 35 40 

mg/ml 

tilllilli ALBUMINA SERICA BOV. D LECHE DE SOYA 

0.8 

0.4 

0.2 

OLJ__-L~LL~~~~LL~~~~~~~~~~ 

CUADRO 1. 	 TITULOS DE ANTICUERPOS ANTINIRUS DE RASIA EN SUEROS DE PERRO, DETERMINADOS 
POR MEDIO DE LA PRUEBA DE DOT·ELlSA UTILIZANDO COMO BLOQUEADORES LECHE DE 
SOYA (LS) Y ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB) a). 

SUEROS b) BLOQUEADOR 

CONTROL LS 

CONTROL 	 LS 
POSITIVO 	 ASB 

LS 

ASB 


2 LS 
ASB 

3 LS 

4 	 LS 

5 	 LS 

Minimo Maximo 

1:5 
1:5 

1:5 
1:5 

1:5 
1:5 

1:5 

> 1:625 
>1:625 

1 :625 
1:625 

1:125 
1: 125 

> 1:625 

1:5 1:625 

1:5 1:25 
1 

a) Los discos de nitrocelulosa fueron sensibilizados de 1·3,11 de antigeno rabico cepa V·319 Acatlan con un 
6titulo de 105. . Se us61a 3,3' Diaminobenzidina. 


b) Sueros de perro positivos a anticuerpos contra virus de rabia determinados previamente por la prueba de 

Seroneutralizaci6n en rat6n. 

c) Los sueros se corrieron por duplicado. 
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antfgeno rablco. mostro una coloracion cafe 
la cual iba disminuyendo de intensidad pro­
porcionalmente con respecto a la dilucion 
en el caso de los sueras de perras vacuna­
dos y con presencia de anticuerpos contra 
el virus de la rabia. En el caso de sueros 
negativos (sinanticuerpos presentes), nose 
observo coloracion alguna. 

EI procedimiento de bloqueo de cada 
una de las nueve placas utilizadas, vario con 
respecto al tiempo de incubacion pero man­
teniendo constantes las demas variables 
como pH, temperatura, constante antigeni­
ca y sustancia bloquedora (para cada mitad 
de la placa). EI objetivo de esta parte de la 
prueba, fue la de eliminar la tincion inespe­
cffica alrededor del punto donde se localiza 
el antfgeno en la membrana de nitrocelulo­
sa. 

las placas que se dejaron incubando 
menos de 30 min., mostraron este efecto 
inespecrfico, indicando as! que no hubo su­
ficiente tiempo para un bloqueo de los pun­
tos libres de la membrana en que no habra 
antfgeno pegado, permitiendo asf el acceso 
a otras mohkulas de los ractivos utilizados 
que se alinean para reaccionar enmasca­
rando la union antfgeno-anticuerpo alteran­
do el resultado. En el caso de las placas que 
se incubaron de 30 min. en adelante para 
este paso en particular, se vic con claridad 
la eliminacion de reacciones inespec!ficas. 
En el caso del bloqueo con albumina serica 
bovina, la tincion inespecrtica alrededor del 
antfgeno en la membrana, no se elimino por 
completo en ninguna placa; disminuyo con­
siderablemente en las placas incubadas por 
40 y 45 min. Con esto, se puede decir que 
el uso de la leche de soya como bloqueador 
fue mas efectivo. Con solo 30 min. de incu­
bacion, se pueden bloquear los puntos Ii­
bres del disco alrededor del antrgeno rabico 
para evitar los resultados falso-positivos y 
falso-negativos. Este punto es de vital im­
portancia para que una prueba tenga vali­
dez, siendo 10 mas precisa y confiable hasta 
donde sea posible. 

Los.metodos inmunoenzimaticos se ca­
racterizan Dor su alta especificidad y sensi­
bilidad 1,3,5,14,15,20, pera existen varios fac­

tores responsables de que se den reaciones 
poco sensibles 0 inespecrficas. la prepara­
cion del antfgeno a partir de animales 0 
cultivo celular a menudo contiene determi­
nantes antigenicos originados del hospede­
ro y que persisten a pesar de la purificaci6n 
del mismo, esto puede dar como resultago 
final reacciones de tipo falso-positivas 3. 
Este problema se presetna en nuestra prue­
ba de DOT-ELISA, por 10 que se obtendra 
otra fuente antigenica preparada a base de 
Ingenler!a Genetica con el fin de asegurar la 
confiabilidad de la prueba. 

Es sabido que 109> anticuerpos de un 
antisuero policlonal, tienen diferentes afini­
dades para cada determinante antigenico 10 
y su importancia en estos inmunoensayos 
es obvia porque el virus se mide solo des­
pues de su asociacion con el anticuerpo y 
la afinidad determinara la fracci6n de uni6n 
antigenica, asr como de concentraciones de 
antfgeno y anticu~rpo de acuerdo a la ley de 
acci6n de rnasas 0. Se puede demostrar que 
los anticuerpos de baja afinidad, se uniran 
pobremente al virus y que los multiples pasos 
de lavado pueden dar como resultado la falta 
de union antigenica. Quiz8s este es un punto 
importante par eI eual no tenemos un 100% de 
confiablidad en nuestro DOT-ELISA. 

EI bloqueo de elementos inespeeifieos, 
ayuda a tener resultados certeros pues la 
odsoreion inespecffica de protefnas puede 
eausar una baja en la aetividad enzimatiea; 
esto puede deberse a enzimas eontaminan­
tes, inmunoglobulinas 0 eonjugado 11. la 
sensibilidad de la prueba deerecerfa consid­
erablemente. Por estas razones, es de pri­
mordial importaneia el haber comprobado 
experimental mente la utilidad de la leche de 
soya como bloqueador de sustanqias que 
pueden alterar los resultados finales de una 
prueba tan sensible como es DOT-ELLISA. 
Su eomparacion eon respeeto a la albumina 
serica bovina nos comprueba una similitud 
bioqufmiea 6. Su faeilidad de obtenei6n y 
bajo costo signifiea la posibilidad de tener 
un bloqueador aeeesible a pa(ses como el 
nuestro en vfas de desarrollo teenologieo y 
as! poder estandarizar teenieas de diagnos­
tico eon recursos propios del pars. 
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SUMMARY 

In Mexico, it is necessary the use of reliable, accurate 
and inexpensive diagnostic techniques. Within the 
tendencies through the technological adaptation pro­
cess, it is pretended to avoid imported reagent de­
pendency, this is why its indispensable to pursuit for 
alternative substances and of optimum performance. 
The enzyme immunoassays are widely used at the 
laboratories because of their high sensibility and spe­
cificity; nevertheless, for this same reason, it is neces­
sary to care for each parameter involved during it's 
procedure as buffer to use, pH, temperature and 
incubation period, substrate employed, etc. It has 
been tried to standarize the DOT-ELISA assay to de­
tect anti-rabies antibodies in dogs and one of the most 
important steps to eliminate false-positive results is 
blocking the nonspecific elements that can interfere 
with the test. It was found that the soybean milk is an 
excellent blocking agent that behaves the same as 
bovine seric albumin. For the first time, was report its 
use at an enzyme immunoassay method, being of a 
low price and of easy approach to all those countries 
in way to the technological development. 
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