https://doi.org/10.22319/rmcp.v13i4.5976

Nota de investigacion

Produccion de antigenos y estandarizacion de un ELISA casero indirecto
para la deteccidn de anticuerpos contra Anaplasma marginale ‘

Elizabeth Salinas Estrella ®*

Maria Guadalupe Ortega Hernandez ®
Erika Flores Pérez

Natividad Montenegro Cristino
Jesus Francisco Preciado de la Torre #
Mayra Elizeth Cobaxin Cardenas 2

Sergio D. Rodriguez 2

& Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI),
Carretera Cuernavaca-Cuautla no. 8534, Col. Progreso, 62574, Jiutepec, Morelos, México.

b Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA),
Jiutepec, Morelos, México.

*Autor de correspondencia: mvz.elisalinest@gmail.com, salinas.elizabeth@inifap.gob.mx

Resumen:

Las pruebas seroldgicas son importantes para la deteccion de anticuerpos especificos contra
agentes infecciosos. Los ELISA indirectos comerciales son costosos y, por lo general, son
tan efectivos como los ELISA caseros. En el presente trabajo fue preparado un lote de
antigeno crudo de Anaplasma marginale a partir de sangre infectada, y se probd contra
controles oficiales de suero positivos y negativos y comparado con un lote viejo de antigeno.
El nuevo lote de antigenos mostré una eficiencia similar a la del lote viejo. La sensibilidad
de la prueba entre los lotes nuevo y viejo fue comparable. Tanto el lote de antigeno nuevo
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como el viejo se estan utilizando en exceso. El nuevo lote de antigeno es lo suficientemente
grande como para ejecutar miles de pruebas a un precio mas asequible que el de los Kits
comerciales.
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La anaplasmosis, causada por la bacteria Gram-negativa Anaplasma marginale
(Rickettsiales; Anaplasmataceae), es una enfermedad infecciosa que afecta al ganado y a los
rumiantes silvestres®. La enfermedad tiene una alta prevalencia en zonas tropicales,
subtropicales e incluso templadas y causa ictericia, anemia, pérdidas de produccion de carne
y leche, ineficiencia reproductiva, mortalidad y costos terapéuticos relacionados, asi como
restricciones comerciales para el traslado de reactores positivos®. La infeccion por A.
marginale induce la produccién de anticuerpos que pueden ser detectados por pruebas de
laboratorio®#+9),

Se han desarrollado muchas pruebas seroldgicas para la deteccidén de anticuerpos anti-A.
marginale especificos, incluyendo la prueba de aglutinacion en tarjeta®, la prueba de fijacion
del complemento®”, la prueba indirecta del anticuerpo fluorescente®® y el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés)*>19). Las pruebas
serologicas no distinguen entre animales infectados y no infectados, pero la presencia de
anticuerpos especificos se puede utilizar para la eliminacion de reactores positivos al comprar
o introducir ganado dentro de un rebafio o area libre de anaplasmosis. La eficiencia de la
prueba es de considerable relevancia, y los datos serolégicos también pueden ser valiosos en
la evaluacion de la efectividad de las vacunas®!).

El Manual Terrestre, Capitulo 3.4.1 de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)®?
recomienda kits comerciales de ELISA para la deteccion de anticuerpos de A. marginale.
Estos incluyen un ELISA competitivo (ELISAc) basado en una proteina MSP5
recombinante®*314 y un kit de ELISA indirecto convencional (ELISAI) también basado en
MSP5r(19), El Manual Terrestre también recomienda el uso de ELISAI casero y proporciona
un protocolo para la preparacion del antigeno y el ensayo®?),

Se han desarrollado ELISA caseros para el diagnostico serologico de muchos

patogenos629, En el INIFAP se desarrollé un kit de ELISAI casero para la deteccion de
anticuerpos contra A. marginale en suero bovino. El ensayo se basa en el uso de cuerpos
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iniciales extraidos de eritrocitos infectados. Aunque la produccion de este antigeno requiere
una inversion inicial sustancial, la cantidad, calidad y longevidad del antigeno permite la
realizacion de miles de pruebas durante un largo periodo. Este ensayo fue estandarizado hace
mas de 20 afios“? y el lote de antigeno preparado entonces todavia esta en uso. El
procedimiento de produccion de antigenos de A. marginale se llevo a cabo nuevamente para
determinar la validez del procedimiento y la prueba. Los resultados en el presente estudio
son consistentes para el diagnéstico seroldgico de anaplasmosis en muestras experimentales
y de campo Yy a diferentes concentraciones de antigenos.

Para el presente trabajo se produjo un lote de antigenos siguiendo un protocolo desarrollado
originalmente para la preparacion de antigeno para la prueba de aglutinacion en tarjeta (PAT-
Ag), v la prueba de fijacion del complemento y adaptado para ELISA®2122) E| antigeno
también se probd para detectar antigenicidad contra muestras de control y de campo.

Para la replicacion del microorganismo se utilizaron novillos Black Aberdeen Angus del
ganado del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA). Al inicio del procedimiento todos los animales resultaron negativos en la PCR
de punto final para A. marginale®, Babesia bovis y B. bigemina®?®, asi como para
anticuerpos contra los tres patdgenos. Durante el periodo experimental, los animales se
alimentaron con una dieta balanceada de acuerdo con el peso; se proporcion6 agua ad libitum.
Los animales se mantuvieron en aislamiento y se manejaron en condiciones que
proporcionaban seguridad tanto para el ganado como para los operadores. Las cirugias, el
tratamiento postquirdrgico y el cuidado del ganado se realizaron por personal veterinario
certificado de acuerdo con el protocolo aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) del CENID-SAI del INIFAP®), con base
en la técnica quirdrgica descrita por Alexander®® por personal veterinario certificado.

La cepa mexicana Tizimin MEX-31-096-01 de Anaplasma marginale®*?® se utiliz6 como
fuente del antigeno. Esta cepa se criopreserva en nitrogeno liquido como volumen celular
empaquetado al 50 % en PVP-40 al 10 % a 17 % de eritrocitos infectados.

Para el monitoreo se extrajeron muestras de sangre de la vena coccigea utilizando tubos
evacuados con heparina como anticoagulante. La temperatura rectal (TR), el volumen celular
aglomerado (VCA) estimado mediante la técnica del microhematocrito y el porcentaje de
eritrocitos infectados (PEI, cuantificado por observacion al microscopio de frotis de sangre)
se registraron para su analisis con cada recoleccion de muestras. La cria 1 se inoculo por via
intramuscular (IM) con 4 ml de la cepa Tizimin recién descongelada. EI monitoreo se realizo
tres veces a la semana hasta la aparicion de eritrocitos infectados en frotis de sangre tefiidos
con Giemsa, momento en el cual el monitoreo se realizé diariamente. Se extrajo el contenido
de una bolsa de sangre CPD. La capa leucocitaria y el plasma se eliminaron por
centrifugacion y aspiracion (Hermle Labortechnik, Modelo: Z 400 K, Serie: 50095021); las
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células sedimentadas se suspendieron al 50 % en solucion salina fisioldgica (NaCl al 0.85 %)
y se inocularon por via IM a la segunda cria. EI mismo procedimiento se utilizo para la
inoculacién de la tercera cria. En el pico del PEI, la sangre de la tercera cria se extrajo
mediante puncion de la vena yugular en bolsas de sangre CPD comerciales equipadas con
agujas de 16G (450 ml + 10 % CPDA). Se aplico xilacina a una dosis adecuada como sedante
para evitar el sufrimiento y el animal fue sujetado fisicamente con cuerdas.

La sangre se filtro a través de gasa estéril y los eritrocitos se sedimentaron por centrifugacion
en volimenes de 500 ml a 2,500 rpm a 4 °C durante 20 min (Hermle Labortechnik, Z 400 K,
Serie: 50095021). La capa leucocitaria y el plasma se eliminaron por aspiracion. Los
eritrocitos (glébulos rojos o GR) se suspendieron al 50 % en PBS frio pH 7.2 y se lavaron
por centrifugacién un total de tres veces; en el ultimo lavado, los GR se suspendieron en
PBS-antibidticos (PBS-Ab, penicilina 1,000 U/estreptomicina 1 mg/ml). La suspensién de
eritrocitos se disgregd en un microfluidizador (Microfluidics, Hc-8000, Serie: 99100) a 7,400
PSI. El lisado se centrifugd a 10,000 xg (Hitachi, RPR 9 12 818 rotor) a 4 °C durante 30 min;
el sobrenadante se desechd y el sedimento se suspendié con 30 ml de PBS-Ab y se
homogeneiz6 por sonicacion (Omni Sonic Ruptor 400) durante tres ciclos de 2 min al 50 %
de potencia en un bafio de hielo con pausas de 1 min para evitar sobrecalentamiento. El
homogeneizado se proces6 en un homogeneizador de alta presion a 1,200 PSI para liberar
todos los cuerpos iniciales que permanecian en los GR no lisados y se centrifugé a 16,300
Xg, durante 30 min a 4 °C. Para monitorear el proceso, frotis tefiidos con Giemsa se hicieron
a partir del sedimento de cada etapa para monitorear los nlcleos de glébulos blancos y las
membranas de GR. EIl Ag se ajust6 al 4 % p/v en tampon de acetato y se homogeneizo por
agitacion con un agitador magnético durante 30 min a temperatura ambiente. La proteina en
el Ag se cuantificO mediante el método micro-Bradford (BioRad®) utilizando albdmina
sérica bovina como estandar.

La antigenicidad de este nuevo lote de antigeno de A. marginale (Ag-2018) se verificd
comparandolo con un lote en uso (Ag-2012). Se mezcld suficiente antigeno de cada lote con
un volumen igual de SDS al 0.1 % en H,0® y se incubd durante 30 min a temperatura
ambiente (20 a 25 °C). Las mezclas de antigeno-SDS se diluyeron en tampon de carbonato-
bicarbonato pH de 9.6 a un volumen final de 25 ml. EI Ag-2012 se utiliz6 rutinariamente a
1.07 pg/200 ul de proteina/pozo. Ambos antigenos se ajustaron a la concentracion antes
mencionada. Para el proposito de este estudio, los pozos de las placas de microtitulacion
recibieron volumenes de 200 pl por pozo de reactivos y soluciones de lavado en cada etapa
del procedimiento. Las placas recibieron 1.07 pg de proteina/pozo (concentracion 1X) y se
incubaron durante la noche a 4 °C, después las placas se lavaron tres veces con PBS pH 7.2-
Tween-20 al 0.05 % (PBS-T20) y se corrieron con leche descremada al 5 % en PBS-T20 pH
7.2 durante 30 min. Después de tres lavados con PBS-T20, las muestras de suero de control
diluidas 1:100 en PBS-T20 se ejecutaron por duplicado o triplicado. Las placas se incubaron
durante 1 ha 37 °C y se lavaron tres veces con PBS-T20. 1gG antibovina de conejo conjugada
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con fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Lote: 112108) diluida
1:10,000 en PBS-T20 se coloco en cada pozo; las placas se incubaron durante 60 min a 37
°C y se lavaron como se describid; se afiadio P-nitrofenilfosfato al 0.075 % en tampdn Tris
pH 9.5 y se dejo incubar durante 30 min a 37 °C. Las placas se leyeron a 405 nm en un lector
de absorbancia de microplacas (BioRad, iMark™) y se registraron los valores de densidad
optica (DO). Se utilizaron como blancos dos pozos gque contenian todos los componentes,
excepto el suero. La absorbancia media de estos pozos blancos se resto de los valores de
absorbancia de todos los demas pozos de la placa. También se calculé la media y la
desviacion estandar de las réplicas y los controles de suero positivos y negativos.

El nuevo antigeno se sometié a tres ensayos para: a) verificar su antigenicidad en
comparacion con el Ag-2012, contra sueros control conocidos, b) definir el limite de
antigenicidad y c) verificar su sensibilidad frente a muestras de suero de campo.

Para verificar la antigenicidad, 12 sueros de control positivos y 10 negativos utilizados
rutinariamente para realizar el ELISAI y utilizados oficialmente en el Laboratorio de
Hemoparasitos del Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal
(CENAPA) se corrieron por duplicado contra cada uno, Ag-2012 y Ag-2018 a la misma
concentracion de proteina (a 1.07 pug/200 ul, 1X). La media, desviacion estandar y el error se
calcularon para cada conjunto de réplicas para determinar que el ensayo no tuviera errores.

Para evaluar el limite de antigenicidad, cuatro sueros de control positivos y cuatro negativos
se corrieron por duplicado contra cada antigeno a concentraciones de 2X (2.14 pg), 1X (1.07
ng), 2 X (0.535 pg) y % X (0.268 pg). El resto del ensayo se llevo a cabo como se describe.

Para verificar la antigenicidad contra muestras de campo, se probaron veinte (20) sueros
problema desconocidos contra ambos lotes de antigenos a una concentracion de 1X; todas
las muestras se ejecutaron por duplicado. El punto de corte (PC) se calcul6 como se describe.

Los resultados se expresan como el valor de la DO de la muestra menos el valor de la lectura
del blanco. El indice de positividad (IP) para cada muestra de suero se calcul6 como el
cociente de la absorbancia media dividido entre el valor del PC, donde >1= positivo; <1=
negativo. Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) aplicando la
prueba t de Student utilizando Social Science Statistics disponible en
https://www.socscistatistics.com/tests/anova/Default2.aspx. Para los propositos de este
reporte, se utilizé como error el porcentaje que representa el valor de la desviacion estandar
(DE) de la media de cada par de repeticiones, con el fin de verificar el desempefio del
operador. Siempre que el error era >20, el resultado se descartaba y la muestra se repetia. Las
medias de las muestras de campo se sometieron a un analisis de ¥ con las herramientas en
linea VassarStats, (http://vassarstats.net), y la calculadora de evaluacién de pruebas de
diagnostico (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php).
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Utilizando el procedimiento descrito, se alcanz6 un PEI méximo de 65.7 en la Gltima cria en
el dia 7 con un VCA del 26 %. De este Gltimo animal se extrajeron catorce bolsas de sangre
de 500 ml de sangre infectada. La sangre se procesé y el antigeno producido tuvo un
rendimiento total de 144.26 mg de proteina en un volumen final de 210 ml, equivalente a
0.687 pg/ul de antigeno. EI Ag-2012, que se utiliza rutinariamente en una dilucién 1/200, se
volvié a cuantificar ya que se utilizé como referencia; este lote tenia 0.494 pg/pl.

Para verificar la antigenicidad, 12 sueros de control positivos y 10 negativos se ejecutaron
por duplicado contra cada uno, Ag-2012 y Ag-2018 a la misma concentracion de proteina
(1.07 pg/pocillo). La media, la desviacion estandar y el error se calcularon para cada par para
determinar que el ensayo no tuviera errores. El andlisis de varianza y la prueba t de Student
de los valores medios de cada suero no mostraron diferencias significativas (P>0.5) con un
valor F de 0.99826 entre las muestras de control positivas con cualquiera de los antigenos.

La comparacion de los sueros negativos mostrd que las lecturas de DO fueron ligeramente
mayores cuando se probaron contra Ag-2012 (Figura 1); el andlisis de la varianza de las
medias negativas de DO mostrd una diferencia significativa (P>0.01) entre los resultados
para Ag-2018 vs Ag-2012 con un valor F de 33.54294.

A partir de esta primera comparacion, el punto de corte calculado para los sueros negativos
probados con Ag-2018 fue de 0.40, mientras que para los mismos sueros probados con Ag-
2012 fue de 0.570. El indice medio de positividad para todos los sueros positivos probados
con Ag-2018 fue de 3.44, mientras que para los mismos sueros probados con Ag-2012 fue
de 2.73 (Figura 2).

Figura 1: Valores de DO de sueros de control. Distribucion de dispersion de 12 sueros de
control positivos y 10 negativos probados contra Ag-2012 y Ag-2018
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Todas las muestras de suero se diluyeron 1:100 y se probaron por duplicado. Los antigenos se utilizaron a
1.07 pg/pocillo.
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Figura 2: Distribucion de dispersion del indice de positividad (IP). Valores de IP >1=
positivo (linea roja); <1= negativo
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El valor medio del IP para todos los sueros positivos probados con Ag-2018 fue de 3.44 (linea punteada); el
IP medio para los mismos sueros probados con Ag-2012 fue de 2.73 (linea discontinua).

Los valores del IP para todos los sueros positivos (Figura 2) se calcularon para su respectivo
PC. Los indices de positividad fueron de 2.69 y 2.093 con Ag-2018 y Ag-2012,
respectivamente. Si dividimos el IP medio (2.69) para Ag-2018 entre el IP de Ag-2012
(2.093), da un cociente de 1.28, este valor indica que el Ag-2018 es 1.28 veces mejor para
discriminar sueros positivos que el Ag-2012.

Determinacion del limite de antigenicidad. Los dos antigenos se probaron en cuatro
concentraciones de proteinas contra cuatro sueros de control positivos y cuatro negativos
como se describe. Como se observa, los sueros positivos y negativos mostraron
distribuciones similares a concentraciones decrecientes contra Ag-2012 (panel superior) y
Ag-2018 (panel inferior, Figura 3). El analisis de varianza dentro de cada antigeno y entre
antigenos se realizé tomando como valor independiente la lectura de DO de cada réplica. No
se observaron diferencias significativas al comparar los resultados entre antigenos o por
concentracion contra los sueros positivos; en el caso del Ag 2018, cuando se toman los
valores de los sueros positivos, se observa que la prueba F no fue significativa, f= 0.56757 y
un valor de P= 0.639377, en P>0.05. Asimismo, cuando los sueros positivos se prueban
contra diferentes concentraciones de Ag-2012, tampoco se observa una diferencia
significativa, f= 1.66871 y un valor de P=0.187871, que no es significativo (P>0.05).
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Figura 3: Limite de limite de antigenicidad
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Se probaron cuatro sueros de control positivos y cuatro negativos contra concentraciones de antigeno (de
izquierda a derecha) de 0.25 X, 0.5 X, 1.0 Xy 2.0 X
El panel superior muestra la distribucion de la relacion de controles positivos y negativos entre las
concentraciones utilizadas para Ag-2012, mientras que el panel inferior muestra la respectiva para Ag-2018.

Al aplicar el ANOVA a los valores de cada suero positivo para cada concentracion entre
antigenos, hubo diferencias significativas. Por ejemplo, cuando se compararon los resultados
de los sueros a la concentracion doble (2.14 pg/pocillo), se obtuvo un valor de F= 18.56523;
el valor de P fue de 0.000342, que fue significativo para P>0.05.

Finalmente, con el fin de verificar la eficiencia de los antigenos en la discriminacion de
muestras de campo, se probaron 20 sueros de casos de campo contra ambos antigenos en
paralelo a 1.07 pg de proteina por pocillo. Los sueros se corrieron por duplicado. Ademas,
se corrieron tres sueros de control negativos y tres positivos en la misma placa. El punto de
corte para cada antigeno fue de 0.446 y 0.354 para Ag-2012 y Ag-2018 respectivamente.
Trece de veinte muestras fueron positivas y 7/20 negativas contra Ag-2012; en contraste con
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12/20 positivas y 8/20 negativas cuando se probaron contra Ag-2018. Adicionalmente, dos
muestras positivas para Ag-2012 fueron negativas para Ag-2018; por otro lado, una muestra
negativa para Ag-2012 fue positiva para Ag-2018, por lo tanto, no hubo una coincidencia del
100 % entre los dos antigenos (Cuadro 1). Sin embargo, cuando los resultados se analizaron
mediante la prueba 42, el valor del estadistico de la prueba exacta Fisher fue de 0.2049; por
lo tanto, no hubo una diferencia significativa en P>0.05 entre los dos antigenos al discriminar
positivos de negativos. Segun la calculadora de evaluacion de pruebas de diagnostico
(Cuadro 2), hubo 100.00 % de sensibilidad, 87.5 % de especificidad, un valor predictivo
positivo de 92.31 % y un valor predictivo negativo de 100.00 % para las dos pruebas (Cuadro
2).

Cuadro 1: Verificacion de antigenicidad contra muestras de campo. Ambos antigenos se
utilizaron a una proteina de 1.07 pg/pozo

Ag 2012 Ag 2018
Sueros Media IP Media IP

1 0.514 1.15 0.365 1.03

2 0.449 1.01 0.386 1.09

3 0.466 1.05 0.386 1.09

4 1.123 2.52 1.167 3.30

5 0.350 0.79 0.269 0.76

6 0.397 0.89 0.310 0.87

7 0.491 1.10 0.356 1.00

8 0.464 1.04 0.328 0.93

9 0.967 2.17 0.937 2.65

10 0.462 1.04 0.335 0.95

11 0.353 0.79 0.279 0.79

12 0.509 1.14 0.435 1.23

13 0.424 0.95 0.376 1.06

14 0.368 0.83 0.316 0.89

15 0.414 0.93 0.319 0.90

16 0.466 1.04 0.431 1.22

17 0.999 2.24 0.973 2.75

18 0.691 1.55 0.583 1.65
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19 0.497 1.12 13.0 0.444 1.26
20 0.370 0.83 0.306 0.86
0.427 0.334
Control negativo 0.385 0.299
0.400 0.404 0.291 0.308
1.114 - 1.051
Control positivo 1.125 1.023
1.132 1.124 1.123 1.066
Media de los negativos 0.404 - 0.308
DE 0.021 0.023
PC 0.446 0.354

Las muestras de suero se diluyeron 1/100 y se corrieron por duplicado. Las condiciones de prueba fueron las
mismas que las utilizadas para el examen de rutina de muestras desconocidas. Las muestras en fondo amarillo
son aquellas con un indice de positividad >1.

Cuadro 2: Evaluacion de pruebas de diagnostico de MedCalc. El estadistico 5? es 7.2. El

valor P es 0.00729

Estadistico Valor IC del 95 %
(%)

Sensibilidad 100.00 73.54 2 100.00 %
Especificidad 87.50 47.352a99.68 %
Razon de verosimilitud positiva 8 1.08 2 43.43
Razon de verosimilitud negativa 0 1.28 a 50.04
Prevalencia de la enfermedad (*) 60.00 36.05 a 80.88 %
Valor predictivo positivo (*) 92.31 65.73 a2 98.69 %
Valor predictivo negativo (*) 100.00
Precision (*) 95.00 75.13a299.87 %

* Este resultado es significativo en P<0.01. El estadistico »? con correccion de Yates es 5. El valor P es
0.025347. No significativo en P<0.01.

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa que se presenta principalmente en

regiones tropicales y subtropicales, es de importancia mundial y, en México, se distribuye
por todo el territorio nacional®3V, causando pérdidas considerables en el ganado®. El

1088



Rev Mex Cienc Pecu 2022;13(4):1079-1094

diagnostico seroldgico de esta enfermedad es una herramienta atil para las estrategias de
profilaxis, tratamiento y control a nivel individual y de rebafio®. Se han adaptado varias
técnicas para la deteccion de anticuerpos contra A. marginale, pero se prefieren los
inmunoensayos debido a su escalabilidad, idoneidad para la automatizacion, objetividad y, a
menudo, mayor sensibilidad y especificidad para la identificacion de bovinos
asintomaticos®.

Cuando se desarroll6 una prueba ELISA indirecta para el diagndstico de anaplasmosis bovina
y se compard con la prueba de fijacion del complemento (PFC)@32), el ensayo mostré varias
ventajas sobre la PFC, como la interpretacion objetiva y la capacidad de usar suero
contaminado con hemoglobina (no ideal pero muy comun cuando se trabaja con muestras de
campo). Ademas, el ELISAI se basa en la afinidad anticuerpo-antigeno y no en la
concentracion de anticuerpos. Sin embargo, desde entonces se han realizado varias
adaptaciones a la técnica.

Como la presencia de A. marginale y A. centrale es comun en otros paises, se ha incorporado
el uso de antigenos recombinantes en ELISAI para la deteccion de anticuerpos contra ambos
agentes®. La ausencia de A. centrale en México permite el uso continuo de ELISAI con
antigeno crudo para el diagnostico seroldgico de rutina de A. marginale. Ademas, los reportes
de una tasa positiva para un ELISA basado en bacterias enteras que fue significativamente
mayor que la tasa de seropositividad para un ELISA donde se utilizan antigenos
recombinantes6:3334 |levaron a la hip6tesis de que los antigenos nativos crudos permiten la
deteccidn de una gama mas amplia de anticuerpos, ya que presentan mas de un epitopo del
patdgeno.

En el presente trabajo, se produjo un lote de antigeno crudo de A. marginale a partir de la
sangre de un novillo esplenectomizado infectado. La produccion de antigenos crudos implica
un gran esfuerzo en términos de horas-hombre y costosos animales libres de enfermedades,
ademas, requiere cirugias en los animales de experimentacion y cuidados postoperatorios
durante la recuperacion. Sin embargo, a través de este procedimiento, fue posible alcanzar
65 % de eritrocitos infectados en el dltimo bovino, del cual se exanguinaron
aproximadamente 14 L de sangre. Después de un proceso laborioso de extraccion y lavado,
se obtuvieron 210 ml de antigeno con una concentracion final de proteina de 144.26 mg,
equivalente a 0.687 pg/ul. Esta concentracion es mayor en comparacion con las
concentraciones de proteina recombinante® donde el rendimiento fue de 40 mg/L y 60 mg/L
de cultivo por cada proteina recombinante utilizada en ese trabajo. Esto apoya el uso de
proteinas nativas crudas como el antigeno de recubrimiento para las pruebas ELISAI, ya que
su rendimiento implica ahorros econdmicos y precios mas asequibles para los productores.

Para probar la antigenicidad del nuevo lote, se corrieron 12 sueros de control positivos y 10
negativos contra ambos antigenos. Las lecturas medias de DO de sueros positivos ejecutados
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contra Ag-2012 y Ag-2018 no fueron significativamente diferentes; en contraste, los valores
de DO de los sueros negativos fueron mas altos cuando se probaron contra Ag-2012 que con
Ag-2018 (Figura 1). La media de todos los sueros negativos fue de 0.314 para Ag-2018,
mientras que fue de 0.450 cuando se prob6 con Ag-2012. Cuando la media para los positivos
se dividio entre la media de los negativos probados con Ag-2012, el cociente fue 2.93,
mientras que ese valor fue de 3.79 para Ag-2018. Dividiendo 3.79 entre 2.93, se obtiene un
valor de 1.28. Esto indica que el Ag-2018 es 1.28 veces mejor para discriminar positivos de
negativos.

Para la prueba de limite de antigenicidad, los antigenos se ensayaron a una concentracion de
proteina de 2X, 1X, ¥2X y %X contra un lote de cuatro sueros de control positivos y cuatro
negativos. Si bien hubo una disminucién gradual en las lecturas de DO correspondientes a la
concentracion de antigenos, esta disminucion no fue estadisticamente significativa, lo que
indica que ambos antigenos se estaban utilizando en exceso. Las variaciones observadas entre
las concentraciones de Ag-2018 fueron minimas, mientras que los valores de los mismos
sueros a las mismas concentraciones de Ag-2012 fueron mas heterogéneos incluso cuando
no fueron significativamente diferentes. No sabemos si estas variaciones se deben al
envejecimiento o a la presencia de residuos en el lote de antigenos, pero las lecturas con el
nuevo lote fueron mas consistentes.

En la tercera prueba, la eficiencia del nuevo antigeno se probo contra 20 sueros de campo.
Hubo 13 y 12 positivos para Ag-2012 y Ag-2018 respectivamente. Si bien no hubo una
coincidencia del 100 % (Cuadro 1), las muestras que no coincidieron fueron diferentes sélo
por centésimas de unidad (IP), es decir, cuando fueron positivas para una y negativas para la
otra, estaban justo por encima del IP y viceversa, cuando fueron negativas estaban justo por
debajo del IP. Esto da una correlacion del 80 % entre los antigenos. Sin embargo, el anélisis
estadistico mostré una sensibilidad del 100 % (una mejora notable con respecto a la reportada
previamente para un antigeno similar)®?, una especificidad del 87.5 %, un valor predictivo
positivo del 92.31 %, un valor predictivo negativo del 100 % y una precision del 95 %
(Cuadro 2). Estos resultados en términos de sensibilidad y especificidad son comparables a
los ELISA desarrollados mas recientemente®7), Por lo tanto, estos resultados muestran que
ambos lotes de antigenos son igualmente confiables para ejecutar rutinariamente el ELISAI
casero.

El presente trabajo proporciona evidencia de la reproducibilidad en la produccion de un lote
de antigeno a otro, incluso muchos afios después de haber sido preparado, siempre y cuando
se siga el protocolo. La Unica diferencia en la preparacion de estos dos lotes de antigenos fue
el uso de tecnologia mas nueva para la disrupcion de los eritrocitos infectados, es decir, un
microfluidizador, un dispositivo que facilita el proceso en términos de disgregacion de
mayores volimenes y aparentemente menos residuos en la preparaciéon final. Estos dos lotes
de antigeno ya estan en uso en el Laboratorio del Departamento de Helmintos y
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Hemoparasitos del SENASICA para el diagndstico de anaplasmosis bovina en ganado de
productores mexicanos.

Se concluye que el nuevo lote de antigeno (Ag-2018) es tan bueno como el lote viejo. Ambos
lotes deben titularse para reducir la concentracion con el fin de optimizar el uso de cada lote,
lo que a su vez reducird el costo de la prueba haciéndola mas asequible para los productores.
Los antigenos producidos por un laboratorio gubernamental tienen un estandar de alta calidad
y son confiables, ya que estan regulados por agencias internacionales e internacionales. La
necesidad de kits ELISA disponibles comercialmente se evita cuando se dispone de un
ELISAI casero que reduce los costos y los periodos de importacién, lo que hace que las
pruebas sean mas eficientes y rapidas.
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