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RESUMEN

La primera parte de esta investigacion tuvo como objetivo determinar la prevalencia de
anticuerpos contra el virus de estomatitis vesicular, serotipos New Jersey e Indiana, en la
poblacion humana de las regiones lecheras de Pods y Tilaran, Costa Rica. Para este fin se
realizd un censo a la poblacion humana de 31 fincas lecheras en estas dos dareas de
produccion de leche, se tomaron muestras de sangre a la totalidad de los habitantes y
trabajadores de dichas fincas y mediante ensayo de seroneutralizacion se determiné la
presencia de anticuerpos contra los serotipos New Jersey (NJ) e Indiana (IN) del virus de
estomatitis vesicular (VEV). En el area de Pods se determind una seroprevalencia de
40.80% para VEV-NJ y 16.66% para VEV-IN, mientras que en la zona de Tilaran se
determind una prevalencia de 26.19% para VEV-NJ y 3.57% para VEV-IN. En las dos
regiones se encontrd que el grupo de trabajadores agricolas (peones y trabajadores de
ordefio) presentaban un mayor nimero de seropositivos al VEV-NJ que el grupo de
familiares residentes (p <0.01). En el area de Pods el VEV-IN también mostré mayor
nimero de seropositivos (p< 0.01) en el grupo de trabajadores agricolas que en el de
familiares. En las dos regiones se determind ademas mayor ntimero de seropositivos para
los dos serotipos en el grupo que tenia contacto directo con ganado vacuno en comparacion
a aquellos que tenian contacto indirecto (p<0.01).

La segunda parte de esta investigacion consistidé en comparar las pruebas diagnosticas
inmunoensayo enzimatico competitivo (ELISA-c) y seroneutralizacion (SN) para la
deteccion de anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-IN analizando 255 sueros humanos
procedentes de fincas lecheras de las regiones de Poas y Tilaran, Costa Rica. Para el VEV-
NJ la prueba de SN detecté 95 sueros positivos (37%) y 160 sueros negativos (63%),
mientras que la prueba de ELISA-c detecté 81 sueros positivos (32%) y 174 sueros
negativos (68%). La prueba de ELISA-c mostr6 una sensibilidad de 79% y una
especificidad del 96% asumiendo la SN como prueba de oro, ademas la prueba J de Youden
determind una concordancia de 0.75 entre ambas pruebas para el diagnodstico de anticuerpos
contraVEV-NIJ. Para el VEV-IN, la prueba de seroneutralizacion detect6 32 sueros
positivos (13%) y 223 sueros negativos (87%), mientras que la prueba de ELISA-c detecto
56 sueros positivos (22%) y 199 sueros negativos (78%). El ELISA-c mostr6 una
sensibilidad del 94% y una especificidad del 88% asumiendo la seroneutralizacion como
prueba de oro y la J de Youden determind una concordancia de 0.82 entre ambas pruebas
para VEV-IN. Ademds, se estandariz6 y utilizO un Western Blot (WB) para la
confirmacion de sueros con resultados incongruentes en las pruebas de ELISA-c y SN para
VEV-NJ. El WB confirmé como positivos el 100% de los 15 sueros con resultados
incongruentes en las pruebas de SN y ELISA-c (13 sueros positivos en SN y negativos en
ELISA-c y 2 sueros negativos en SN y positivos en ELISA-c). Estos sueros mostraron
anticuerpos contra las diferentes proteinas virales G, N, P, y M del VEV-NJ.
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INTRODUCCION GENERAL

La estomatitis vesicular es una enfermedad de los bovinos, equinos y suinos, causada por
un vesiculovirus, el virus de la estomatitis vesicular (VEV). En el pasado la enfermedad ha
sido de interés principalmente econdmico y veterinario debido a su similaridad con la fiebre
aftosa y el exantema vesicular. Actualmente se sabe que el VEV infecta naturalmente a un
amplio espectro de huéspedes incluyendo al hombre (Tesh y Johnson, 1975; Fenner et al.,
1993).

El virus de la estomatitis vesicular (VEV) pertenece a la familia Rhabdoviridae y al género
Vesiculovirus (Frazier y Shope, 1979). Solamente un serogrupo, el serogrupo de la
estomatitis vesicular se ha establecido dentro de este género, al cual pertenecen los
serotipos Chandipura, Isfahan, Marabad, Piry, Alagoas, New Jersey e Indiana (Fields et
al., 1996). Los serotipos New Jersey (VEV-NJ) e Indiana (VEV-IN) causan la mayoria de
los casos de estomatitis vesicular (Jiménez et al., 1996).

Los VEV son virus en forma de bala de 100 a 430 nm de largo y 45 a 100 nm de didmetro.
Tienen dos componentes estructurales, la envoltura y la nucleocapside. Ambas unidades
estructurales contienen proteinas. (Fields et al., 1996). Poseen un genoma ARN negativo
(complementario a ARN mensajero) y se replican en el citoplasma de la célula infectada
(Kucera y Myrvick, 1985 citados por Van Regenmortel y Neurath, 1990). La envoltura
estd compuesta por una bicapa lipidica en la que se encuentran peplémeros de la proteina G
(glicoproteina) y la proteina M (matriz). La nucleocapside o ribonucleoproteina muestra
una simetria helicoidal con un didmetro de 30 a 70 nm (Fields ef al., 1996).

La nucleocapside contiene una hebra simple de ARN negativa encerrada por la proteina N
(nucleoproteina) a la cual se encuentran asociadas la proteinas L (polimerasa ARN-ARN
dependiente) y la proteina P (fosfoproteina) (Fenner et al., 1993; Emerson, 1976; Van
Regenmortel y Neurath, 1990).

La proteina G se encuentra en la superficie externa de los rhabdovirus (excepto en la parte
planar) en forma de espiculas o proyecciones (peplomeros formados por trimeros) de 5 a 10
nm de largo y 3 nm de didmetro. E1 VEV-NJ contiene 517 aminoacidos y el VEV-IN
contiene 511 aminodcidos. La proteina G es el principal determinante antigénico,
responsable de la especificidad del tipo (serotipo) y la produccion de anticuerpos
neutralizantes. Solo existe un 50 % de homologia a nivel de aminoacidos entre la proteina
G de los dos serotipos principales, New Jersey e Indiana (Fields ef al. , 1996).

La proteina G es la responsable de la union del virus al receptor putativo celular durante la
infeccion, por lo que los anticuerpos contra G en general inhibiran la infeccion (Wunner et
al., 1985b citado por Van Regenmortel y Neurath, 1990).

Se han encontrado 4 epitopos antigénicos en cada proteina G los cuales reaccionan con
anticuerpos monoclonales neutralizantes. Estos anticuerpos neutralizantes no muestran
reaccion cruzada entre las proteinas G de los 2 serotipos New Jersey e Indiana. Existe un



quinto epitopo compartido por ambas proteinas G (Fields e al., 1996). También se han
definido epitopos no neutralizantes para la proteina G de ambos serotipos, y la mayoria de
anticuerpos monoclonales usados para identificar estos epitopos, muestran reaccion cruzada
entre los dos principales serotipos New Jersey e Indiana.

La proteina de matriz (proteina M) del VEV contiene 202 aminoacidos. Su funcién es la de
regular negativamente la sintesis de ARN viral y se propone que su funcidn principal es la
de interactuar con el dominio citoplasmatico de la proteina G y la ribonucleoproteina
durante el ensamblaje del virus y el proceso de gemacion (Fields et al., 1996).

La proteina N del VEV contiene 422 aminoacidos y es el antigeno comutn de grupo para el
género vesiculovirus. Existe una homologia del 68 % a nivel de aminoacidos entre los dos
serotipos principales New Jersey e Indiana. (Fields et al., 1996).

La proteina P contiene 274 aminoacidos en el VEV-NJ y 265 aminoacidos en el VEV- IN,
y solo muestra un 33% de homologia a nivel de aminoacidos entre los principales serotipos
New Jersey e Indiana. Esta proteina presenta multiples sitios de fosforilacion (Fields et al.,
1996).

La proteina L es la proteina mas grande de los rhabdovirus y contiene 2109 aminoacidos en
el VEV. Entre sus funciones estan la sintesis de ARN, metilacion y polyadenilacion de
ARN viral (Fields et al., 1996).

Los valores de masa para las cinco proteinas virales del VEV-NJ y VEV-IN son los
siguientes: proteina L=150 kDa, proteina G=70-80 kDa, proteina N=50-62 kDa, proteina
P=40-50 kDa y proteina M=20-30 kDa. (Fenner et al., 1993)

La estomatitis vesicular es una enfermedad del Hemisferio Oeste. Ha ocurrido
esporaddicamente en Africa y en Europa debido a la introduccion de animales infectados
pero no ha persistido (Hanson, 1963, citado en Monath, 1989; Tesh y Johnson, 1975). La
estomatitis vesicular ocurre en forma epizoodtica y enzootica. Las zonas epizodticas
comprenden Norte América hasta el Sur de Canad4d y Suramérica hasta Argentina. Las
epizootias de estomatitis vesicular son de ocurrencia esporadica, con marcada incidencia
estacional, aparece de repente y afecta a gran proporcion del hato dentro de 24 a 48 horas
(Jonkers, 1965 citado por Tesh y Johnson, 1975).

El VEV es enzodtico en regiones tropicales y subtropicales de América. Los serotipos New
Jersey e Indiana son enzooticos en el este de México, Colombia, Venezuela, Panama y
Costa Rica. La region enzodtica para el serotipo New Jersey se extiende al sureste de los
Estados Unidos en las planicies de Georgia, Carolina del Sur y Florida (Karstad y Hanson,
1957; Jensen y Mackey, 1979 citados por Monath, 1989).

Aunque no se sabe si la actividad del virus es continua o esporadica, las areas endémicas se
caracterizan por una alta prevalencia de infeccion entre humanos y animales (domésticos y
silvestres) que habitan en la region (Tesh et al.,1969, citado por Tesh y Johnson, 1975).



Costa Rica es considerada un area endémica para la estomatitis vesicular, los investigadores
Pérez y Cornelissen (1987) realizaron un estudio retrospectivo en el cual analizaron los
casos positivos a estomatitis vesicular en vacunos y concluyeron que la enfermedad se
encontraba diseminada por todo el pais con un porcentaje Omega de 80.13 para ambos
serotipos (64.95% para VEV-NJ y 11.36% para VEV-IN).

El VEV-NJ es el serotipo mas frecuente en Costa Rica, al igual que en otros paises de
América (Astudillo, 1984 en Pérez y Cornelissen, 1989). En Costa Rica los cantones
Central, Grecia y San Carlos de Alajuela, y Santa Barbara de Heredia presentaron un
porcentaje Omega mayor a 12 por lo que se clasificaron como endémicos, mientras que los
cantones de Coronado de San José, Naranjo y Alfaro Ruiz de Alajuela, La Union de
Cartago y Coto Brus de Puntarenas presentaron un porcentaje Omega de 6.09 a 7.80, lo que
indicé un intervalo entre ocurrencias de 18 meses, por lo que se clasificaron como
ocasionales. Los demds cantones presentaron porcentajes Omega inferiores a 5 %, por lo
que se clasificaron como esporadicos. Los autores consideraron al VEV serotipo Indiana
como esporadico en Costa Rica.

El primer reporte de infecciéon humana con el VEV se da en 1917, en el cual se describen
tres casos de enfermedad aguda en tres personas que trabajaban con caballos afectados por
estomatitis (Burton, 1917 citado por Reif et al., 1987). Enfermedad humana debida a VEV-
NJ fue documentada seroldgicamente por primera vez en trabajadores de laboratorio
después de manejar animales enfermos o fluidos de cultivo (Fellowes et al., 1955)

A diferencia de lo que ocurre en zonas con actividad endémica, en las zonas epizodticas las
personas afectadas son las que estan expuestas intensivamente a animales infectados con el
VEV (Reif et al, 1982). Entre las personas afectadas en estas zonas se encuentran
veterinarios, investigadores, personal de laboratorio y finqueros. Reif er al. (1982) cito
como factores de riesgo el hecho de que animales infectados estornudaran en la cara de los
afectados y el hecho de examinar equinos y bovinos.

Estudios serologicos de personal de laboratorio y trabajadores de campo expuestos al VEV
mostraron rapida seroconversion y altas tasas de seroprevalencia a ambos serotipos del
VEV (Patterson, 1958). Los VEV-NJ y VEV-IN han causado numerosas epizootias en los
Estados Unidos de América afectando animales domésticos y humanos (Hanson, 1981).
Excepto por una pequefia zona de actividad viral del VEV-NIJ en el suroeste de Estados
Unidos, la estomatitis vesicular enzodtica parece estar restringida a areas boscosas de
Centroamérica y Suramérica. Aunque no se sabe con certeza si la actividad del VEV es
continua o esporadica en areas endémicas, estas areas se caracterizan por una alta
prevalencia de infeccion en humanos y animales (Hanson, 1952; Tesh et al. ,1969 citados
por Walton et al., 1982).

Un estudio realizado en varias poblaciones humanas de Panama muestra un alto titulo de
anticuerpos para ambos serotipos del VEV (Indiana y New Jersey). La prevalencia de
anticuerpos neutralizantes en humanos aument6 con la edad, sugiriendo una relacion directa
entre las tasas de infeccion y el tiempo de residencia en el area endémica. La mayoria de los
adultos mostraron anticuerpos neutralizantes contra ambos serotipos del VEV y no hubo
diferencia significativa en la tasa de infeccion por sexo (Tesh et al., 1969). Las tasas de



infeccion con el VEV-NJ y VEV-IN mostraron marcada diferencia geografica y vari6 de 0
a 94% (Tesh et al., 1969). Panamé se considera un area de actividad endémica para la
estomatitis vesicular (Peralta y Johnson, manuscript; Kuns, 1962; Brody et al., 1967,
citados en Tesh ef al., 1969).

Otro estudio realizado en Panama por Brody et al. (1967) durante un brote de VEV-NJ
demostrd anticuerpos en el 71% de las personas que trabajaron con hatos bovinos
infectados, comparado con un 34% de prevalencia en personas que trabajaron con hatos
bovinos no infectados. Ademas, entre la poblacion residente no empleada como
manejadora de animales la prevalencia de anticuerpos fue 6 veces mayor en los que tenian
en su historia el haber trabajado alguna vez con bovinos, en comparacion con los que nunca
tuvieron esa ocupacion. Estos datos dan soporte a la importancia de tener contacto con
animales para adquirir la infeccion con el VEV-NI.

Otro estudio publicado por Cline (1976) analizd6 3232 sueros de un banco de sueros de
personas residentes de por vida en 189 comunidades rurales de Centroamérica y Panama,
encontrando una mayor prevalencia de anticuerpos neutralizantes contra VEV-NJ en
personas que vivian en elevaciones entre los 350 y 649 metros, con areas relativamente
abiertas y vegetacion seca. Estas mismas asociaciones ecologicas encontradas fueron
similares para VEV-IN.

En bovinos, equinos y suinos la enfermedad clinica causada por el VEV se manifiesta
rapidamente después de un periodo de incubacion de 1 a 5 dias. En bovinos y equinos los
primeros signos en presentarse son la excesiva salivacion y fiebre. Se presentan lesiones
vesiculares en lengua, mucosa oral, ubre y banda coronaria. La laminitis es frecuente en
cerdos. Las lesiones sanan entre el sétimo al décimo dia sin dejar secuelas, si no hay
complicacion con infecciones bacterianas secundarias (Fenner ef al., 1993). Sin embargo,
segun Rodriguez et al. (1990) en la mayoria de los casos la estomatitis vesicular ocurre en
forma subclinica en Costa Rica.

La estomatitis vesicular en humanos se presenta como una enfermedad aguda y
autolimitante de 3 a 5 dias de duracion (Quiroz et al., 1988). Esta se caracteriza por
sintomas similares a los de la influenza, que aparecen después de un periodo de incubaciéon
de 2 a 6 dias. En la mayoria de los casos se desarrolla fiebre acompanada por mialgia,
dolores de cabeza y escalofrios (Reif et al., 1987; Fenner et al., 1993; Tesh y Johnson,
1975; Fields et al., 1996). Algunas de las personas afectadas presentan signos de faringitis
y vomitos, y ocasionalmente aparecen lesiones vesiculares en lengua, boca, labios y nariz
(Yuill, 1980, citado en Reif et al., 1987; Tesh y Johnson, 1975; Quiroz et al., 1988). Se ha
reportado ademds un caso de meningoencefalitis asociado a un caso de infeccion natural
con VEV-IN en un niflo panameno de 3 afios de edad y en la India se logré aislar el VEV
serotipo Chandipura de la sangre de un paciente con sindrome de encefalopatia aguda
(Quiroz et al., 1988). Lo anterior sugiere que la infeccion con VEV puede causar
enfermedad severa en el humano.

En cuanto al aislamiento viral Fenner et al. (1993) citan que el VEV puede recobrarse de
los fluidos vesiculares y granos de tejido por medio de técnicas que utilizan cultivos
celulares (o huevos embrionados o raton recién nacido con indculo intracerebral). A su vez



Monath (1988), menciona que el aislamiento viral es facil si se utilizan células de rifion de
mono verde africano (células VERO).

En cuanto a la deteccion de anticuerpos contra el VEV se han desarrollado diferentes
pruebas diagnosticas, siendo las mas utilizadas la seroneutralizacion (SN), la fijacién de
complemento (FC) y las pruebas inmunoenzimaticas, por ejemplo ELISA (Ahmad et
al.,1993; Alonso et al., 1991; Katz et al., 1987; Ferris y Donaldson, 1988, citados por
Alvarado 1999).

Los ensayos de neutralizacion se basan en el principio de que los anticuerpos se unen
especificamente al virus con un resultado neutralizante de la infectividad viral. (Burleson
et al.,1992). La SN detecta anticuerpos neutralizantes contra el VEV-NJ y VEV-IN. Esta
prueba ha sido ampliamente utilizada para la deteccion de anticuerpos en humanos en
estudios realizados en Panama, Centroamérica y Colorado (E.U.A.) (Tesh et al., 1969;
Quiroz ef al., 1988; Cline, 1976; Walton et al.,1987; Reif et al., 1987 y Webb et al.,1987).
También se ha utilizado para la deteccion de anticuerpos neutralizantes contra el VEV
serotipo Alagoas en humanos en Colombia (Tesh et al, 1987). En los trabajos
anteriormente citados se realizaron pruebas de neutralizacion en monocapas de células
VERO utilizando el método de reduccion de placa. La desventaja que presenta la prueba de
seroneutralizacion es que requiere de un laboratorio con capacidad para el manejo de
cultivos celulares con condiciones asépticas y mantenimiento de virus vivo, lo cual
constituye un riesgo para la salud del personal de laboratorio, ademés de que se requiere de
dos a tres dias para obtener resultados (Afshar et al.,1993%, citado por Alvarado, 1999).

La prueba de fijacion de complemento 6 FC es la prueba mdas usada para el diagnostico
especifico y para determinar infeccion temprana. Sin embargo, dificultadas en la deteccion
de anticuerpos por FC en suinos, especies silvestres y algunos bovinos, hicieron que se
empezaran a utilizar otras pruebas como la técnica de ELISA (Workman et al.,1986, citado
por Monath, 1988).

Recientemente se han reportado en la literatura diferentes tipos de ELISA para la deteccion
de anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-IN, sin embargo no se ha encontrado en la
literatura ningtn estudio que estudie la infeccion con VEV en humanos y que utilice este
tipo de prueba.

En 1986 Workman et al. desarrollaron un ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos
contra el VEV a partir de animales infectados experimentalmente, la que se caracterizo por
ser una prueba sensible, rapida y facil de realizar. En 1993 Afshar ef al. describieron un
ELISA competitivo (ELISA-c) para la deteccion de anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-
IN, basados en la competencia de anticuerpos policlonales producidos en fluidos asciticos
de raton. Ellos sugieren que usando antigenos especificos de serotipo del VEV en el
ELISA-c esta técnica puede sustituir a la seroneutralizacion (citado por Alvarado 1999).
Las ventajas que tiene la prueba ELISA-c es que no requiere de equipo sofisticado, que
existe menos riesgo de infeccion y que es una prueba rapida (3 6 4 horas). Eernisse et al.,
(1996, citado por Alvarado 1999) reportaron, que el ELISA-c posee una sensibilidad y
especificidad aceptables para detectar anticuerpos contra VEV-NJ y VEV-IN (88% y

99%, respectivamente).



Cuando se realizan pruebas seroldgicas rapidas como el ELISA, los resultados de estas
pruebas generalmente se comparan con los resultados de pruebas de neutralizacion (prueba
de oro). Debe tenerse presente que las pruebas rapidas normalmente detectan anticuerpos
unidos a diferentes epitopos, mientras que las pruebas de neutralizacion solo detectan
anticuerpos unidos a epitopos neutralizantes. El hecho de que la prueba ELISA-c detecta
anticuerpos unidos a diferentes epitopos virales aumenta la oportunidad de detectar
anticuerpos, que se encuentran en el suero en etapas tempranas post infeccion, y que no son
necesariamente neutralizantes. En estos casos los sueros tempranos producen resultados
negativos en la neutralizacion y positivos en el ELISA-c (Dinter, 1989).

El WB se ha convertido en una herramienta analitica comun para la deteccion de proteinas
virales, caracterizacion de anticuerpos monoclonales y policlonales y para determinar la
especificidad de la respuesta inmune a antigenos virales. En el WB las proteinas virales se
separan por electroforesis en gel de poliacrilamida, se transfieren electroforéticamente a
papel de nitrocelulosa y las proteinas individuales se detectan inmunoldgicamente
(Burleson, 1992).

Otras técnicas seroldgicas que han sido utilizadas en el estudio del VEV son la
inmunodifusion, inmunofluorescencia, aglutinacion e inmunoelectroosmoforesis (Wilks et
al, 1984, citado por Monath 1988).

El presente trabajo tuvo como objetivo el establecer la prevalencia de anticuerpos contra
VEV-NJ y VEV-IN en la poblaciéon humana de fincas lecheras en dos zonas de produccion
de leche en Costa Rica, utilizando las pruebas de seroneutralizacion y ELISA-c, ademés de
comparar ambas pruebas y determinar la sensibilidad y especificidad del ELISA-c,
utilizando la seroneutralizaciéon como prueba de referencia, y determinar el indice de
concordancia entre SN y ELISA-c.



ARTICULO 1



PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE ESTOMATITIS
VESICULAR (serotipos New Jersey e Indiana) EN PERSONAS RESIDENTES EN
DOS ZONAS LECHERAS DE COSTA RICA

RESUMEN

Se realiz6 un censo a la poblacion humana de 31 fincas lecheras en dos areas de produccion
de leche en Costa Rica. Las areas seleccionadas fueron Pods y Tilaran. Se tomaron
muestras de sangre a la totalidad de los habitantes y trabajadores de dichas fincas. Mediante
ensayo de seroneutralizacion se detectd la presencia de anticuerpos contra los serotipos
New Jersey (NJ) e Indiana (IN) del virus de estomatitis vesicular (VEV). Se encontro en el
area de Poas una seroprevalencia de 40.80% para VEV-NJ y 16.66% para VEV-IN,
mientras que la poblacion humana de fincas lecheras en la zona de Tilaran mostrd una
prevalencia de 26.19% para VEV-NJ y 3.57% para VEV-IN.

En ambas regiones se encontrd, que en el grupo de trabajadores agricolas (peones y
trabajadores de ordefio) habia un mayor nimero de seropositivos que en el grupo de
familiares residentes para VEV- NJ(p< 0.01). En el area de Pods también se logré detectar
mayor seropositividad para VEV-IN (p< 0.01) en el grupo de trabajadores agricolas que en
el grupo de familiares. En ambas regiones se detectdé ademds mayor seropositividad al
VEV-NJ y VEV-IN en el grupo que tenia contacto directo con ganado vacuno en
comparacion a aquellos que tenian contacto indirecto (p< 0.01).

PALABRAS CLAVES.

Virus de estomatitis vesicular, humanos, fincas lecheras, Costa Rica, seroneutralizacion.



1. INTRODUCCION

La estomatitis vesicular es una enfermedad zoonoética causada por un rhabdovirus del
continente americano, el virus de estomatitis vesicular (VEV). Entre los animales
domésticos mayormente afectados estan los bovinos, equinos y suinos. Actualmente se sabe
que el VEV infecta naturalmente a un amplio espectro de huéspedes incluyendo al hombre
(Tesh y Johnson, 1975; Fenner et al., 1993). El VEV serotipo New Jersey (VEV-NJ) y
serotipo Indiana (VEV-IN) causan la mayoria de los casos de estomatitis vesicular en
América (Jiménez et al., 1996).

La estomatitis vesicular se presenta en humanos como una enfermedad aguda y
autolimitante de 3 a 5 dias de duracion (Quiroz et al., 1988). Esta se caracteriza por
sintomas similares a los de la influenza, que aparecen después de un periodo de incubacion
de 2 a 6 dias. En la mayoria de los casos se desarrolla fiebre acompanada por mialgia,
dolores de cabeza y escalofrios (Tesh y Johnson, 1975; Reif et al., 1987; Fenner et al., 1993;
Fields et al., 1996). Algunas de las personas afectadas presentan signos de faringitis y
vomitos, y ocasionalmente aparecen lesiones vesiculares en lengua, boca, labios y nariz
(Tesh y Johnson, 1975; Yuill, 1980, citado en Reif et al., 1987; Quiroz ef al., 1988).

La infeccion humana y enfermedad clinica ocurre con mayor frecuencia en personas con
exposicion ocupacional a animales infectados, tanto en condiciones enzodticas como
epizooticas. El VEV se transmite al ser humano (tipicamente veterinarios y finqueros)
generalmente por fluidos vesiculares y tejidos de animales infectados (Fenner ef al., 1993).

El primer reporte de infeccion humana con el VEV se dio en 1917, cuando se describieron
tres casos de enfermedad aguda en tres personas que trabajaban con caballos afectados
clinicamente por estomatitis vesicular (Burton, 1917, citado por Reif et al., 1987). La
enfermedad en humanos fue documentada seroldégicamente por primera vez en
trabajadores de laboratorio, después de manejar animales enfermos o fluidos de cultivo
(Fellowes et al., 1955).

Reif et al.(1987) estudiaron los patrones de infeccion humana y prevalencia de anticuerpos
neutralizantes en veterinarios, investigadores y personal expuesto al virus durante una
epizootia causada por VEV-NJ en 1982-83 en Colorado, Estados Unidos. En este trabajo
encontraron que la prevalencia de anticuerpos neutralizantes contra VEV-NJ estd asociada
a la historia de exposicion en todos los grupos estudiados. Basados en la historia de
exposicion y analisis de riesgo Reif et al. (1987) sugirieron como modos de transmision al
humano la transmision directa por aerosol, la infeccion a través de membranas mucosas ¢
injeccion percutanea.

Un estudio realizado en varias poblaciones humanas de Panama determinaron una
prevalencia de anticuerpos contra el VEV-NJ de 61% y contra VEV-IN de 56% en un total
de 173 personas muestreadas. La prevalencia de anticuerpos neutralizantes en humanos



aumento6 con la edad, sugiriendo una relacion directa entre las tasas de infeccion y el tiempo
de residencia en el area endémica.

La mayoria de los adultos mostraron anticuerpos neutralizantes contra ambos serotipos del
VEV y no se pudo demostrar diferencia significativa en la tasa de infeccion por sexo (Tesh
et al., 1969). Las tasas de infeccion con VEV-NJ y VEV-IN mostraron marcada diferencia
geografica y varié de 0 a 94 % (Tesh et al., 1969). Panama se considera un area de
actividad endémica para la estomatitis vesicular (Peralta y Johnson, manuscript; Kuns,
1962 y Brody et al., 1967, citados en Tesh ef al., 1969).

En otro estudio realizado en Panama por Brody et al. (1967) durante un brote de VEV-NIJ
encontraron anticuerpos en un 71% de personas que trabajaban con hatos bovinos
infectados, comparado con un 34% en personas que trabajaban con hatos bovinos no
infectados. Ademas, entre la poblacién residente no empleada como manejadora de
animales, la prevalencia de anticuerpos fue 6 veces mayor en los que tenian en su historia
el haber trabajado alguna vez con bovinos, en comparacion, con los que nunca tuvieron esa
ocupacion. Estos datos dan soporte a la importancia del contacto directo con animales para
adquirir la infecciéon con VEV-NI.

Otro estudio publicado por Cline (1976) analizd 3232 sueros de un banco de sueros de
personas residentes de por vida en 189 comunidades rurales de Centroamérica y Panama,
encontrando una mayor prevalencia de anticuerpos neutralizantes contra VEV-NJ en
personas que vivian en elevaciones entre los 350 y 649 metros, con areas relativamente
abiertas y vegetacion seca. Estas mismas asociaciones ecologicas fueron encontradas para
VEV-IN.

Se ha reportado ademas un caso de meningoencefalitis asociado a un caso de infeccion
natural con VEV-IN en un niflo panamefo de 3 anos de edad. El virus se recobrd de la
garganta del nifio al quinto dia de la enfermedad y se logr6é determinar un aumento en el
titulo de anticuerpos neutralizantes utilizando sueros pareados (agudo y convalesciente). El
titulo de anticuerpos neutralizantes contra VEV-IN fue de 1:8 en el suero agudo y de 1:
4,096 en el suero convalesciente. El nifio habitaba en una zona rural de Panama y el padre y
la madre mostraron titulos de anticuerpos contra VEV-IN de 1:128 y 1:256,
respectivamente.

En la India se reportd un caso fatal de encefalopatia aguda viral en un nifio, asociada al
VEV serotipo Chandipura (Quiroz et al., 1988). Estos dos reportes sugieren que la
infeccion con VEV puede causar enfermedad severa en el humano.

Costa Rica es considerada un 4rea endémica para la estomatitis vesicular. Los
investigadores Cornelissen y Pérez (1987) realizaron un estudio retrospectivo,en el cual
analizaron los casos clinicos de estomatitis vesicular en vacunos y concluyeron que la
enfermedad se encontraba diseminada por todo el pais con un porcentaje Omega de 80.13
para ambos serotipos (64.95% para VEV-NJ y 11.36% para VEV-IN). Sin embargo, en
Costa Rica no se han realizado estudios en la poblacion humana.

El objetivo del presente trabajo fue establecer la prevalencia de anticuerpos contra VEV-NJ
y VEV-IN en la poblacién humana de fincas lecheras de dos zonas de produccion de leche



en Costa Rica utilizando la prueba de SN y determinar diferencias significativas en el
porcentaje de seropositividad por grupo de ocupacion, edad, contacto con vacunos, tiempo
de residencia y residencia previa en otras fincas para VEV-NJ y VEV-IN en Tilaran y Poés.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

Las dos areas de estudio seleccionadas corresponden a localidades donde el Programa de
Produccién y Manejo Automatizado (VAMPP) de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional tiene sus unidades de estudios experimentales. Estas areas son la
region de Pods y la region de Tilaran.

En la region de Poas, situada en la Cordillera Volcéanica Central, se contd con un grupo de
21 fincas dedicadas a la produccion de leche, localizadas en Poas (latitud 10° 06 03” N
longitud 84° 14 45 O), Santa Barbara (latitud 10° 04 36” N longitud 84° 09 24” O) y Vara
Blanca (latitud 10° 10 25” N longitud 84° 09 35” O), provincias de Alajuela y Heredia,
Costa Rica, con altitudes que van de los 1500 a los 2500 metros sobre el nivel del mar y en
una zona catalogada como de clima muy hiimedo, de templado a frio y con una estacion
seca de corta a moderada, con una precipitacion media anual de 2300 a 5100 mm y una
temperatura media anual de 12 a 15°C (Herrera, 1985). Esta zona es de actividad
principalmente lechera, aunque en los tltimos afios ha aumentado la floricultura y el cultivo
de helechos. También es de importancia economica la produccién de fresa y mora. Las
fincas de la region de Poas tienen un minimo de 3 personas por finca (entre trabajadores y
residentes) y un maximo de 18 personas por finca.

En la zona de Tilaran y alrededores, situada en la Cordillera de Tilaran, se contdé con 10
fincas dedicadas a la produccion de leche, dispuestas a colaborar. De estas fincas, 8 se
localizaron en Quebrada Grande, Arenal Viejo, Tronadora, Tierras Morenas, El Aguacate y
2 fincas se localizaron en Guayabo de Bagaces. Las 10 fincas de esta area de estudio se
encuentran entre los 500 y 1000 metros sobre el nivel del mar, y en una zona de clima
himedo, caliente con una estacion seca moderada, con una precipitacion anual de 2500 a
3100 mm y una temperatura media anual de 22 a 26°C (Herrera, 1985). Esta es una zona de
actividad lechera y de ganado de doble propdsito. En la zona de Tilaran las fincas tienen un
minimo de 5 (entre trabajadores y residentes) y un maximo de 12 personas por finca.

2.2. Censo y encuesta

Se procedio a realizar un censo en las fincas en estudio, en el que se incluy6 a la totalidad
de los residentes y trabajadores. Se excluyeron del censo a los nifios menores de 4 anos. El
nimero de personas aportadas por el censo fue de 269. De las 269 personas, 184
correspondieron a la zona de Poas (136 hombres y 48 mujeres) y 86 personas a la zona de
Tilaran (54 hombres y 32 mujeres).



A cada una de las personas en el censo se le realizd una encuesta. A cada persona se le
explico el objetivo del estudio y se le garantizo la confidencialidad de los resultados de las
pruebas. Las encuestas correspondientes a nifios menores de 12 afios fueron contestadas por
uno de sus padres o encargado.

En las fincas de la zona de Poas la encuesta se realizdé durante los meses de noviembre y
diciembre de 1998 y en las fincas de la zona de Tilaran la encuesta se realizé durante el
mes de mayo de 1999. Las fincas se visitaron varias veces cada una para realizar la
encuesta a la totalidad de las personas en estudio.

Para llenar la encuesta, el encuestador se reunié con cada una de las personas y el
encuestado contest6 a las preguntas hechas por el encuestador. El encuestador fue el mismo
para todas las personas. La encuesta incluy6 el nombre completo del encuestado, nimero
de cédula, género, lugar de nacimiento, nacionalidad, finca en la que reside o trabaja,
altitud de la finca, grupo etareo (4-10 afios, 10-20 afios, 20-30 afios, 30-40 afios, 40-50 afios,
50-60 afios o mayores de 60 afos), grupo ocupacional (ordefiador, pedn, familiar residente,
ama de casa, administrador, veterinario u otro), tiempo de residir en la finca (< 1 afio, 1-5
anos, 5-10 afios, > 10 anos), si residio en otras fincas lecheras antes (si o no), en cuales,
grado de contacto con vacunos (diario-directo, ocasional-directo, diario-indirecto,
ocasional-indirecto) y disponibilidad para permitir la toma de muestra de sangre (si o no).
También se pregunto, si alguna vez notaron la apariciéon de vesiculas asociadas a estado
gripal y se anotaron algunas observaciones. Se asignd un niimero no repetido a cada uno de
los encuestados y este fue el nimero de referencia.

2.3. Sueros humanos

La toma de muestras de sangre se realizd durante junio, julio y agosto de 1999. Se visitaron
de nuevo cada una de las fincas y se procedi6 a tomar la muestra de sangre de cada uno de
los encuestados (excepto a 6 personas del area de Poas y 2 de Tilaran, 5 de ellas decidieron
no participar en el estudio y de tres no fue posible obtener una cantidad suficiente de sangre
aunque se intentd en varias ocasiones).

En total se colectaron 262 muestras de suero de las cuales 178 correspondieron a la zona
de Poas y 84 a la zona de Tilaran. Se extrajo aproximadamente 2 ml de sangre mediante
puncion venosa a cada persona. Las muestras de sangre se colocaron en tubos vacutainer
sin anticoagulante y con etiqueta. Se mantuvieron en una hielera con hielo por varias horas
y se centrifugaron al finalizar el dia de muestreo en una centrifuga portatil a 5000 r.p.m. por
10 minutos. El suero se guardd en tubos Eppendorf en congelacion a —20°C hasta el

momento de realizar las pruebas.
2.4. Pruebas de laboratorio

Las pruebas de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Virologia de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, Heredia, Costa Rica. Se analizaron las
muestras de suero mediante el ensayo de seroneutralizacion, segin el protocolo de
Rodriguez et al. (1990). Las muestras de suero se analizaron en placas de microtitulo por
duplicado, se realizaron diluciones en base de dos de 1:8 hasta 1:32768. Paralelamente se



corrié control de virus (CV), control de células (CC), control de suero positivo (C+) y
control de suero negativo (C-). Los sueros se diluyeron con medio esencial minimo
Dulbecco (D-MEM). A cada pozo se le adiciond 100- 200 TCIDso de VEV-NJ o VEV-IN,
los cuales se obtuvieron de virus propagado en celulas VERO-E6 en el Laboratorio de
Virologia. La mezcla suero-virus se incubd por 1 hora a 37°C 6%COz, luego del periodo de
incubacion se anadieron células VERO-E6. Las placas se volvieron a incubar como se
describe arriba y se leyeron a las 48 horas para determinar el efecto citopatico. Se considerd
un suero como positivo si a partir de titulos de 1:8 en adelante el virus era neutralizado por
los anticuerpos.

2.5. Analisis de datos

Del total de sueros colectados, 12 mostraron ser citotdxicos en la prueba de
seroneutralizacion, por lo que el andlisis de datos se realizd con 174 sueros de Pods y 84
sueros de Tilaran.

En la zona de Tilaran solo se encontraron 3 casos seropositivos para VEV-IN, por
consiguiente muchas categorias de la encuesta mostraron ceros en la casilla de
seropositivos para este serotipo. Debido al tamafio de la muestra, los datos de la encuesta se
reagruparon de la siguiente forma: en cuanto a ocupacion, los peones y ordefiadores
formaron el grupo de trabajadores agricolas, los familiares residentes y amas de casa se
unieron bajo el grupo de familiares, y los administradores, veterinarios y otros se
agruparon en el grupo de otros. La edad se reagrupd en los grupos de 0-10 afios, 10 -20
afios, 20-60 afios y > 60 anos. El tiempo de residencia se reagrup6 en 2 grupos, uno de
menos de 1 afio de residencia en la finca y otro de un tiempo de residencia mayor a un afo.
El contacto con vacunos, caballos, cabras y cerdos se reagrup6 en contacto directo e
indirecto.

El ensayo de seroneutralizacion generd datos dicotomicos, positivos y negativos, y datos
numéricos discontinuos relativos a los titulos de anticuerpos. Se tomo como muestra
positiva la que mostrd un titulo de anticuerpos de 1:8 o mayor y se tom6 como muestra
negativa la que no mostrd titulo de anticuerpos en las diluciones igual o mayor a 1:8.

La primera variable determinada fue el porcentaje de seropositividad definido como el
nimero de muestras seropositivas multiplicado por 100 y dividido entre el numero total de
muestras colectadas. Esta variable se calcul6 para cada una de las dos zonas.

Para determinar si existia o no diferencia significativa en cuanto a la seropositividad entre
grupos de la misma zona, todos los grupos de cada clase se compararon entre si uno a uno,
aplicando una prueba de hipotesis para proporciones para categorias mutuamente
excluyentes y utilizando el programa estadistico Microstat.

No se hizo una comparacién por grupos entre las dos zonas en estudio, debido al tamafio de
muestra insuficiente. Se aplic6 una prueba de proporciones a la comparacion de
seropositividad entre serotipos para un mismo grupo, para ésto se asumidé que la
seropositividad es un evento independiente para cada serotipo.



También se utilizd la prueba de proporciones para determinar, entre grupos, cual es el que
tiene mayor numero de seropositivos.

3. RESULTADOS

3.1. Hallazgos generales

En el area de Poas se encontrd una seroprevalencia de 40.80% para VEV-NJ y de 16.66%
para VEV-IN. En el area de Tilaran la seroprevalencia fue de 26.19% para VEV-NJ y de
3.57 % para VEV-IN. En el area de Poas se encontraron casos seropositivos para VEV-NJ
en la totalidad de las 21 fincas estudiadas, mientras que solamente 15 de las fincas
mostraron casos seropositivos para VEV-IN. En el area de Tilaran 8 de las 10 fincas en
estudio mostraron casos seropositivos para VEV-NJ, mientras que solo 3 de las fincas
mostraron casos seropositivos para VEV-IN (Cuadro 1).

Cuadro 1.  Seroprevalencia al VEV-NJ y VEV-IN en humanos de dos areas lecheras de

Costa Rica
Area n NJ IN
Poas 174 40.80% 16.66%
Tilaran 84 26.19% 3.57%

3.2. Area de Poas

3.2.1. VEV-NJ

En cuanto a la ocupacion, se encontré que existe diferencia significativa (p< 0.01) en
cuanto a seropositividad entre el grupo que se dedica a labores agricolas (peones de campo
y trabajadores de lecheria) y el grupo de los familiares residentes que no se dedican a estas
labores. También existe diferencia significativa entre el grupo de familiares y el grupo otros
(p< 0.01). Los resultados se muestran en el cuadro 2.

En cuanto a grupos etarios, se encontrd diferencia significativa entre los grupos de 0-10
afios con los grupos de 20-60 y mayores de 60 afios con p< 0.01. El grupo de 10-20 afios
también muestra diferencia significativa con el grupo de 20- 60 afios y con el grupo de mas
de 60 afios con p< 0.01 (Cuadro?2).

Se encontré diferencia significativa en cuanto a seropositividad entre las personas que
tenian contacto directo con el ganado vacuno y los que no tenian contacto directo (p< 0.01).



No se encontrd diferencia significativa en seropositividad entre los otros grupos por clase
(Cuadro 2).

Cuadro 2.  Porcentajes de seropositividad por grupos de ocupacion, edad y contacto
con vacunos para VEV-NIJ en el 4rea de Poas

CLASE GRUPO PORCENTAJE

Agricola 54.08
Ocupacion Familiares 15.51

Otros 52.94

0-10 afios 0

10-20 afios 17.14
Edad 20-60 anos 50.40

> 60 afios 60.00

Directo 46.15
Contacto con vacunos Indirecto 2082

3.2.2. VEV-IN

En cuanto a la ocupacion, se encontré que existe diferencia significativa (p< 0.01) en
cuanto a seropositividad entre el grupo que se dedica a labores agricolas (peones de campo
y trabajadores de lecheria) y el grupo de familiares residentes que no se dedican a estas
labores (Cuadro 3).

En cuanto a grupos por edad, se encontré diferencia significativa entre el grupo de 0-10
afios con el grupo de mayores a 60 afios (p< 0.01). El grupo de 10- 20 afios también
mostrd diferencia significativa con el grupo de 20-60 afios y con el grupo de mas de 60
afios con una p< 0.01. También se encontrd diferencia significativa entre el grupo de 20-
60 afios y el grupo de mayores de 60 con una p< 0.01(Cuadro 3).

Finalmente se encontrdé diferencia significativa en cuanto a seropositividad entre las
personas que tenian contacto directo con el ganado vacuno y los que no tenian contacto
directo (p< 0.01). No se encontr6 diferencia significativa en seropositividad entre los otros
grupos por clase (Cuadro 3).




Cuadro 3. Porcentajes de seropositividad por grupos de ocupacion, edad y contacto con

vacunos para VEV-IN en el area de Poas

CLASE GRUPO PORCENTAJE

Agricola 25.51
Ocupacion Familiares 1.72

Otros 17.64

0-10 afios 0

10-20 afios 5.71
Edad 20-60 anos 19.51

> 60 anos 60.00

Directo 22.22
Contacto con vacunos Indirecto 56

3.2.3. Comparacion VEV-NJ y VEV-IN en el area de Poas

En cuanto a la comparacion de los dos serotipos (VEV-NJ y VEV-IN), se determin6 que en
el area de Poas existe una diferencia significativa en cuanto a seropositividad a VEV- NJ y
VEV-IN en el grupo de trabajadores agricolas (p < 0.01) asi como en familiares residentes
(p< 0.01).

En cuanto a los grupos de edad se encontraron diferencias significativas en el grupo de 20-
60 afios y en el grupo de mas de 60 afios (p< 0.01).

El grupo de personas que tenia contacto directo con vacunos mostr6 un nimero
significativamente mayor de seropositivos a ambos serotipos, que aquellos que tenian
contacto indirecto con vacunos.

3.3. Area de Tilaran

3.3.1. VEV-NJ

En cuanto a la ocupacion, se encontrdé que existe diferencia significativa (p< 0.01) en
cuanto a seropositividad entre el grupo que se dedica a labores agricolas (peones de campo
y trabajadores de lecheria) y el grupo de los familiares residentes que no se dedican a estas
labores. También se encontré diferencia (p< 0.01) entre el grupo de agricultores y el grupo
otros (Cuadro 4).

En cuanto a grupos etarios se encontro diferencia significativa entre los grupos de 0-10
afios con los grupos de 20-60 y mayores de 60 afios con p< 0.01. El grupo de 10-20 afios



también mostr6 diferencia significativa con respecto al grupo de 20-60 afios y con el grupo
de mas de 60 afios con una p< 0.01 (Cuadro 4).

Se encontré ademds diferencia significativa en cuanto a seropositividad entre las personas
que tenian contacto directo con el ganado vacuno y los que no tenian contacto directo (p<
0.01), como se muestra en el cuadro 4.

A diferencia de Poas, se encontro diferencia entre el grupo de personas que tenian menos
de un afio de vivir en la finca en comparacion con los que tenian mas de un afio de vivir en
la finca y también entre los que habian vivido antes en otras fincas lecheras y los que no
habian vivido antes en otras fincas lecheras (p < 0.01). No se encontré diferencia
significativa en seropositividad entre los otros grupos por clase. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentajes de seropositividad por grupos de ocupacion, edad, contacto con
vacunos, tiempo de residencia y residencia previa en otras fincas para VEV-NJ en el area

de Tilaran
CLASE GRUPO PORCENTAJE
Agricola 30.43
Ocupacion Familiares 6.89
Otros 66.66
0-10 afios 0
Edad 10-20 afios 10.52
20-60 afios 34.61
> 60 anos 100.00
Directo 32.30
Contacto con vacunos Indirecto 526
< 1 ano 8.82
Tiempo de residencia [ afio 38.00
Vivid en otras lecherias 15.78
Residencia previa No vivid en otras lec. 34.78

3.3.2. VEV-IN

En el area de Tilaran la seropositividad fue més baja que en el area de Poas, de 84 sueros
analizados en Tilaran, 22 fueron positivos a VEV-NJ y solo 3 sueros fueron positivos a




VEV-IN. Debido al bajo nimero de sueros positivos a VEV-IN no se pudo encontrar
diferencia significativa al comparar los diferentes grupos por clase.

3.3.3. Comparacion VEV-NJ y VEV-IN

En cuanto a la comparacion de serotipos por grupo, se determind una diferencia
significativa en cuanto a la seropositividad a VEV-NJ y VEV-IN en los tres grupos
ocupacionales con una p < 0.01. En cuanto a los grupos de edad se encontraron diferencias
significativas en el grupo de 10-20 afios y 20-60 afios con una p< 0.01.

El grupo de personas con mas de 1 afo de residencia en las fincas donde laboraban mostrd
mayor nimero de seropositivos que el grupo de personas que tenian menos de un afio de
residir en las fincas.

4. DISCUSION

Con el presente trabajo se demostrd que la poblacién humana que trabaja y/o reside en
fincas lecheras del area de Poas y Tilardn muestran anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-
IN.

En ambas areas el serotipo de mayor prevalencia fue el VEV-NJ, con una seroprevalencia
de 40.80% para Poas y 26.19% Tilaran, mientras que la prevalencia de VEV-IN fue del
16.66% y 3.57% para Poas y Tilaran, respectivamente. Los datos concuerdan con lo
encontrado por Cornelissen y Pérez (1987), quienes reportaron un porcentaje Omega de
64.95 para VEV-NJ y 11.36 para VEV-IN en suero bovino, por lo que consideraron mas
frecuente al VEV-NJ en Costa Rica.

La seroprevalencia determinada en el presente estudio también concuerda con Ila
seroprevalencia encontrada por el Middle América Research Unit (MARU), institucion que
analiz6 20000 sueros humanos colectados en 5 paises de Centroamérica y Panama. Los
sueros correspondian a personas de 189 comunidades rurales, y en un 48% de los sueros se
pudieron determinar anticuerpos neutralizantes contra VEV- NJ y en un 18% contra VEV-
IN ( Cline, 1976).

La diferencia significativa determinada entre los grupos ocupacionales para el area de Poas
y Tilaran es diferente. En Pods, tanto para VEV-NJ como para VEV-IN, el grupo de
trabajadores agricolas muestra mayor porcentaje de seropositividad, seguido por el grupo
otros y por ultimo el grupo de familiares residentes.

En contraste, en el area de Tilaran el grupo otros es el que muestra mayor porcentaje de
seropositividad, tanto para VEV-NJ como para VEV-IN, seguido por el grupo de
trabajadores agricolas y por ultimo del grupo de familiares residentes para VEV-NJ. Para
VEV-IN el grupo otros es seguido por el grupo de familiares residentes y finalmente por el
grupo de trabajadores agricolas Esta diferencia podria deberse por un lado a que el VEV
tenga diferentes ciclos de vida en las areas de Poas y Tilaran, o por el otro lado a que en el
grupo de otros se incluyen a administradores de finca, los cuales en el area de Tilaran



tienen mas contacto con el ganado. En el area de Tilaran, el manejo de la finca estd a cargo
del duefio de la finca o de un familiar cercano, quien vive en la finca y la administra,
mientras que en el drea de Pods los administradores no tienen tanto contacto con el ganado.
Finalmente la diferencia se puede haber debido también al tamafio de la muestra. Los
resultados concuerdan con lo expuesto por Reif ef al. (1987), quien menciond que personas
usualmente afectadas durante epizootias son veterinarios, finqueros, trabajadores de finca
y personal de laboratorio. Como factor de riesgo cita el contacto con animales infectados.
Estudios seroldgicos a personal de laboratorio y trabajadores de campo expuestos al VEV
demostraron rapida seroconversion y altas tasas de seroprevalencia. Para la misma
epizootia, Webb et al. (1987), mencion6 que solo se confirmaron casos de VEV en
personas que tenian contacto intimo o prolongado con animales infectados como es el caso
de los ordefiadores.

Otro estudio realizado en Panama por Brody et al. (1967) durante un brote de VEV-NJ
determind anticuerpos en el 71 % de personas que trabajaban con hatos bovinos infectado,
mientras que el porcentaje de seropositividad de los que no trabajaron con bovinos
infectados fue mucho menor.

Un estudio realizado en Costa Rica por Alvarado, (1999) detectd seropositividad de 37.1 %
para VEV-NJ y 13.7 % para VEV-IN en sueros bovinos de la region de Pods, lo cudl es
similar a lo encontrado en sueros humanos en este estudio.

Se pudo determinar ademas para ambas areas y para ambos serotipos, que las personas que
tuvieron contacto directo con vacunos tuvieron porcentajes de seropositividad mayores que
personas que tuvieron contacto indirecto. Esto sugiere que el riesgo de infeccion esta
relacionado con el contacto.

En ambas areas de estudio en Costa Rica se encontré que el porcentaje de seropositividad
aumenta con la edad tanto para el VEV-NJ como para el VEV-IN. Esto concuerda con lo
encontrado por Tesh et al. (1969), quien menciona un aumento de la prevalencia de
anticuerpos con la edad en la poblacién humana de El Aguacate, Panama. Esto lo atribuyen
a que VEV-NJ y VEV-IN son endémicos en El Aguacate y explica el que a mayor edad,
existe mayor probabilidad de haber tenido contacto con el virus. Los resultados encontrados
en el presente trabajo sugieren lo mismo, que VEV-NJ y VEV-IN son endémicos en Poés y
Tilaran. También la relacion directa que se encontrd entre la tasa de infeccion con VEV y el
tiempo de residencia en la comunidad, en el area de Tilaran sugiere segin Tesh et al.
(1969), que el VEV-NJ y VEV-IN es endémico en Tilaran.
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ARTICULO 2



COMPARACION DE UN ELISA COMPETITIVO Y LA
SERONEUTRALIZACION PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA
EL VIRUS DE LA ESTOMATITIS VESICULAR (serotipos New Jersey e Indiana)
EN HUMANOS

RESUMEN

Se compararon las pruebas diagnosticas de inmunoensayo enzimdtico competitivo (ELISA-
¢) y seroneutralizacion (SN) para la deteccion de anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-IN
analizando 255 sueros humanos procedentes de fincas lecheras de las regiones de Poas y
Tilaran, Costa Rica. Para el VEV-NJ la prueba de SN detectd 95 sueros positivos (37%) y
160 sueros negativos (63%), mientras que la prueba de ELISA-c detecto 81 sueros
positivos (32%) y 174 sueros negativos (68%). La prueba de ELISA-c mostré una
sensibilidad de 79% y una especificidad del 96% asumiendo la SN como prueba de oro,
ademas la prueba J de Youden determind una concordancia de 0.75 entre ambas pruebas
para el VEV-NI.

Para el VEV-IN, la prueba de seroneutralizacion detectd 32 sueros positivos (13%) y 223
sueros negativos (87%), mientras que la prueba de ELISA-c detecté 56 sueros positivos
(22%) y 199 sueros negativos (78%). E1 ELISA-c mostrd una sensibilidad del 94% y una
especificidad del 88% asumiendo la seroneutralizaciéon como prueba de oro y la J de
Youden determind una concordancia de 0.82 entre ambas pruebas para VEV-IN.

Ademas, se estandarizo y utilizd6 un Western Blot para la confirmacion de resultados de
sueros que mostraron resultados incongruentes en las pruebas de ELISA-c y
seroneutralizacion. E1 WB confirmé positivos el 100% de los 15 sueros con resultados
incongruentes en las pruebas de seroneutralizacion y ELISA-c (13 sueros positivos en SN y
negativos en ELISA-c y 2 sueros negativos en SN y positivos en ELISA-c). Estos sueros
mostraron anticuerpos contra las diferentes proteinas virales G, N, P, y M del VEV-NJ.

PALABRAS CLAVES

Estomatitis vesicular, seroneutralizacion, ELISA-c, Western Blot, humanos, Costa
Rica.



1. INTRODUCCION

La estomatitis vesicular es una enfermedad viral que ocurre en forma enzoodtica y
epizodtica en areas tropicales y subtropicales de América. Afecta a bovinos, suinos,
equinos y humanos (Hanson ef al., 1952; Nichol, 1994).

El virus de la estomatitis vesicular (VEV) pertenece al orden Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae y al género Vesiculovirus (Wagner y Rose, 1996). Los VEV son virus en
forma de bala de 100 a 430 nm de largo y 45 a 100 nm de didmetro. Tienen dos
componentes estructurales, la envoltura y la nucleocdpside. Ambas unidades estructurales
contienen proteinas (Fields et al, 1996). Poseen un genoma ARN negativo
(complementario a ARN mensajero) y se replican en el citoplasma de la célula infectada
(Kucera y Myrvick, 1985, citados por Van Regenmortel y Neurath, 1990). La envoltura
estd compuesta por una bicapa lipidica en la que se encuentran peplomeros de proteina G
(glicoproteina) y proteina M (matriz). La nucleocépside muestra una simetria helicoidal con
un didmetro de 30 a 70 nm (Fields ef al., 1996). La nucleocapside contiene una hebra
simple de ARN negativa encerrada por la proteina N (nucleoproteina) a la cual se
encuentran asociadas las proteinas L (polimerasa ARN-ARN dependiente) y P
(fosfoproteina) (Fenner et al., 1993 ; Emerson, 1976; Van Regenmortel y Neurath, 1990).

El VEV contiene 5 proteinas estructurales. La proteina G se encuentra en la superficie
externa de los rhabdovirus (excepto en la parte planar) en forma de espiculas o
proyecciones (peplomeros formados por trimeros) de 5 a 10 nm de largo y 3 nm de
didmetro. En el VEV-NJ contiene 517 aminodcidos y en el VEV-IN contiene 511
aminoacidos. Esta proteina es el principal determinante antigénico, responsable de la
especificidad del tipo (serotipo) y la produccion de anticuerpos neutralizantes. Solo existe
un 50 % de homologia a nivel de aminoacidos entre la proteina G de los dos serotipos
principales, VEV-NJ y VEV-IN (Fields ef al., 1996). El antigeno G es el responsable de la
union del virus al receptor putativo celular durante le infeccion por lo que los anticuerpos
contra la proteina G en general inhibiran la infeccion (Wunner ef al., 1985b, citado por Van
Regenmortel y Neurath, 1990).

Se han encontrado 4 epitopos antigénicos en cada proteina G los cuales reaccionan con
anticuerpos monoclonales neutralizantes. Estos anticuerpos neutralizantes no muestran
reaccion cruzada entre las proteinas G de los 2 serotipos New Jersey e Indiana. Existe un
quinto epitopo compartido por ambas proteinas G (Fields e al., 1996). También se han
definido epitopos no neutralizantes para la proteina G de ambos serotipos, y la mayoria de
anticuerpos monoclonales usados para identificar estos epitopos, muestran reaccion cruzada
entre los dos principales serotipos New Jersey e Indiana.

La proteina de matriz (proteina M) del VEV contiene 202 aminoécidos. Su funcion es la de
regular negativamente la sintesis de ARN viral y se propone que su funcidn principal es la



de interactuar con el dominio citoplasmatico de la proteina G y la ribonucleoproteina
durante el ensamblaje del virus y el proceso de gemacion (Fields et al., 1996).

La proteina N del VEV contiene 422 aminoacidos y es el antigeno comun de grupo para el
género vesiculovirus. Existe una homologia del 68% a nivel de aminoacidos entre los dos
serotipos principales New Jersey e Indiana (Fields ef al., 1996).

La proteina P contiene 274 aminoacidos en el VEV-NJ y 265 aminoacidos en el VEV-IN,
y solo muestra un 33% de homologia a nivel de aminoéacidos entre los dos principales
serotipos New Jersey e Indiana. Esta proteina presenta multiples sitios de fosforilacion
(Fields et al., 1996).

La proteina L es la proteina més grande de los rhabdovirus y contiene 2109 aminoécidos en
el VEV. Entre sus funciones estan la sintesis de ARN, metilacion y polyadenilacion de
ARN viral (Fields et al., 1996).

Los valores de masa para las cinco proteinas virales del VEV-NJ y VEV-IN son los
siguientes: proteina L=150 kDa, proteina G=70-80 kDa, proteina N=50-62 kDa, proteina P
=40-50 kDa, proteina M =20-30 kDa (Fenner et al., 1993).

Para la deteccion de anticuerpos contra la estomatitis vesicular se han desarrollado
diferentes pruebas diagnosticas, siendo las mas utilizadas la seroneutralizacion (SN), la
fijacién de complemento (FC) y las pruebas inmunoenzimaticas (ELISA)( Katz et al., 1987,
Ferris y Donaldson, 1988; Alonso et al., 1991; Ahmad et al., 1993, citados por Alvarado
1999). Los ensayos de neutralizacion se basan en el principio de que los anticuerpos virales
se unen especificamente al virus con un resultado neutralizante de la infectividad viral.
(Burleson et al., 1992). La SN detecta anticuerpos neutralizantes contra el VEV-NJ y VEV-
IN. Esta prueba ha sido ampliamente utilizada para la deteccion de anticuerpos en humanos
en estudios realizados en Panamd, Centroamérica y Colorado (E.U.A.) (Tesh ef al., 1969;
Cline, 1976; Walton et al.,1987; Reif et al., 1987; Webb et al., 1987 y Quiroz et al., 1988).
También se ha utilizado para la deteccion de anticuerpos neutralizantes contra el VEV
serotipo Alagoas en humanos en Colombia (Tesh et al, 1987). En los trabajos
anteriormente citados se realizaron pruebas de neutralizacion en monocapas de células
VERO, utilizando el método de reduccion de placa.

La desventaja que presenta la SN es que requiere de un laboratorio con capacidad para el
manejo de cultivos celulares, condiciones asépticas y mantenimiento de virus vivo, lo cual
constituye un riesgo para la salud del personal de laboratorio, ademés de que se requiere de
dos a tres dias para obtener el resultado (Afshar et al.,1993?, citado por Alvarado 1999).

La FC es la prueba mas usada para el diagndstico especifico y para determinar infeccion
temprana. Sin embargo, dificultadas en la deteccion de anticuerpos de suinos, especies
silvestres y algunos bovinos mediante FC hicieron, que se empezaran a utilizar otras
pruebas como la técnica de ELISA (Workman et al., 1986, citado por Monath, 1988).

Recientemente se han reportado en la literatura diferentes tipos de ELISA para la deteccion
de anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-IN. Sin embargo, no se ha encontrado en la



literatura estudio alguno que investigara la infeccion de VEV en humanos y que utilizara
este tipo de prueba. En 1986 Workman et al. desarrollaron un ELISA indirecto para la
deteccion de anticuerpos contra el VEV-NJ, utilizando animales infectados
experimentalmente con VEV-NJ, y el cual se caracterizdo por ser una prueba sensible,
rapida y facil de realizar. En 1993 Afshar et al. describieron un ELISA competitivo
(ELISA-c) para la deteccion de anticuerpos contra VEV-NJ y VEV-IN, basados en la
competencia de anticuerpos policlonales producidos en fluidos asciticos de raton. Usando
antigenos especificos de serotipo del VEV en el ELISA-c esta técnica podia sustituir la
seroneutralizacion (citado por Alvarado, 1999). Las ventajas que tiene la prueba ELISA es
que no requiere de equipo sofisticado, que existe menos riesgo de infeccién y que es una
prueba rapida (3 6 4 horas).

Cuando se realizan pruebas serologicas rapidas como el ELISA, los resultados de estas
pruebas generalmente se comparan con los resultados de pruebas de neutralizacion. Debe
tenerse presente, que las pruebas rapidas normalmente detectan anticuerpos unidos a
diferentes epitopos, mientras que las pruebas de neutralizacion solo detectan anticuerpos
unidos a epitopos neutralizantes.

El hecho de que la prueba ELISA detecta anticuerpos unidos a diferentes epitopos virales
aumenta la oportunidad de detectar anticuerpos que se encuentran en el suero en etapas
tempranas post infeccion y que no son necesariamente neutralizantes. En estos casos los
sueros tempranos producen resultados negativos en la neutralizacién y positivos en el
ELISA (Dinter, 1989).

En 1999 Alvarado compard el ELISA-c con la SN (prueba de oro) analizando 1106
sueros bovinos. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: el ELISA-c de VEV-NJ
demostrd tener una sensibilidad del 87,8%, especificidad del 99,0%, valor predictivo
positivo del 98,0%, valor predictivo negativo del 92,2% y un Kappa de 0.89, mientras que
el ELISA-c del VEV-IN mostr6 una sensibilidad del 63,6%, especificidad del 98,2%, valor
predictivo positivo del 85,0%, valor predictivo negativo del 94,5% y un Kappa de 0.70.

Alvarado (1999) encontr6 similitud diagnoéstica entre las pruebas de SN y ELISA-c para el
VEV-NJ, ya que el 95 % de los sueros (1049) fueron concordantes en ambas pruebas y
unicamente el 5 % de los sueros (57) mostraron resultados incongruentes, estableciendo
una concordancia entre SN y ELISA-c de 0,89, es decir que el ELISA-c tiene una similitud
diagnostica del 89 % comparado con la SN. Para el VEV-IN la concordancia encontrada
entre SN y ELISA-c fue de 0,70, lo que quiere decir que el ELISA-c tiene una similitud
diagnostica del 70% comparado con la SN.

Otras técnicas serologicas que han sido utilizadas en el estudio del VEV son la
inmunodifusion, inmunofluorescencia, aglutinacion e inmunoelectroosmoforesis (Wilks et
al., 1984 citado por Monath 1988).

El Western Blot (WB) se ha convertido en una herramienta analitica comun para la
deteccion de proteinas virales, caracterizacion de anticuerpos monoclonales y policlonales
y para determinar la especificidad de la respuesta inmune a antigenos virales. En el WB las
proteinas virales se separan por electroforesis en gel de poliacrilamida, se transfieren



electroforéticamente a papel de nitrocelulosa, y las proteinas individuales se detectan
inmunologicamente (Burleson, 1992).

Alvarado (1999) analizé mediante WB sueros bovinos con resultados incongruentes en SN
y ELISA-c y determiné para el VEV-NIJ, que 50 sueros considerados negativos en ELISA-c
y positivos en SN, 23 resultaron negativos y 27 se confirmaron positivos en WB. Estos
sueros mostraron en WB anticuerpos contra las proteinas virales G,N,P y M. Los sueros
que resultaron negativos a WB no mostraron bandas o mostraron bandas inespecificas en la
region de 55 y 60 kDa.

El presente trabajo tuvo como objetivo la comparacion de las pruebas de Elisa-c y SN para
la deteccion de anticuerpos contra el VEV-NJ y VEV-IN en humanos residentes en 2 zonas
lecheras de Costa Rica, utilizando la seroneutralizacion como prueba de referencia y el WB
como prueba confirmatoria para los sueros que presentaron resultados incongruentes en
Elisa-c y SN para VEV-NJ.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Sueros humanos

Se utilizaron 255 muestras de suero humano provenientes de las zonas de Poas y Tilaran.
Las muestras de sangre se colectaron durante Junio, Julio y Agosto de 1999. A cada
persona se le extrajo aproximadamente 2 ml de sangre por puncion venosa. Las muestras de
sangre se colocaron en tubos vacutainer sin anticoagulante y con etiqueta. Se mantuvieron
en una hielera con hielo por varias horas y se centrifugaron al finalizar el dia de muestreo
en una centrifuga portatil a 5000 r.p.m. por 10 minutos. El suero se guardé en tubos
Eppendorf en congelacion a —20°C hasta el momento de correr las pruebas.

2.2. Pruebas de laboratorio

Las pruebas de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Virologia de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, Heredia, Costa Rica.

Las muestras de suero se analizaron mediante test de seroneutralizacion, ELISA
competitivo (ELISA-c) y Western Blot (WB).

2.2.1. Seroneutralizacion

Los sueros se analizaron mediante la prueba de seroneutralizacion (SN) en placas de
microtitulo, por duplicado, se probaron en diluciones en base de dos de 1:8 hasta 1:32768
segun lo descrito por Rodriguez ef al. (1990). Paralelamente se corrieron control de virus
(CV), control de células (CC), control de suero positivo (C+) y control de suero negativo
(C-). Los sueros se diluyeron con medio esencial minimo Dulbecco- MEM (D-MEM). A
cada pozo se le anadio de 100-200 TCIDso de VEV-NJ o VEV-IN, que se obtuvo de virus
propagado en celulas VERO-E6 en el Lab. de Virologia. La mezcla suero-virus se incub6
por 1 hora a 37°C 6%CO., luego del periodo de incubacion se afiadieron células VERO-E6.
Las placas se volvieron a incubar por 1 hora a 37°C 6%CO,, y se leyeron 48 horas



después, para determinar el efecto citopatico. Se consideré un suero como positivo, si a
titulos de 1:8 en adelante el virus fue neutralizado por los anticuerpos del paciente.

2.2.2. ELISA-c

El Elisa-c se realizd segun protocolo del Centro de Biologia Veterinaria y Servicio
Nacional de Laboratorios Veterinarios (NSLD, Ames, lowa, EEUU), con algunas
modificaciones:

El antigeno recombinante (proteina N) del VEV-NJ y VEV-IN se diluy6 1: 2500 en PBS
00.1M, pH 7,4, se agreg6 75 pl a cada pozo de una placa de microtitulo Polysorb (Fa. Nunc)
menos en los pozos G11 y G12, que se utilizaron como blancos, y luego se incubd a 4°C
durante 16 horas. Se decantd el contenido de la placa, y ésta se bloqued utilizando PBS
0.01M, 5% de leche en polvo sin grasa (NFDM), 100ul por pozo, se incubd por una hora a
37°C con agitacion constante y finalmente las placas se lavaron 3 veces con PBS 0,002M,
0,05% Tween-20. Los sueros a probar se diluyeron 1:8 en PBS 0,01M, 1% NFDM,
agregando por duplicado 50pl a cada pozo, menos en los pozos A1-2 (control del diluyente),
G11-12 (blanco) y H11-12 (control positivo). Posteriormente se incubaron a 37°C por 30
minuos con agitacion constante. Los anticuerpos policlonales anti-VEV se diluyeron a
1:2500 en PBS 0,01M, 1% NFDM, se agreg6 50 pl por pozo y se incubd a 37°C por 30
minutos con agitacion constante. Las placas se lavaron 3 veces y se depositaron 50 pl por
pozo del conjugado cabra anti-IgG (H+L) raton-peroxidasa (o raton-HRP, Fa. Zymed),
diluido 1:450 en 0,01M PBS, 1% NFDM, 12.5% suero de cabra y se incub¢ la placa a 37°C
por una hora con agitacion. Posteriormente se procedié a lavar de nuevo la placa 3 veces.
Finalmente se mezcl6 1,0 mg de 3,3,5,5-Tetrametilbencidina dihidrocloruro (TMB), 20 nl
de perdxido de hidrogeno al 3% (H20:), en 10 ml de tampodn fosfato-citrato 0,05M, pH 5, y
se agregd 50ul de esta mezcla por pozo. La reaccion se detuvo con 4cido sulfirico 2M a los
15 minutos para el VEV-IN y a los 60 minutos para VEV-NJ. Inmediatamente se procedid
a leer las densidades opticas de los pozos de las placas en el lector ELISA a 450 nm. Los
resultados se interpretaron como porcentajes de reduccion de la densidad optica (DO). El
control de diluyente (A1-2) se consideré como 0% de reduccion. Para calcular el porcentaje
de reduccion se multiplicod el promedio de las densidades Opticas del suero por 100 y se
dividi6 entre el promedio de las densidades oOpticas del diluyente. A este resultado se le
restd 100, se le cambid el signo y este resultado final se establecié como el porcentaje de
reduccion.

2.2.3. Western Blot

La electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realiz6 segtn el método descrito
por Laemmli (1970), utilizando geles discontinuos verticales (8x8 cm), con geles
espaciadores (Tris HCL 0.5M, pH 6,8) de 4% y geles separadores (Tris HCL 1.5M, pH 8.8)
de 12 %.

Como muestra se utilizo VEV-NJ o VEV-IN, concentrados previamente por

ultracentrifugacion (200png / 100ul), los cuales se diluyeron 1:1 con solucion de muestra
(Tris HCL 0,01M, pH 6.8, 2% SDS, 20% de glicerol, 10% de 2-mercaptoetanol y 0.02 de
azul de bromofenol). Las muestras se sometieron a temperatura de ebullicion por 5



minutos, y posteriormente se depositaron 200 ul de las muestras sobre el gel espaciador
utilizando una jeringa Hamilton.

La fase inicial de la electroforesis se realizd con un voltaje de 75 voltios (voltaje constante)
mientras las muestras corrieron por el gel espaciador, y se aument6 el voltaje a 100 al
iniciar el paso de proteinas virales al gel separador. Al momento en que faltaba 1 cm para
que las proteinas terminaran de correr se agregd 25ul de verde de metilo 0,03% en 30% de
glicerol. La transferencia de proteinas virales a la nitrocelulosa se llevé a cabo segun la
técnica de Towbin et al. (1979), requiriéndose de un tampon de transferencia (0,025 M
Tris- Base, 0,192 M glicina, 20 % de metanol, pH 8,3) y un equipo de Trans-Blot SD Semi-
Dry Electrophoretic Transfer Cell, durante 6 horas a corriente constante (70mA).
Terminada la transferencia, la nitrocelulosa se introdujo en una solucion de caseina
hidrolizada al 4 % durante 6 horas a temperatura ambiente en agitacion constante. Después
de la fase de bloqueo, la nitrocelulosa se guard6 en una solucién de 50% glicerol, PBS,
para posteriormente ser utilizada en el WB. Para realizar el WB, la nitrocelulosa
sensibilizada con VEV-NJ o VEV-IN se corto en tiras de 3mm de ancho y se procedio a
lavarla tres veces con PBS 0.002M, 0,05% Tween-20 por 10 minutos, luego se agregaron
los sueros a probar en una dilucion de 1:50 en PBS 0,01 M, 0,05% Tween-20, pH 7.4, y se
incubaron a temperatura ambiente en agitacion constante durante 12 a 16 horas. Se
procedié a lavar 3 veces por 10 minutos para luego agregar el conjugado cabra anti IgG
humano (IgG (H+L)-POD) en una dilucién de 1:20000 en PBS 0,01M, 0.05% Tween-20, y
se incubd por 3 horas a temperatura ambiente, en agitacion constante. Posteriormente se
realiz6 otra fase de lavado, se agregé el sustrato (10mg de 3,3 diaminobencidina en 20 ml
Tris-Base 0,01M, 200ul H202, 3%), se puso en agitacion constante y se esperd a que las
bandas aparecieran en la tira de nitrocelulosa. La reaccion se pard con agua destilada.

2.3. Analisis de datos

Los sueros se analizaron mediante pruebas de seroneutralizacion, ELISA competitivo y
Western Blot para determinar anticuerpos contra los 2 sertotipos VEV-NJ y VEV-IN.
El analisis de datos se realizd con un nimero de 255 sueros humanos.

El ensayo de seroneutralizacion generd datos dicotdomicos, positivos y negativos, y datos
numéricos discontinuos relativos a los titulos de anticuerpos. Se tom6 como muestra
positiva la que mostrd un titulo de anticuerpos de 1: 8 o mayor y se tom6 como muestra
negativa la que no mostrd titulo de anticuerpos en las diluciones igual o mayor a 1:8.

El ELISA también gener6 datos dicotdmicos, positivos y negativos y datos numéricos
continuos de porcentajes de reduccion de la densidad Optica. El punto de corte del ELISA-
¢ para VEV-NJ y VEV-IN se obtuvo calculando la media de los porcentajes de reduccion
de sueros negativos en SN a VEV-NJ y VEV-IN, respectivamente, a los cuales se les
sumaron tres desviaciones estandar, obteniéndose los siguientes puntos de corte: 29.66 para
VEV-NJy 9.57 para VEV-IN.



La determinacion se la sensibilidad, especificidad y concordancia por J de Youden del
ELISA-c se realizdé por medio del programa Win Episcope 2.0 (Trusfield et al., 2001),
utilizando como prueba de oro la prueba de seroneutralizacion.

El Western Blot gener6 datos dicotomicos, positivo o negativo. Se realiz6 la prueba de WB
a 15 sueros con resultados incongruentes en las pruebas de SN y ELISA-c para el VEV-NI.
Se determind una muestra como positiva al VEV-NJ cuando se encontrd una de las bandas
especificas; en este caso anticuerpos contra las proteinas G, N, M 6 P (la proteina G con un
peso molecular (PM) de 63 kDa, la proteina N con un PM de 47 kDa, la proteina M con un
PM de 26 kDa y la proteina P con un PM de 30 kDa.

3. RESULTADOS

3.1. VEV-NJ

De un total de 255 sueros analizados, la prueba de SN detect6 95 (37.2 %) sueros positivos
y 160 ( 62.8% ) sueros negativos al VEV-NJ, mientras que la prueba de ELISA-c detectd
81 (31.8%) sueros positivos y 174 (68.2%) sueros negativos al VEV-NJ (Cuadro 1).
Comparado con la SN el ELISA-c mostr6 una sensibilidad del 78.90% y una especificidad
del 96.25%, un valor predictivo positivo (VPP) de 92.59%, un valor predictivo negativo
(VPN) de 88.50% y un valor de concordancia para ambas pruebas de 0.75 (Cuadro 2).

Cuadro 1: Deteccion de anticuerpos contra el VEV-NJ en 255 sueros humanos mediante
pruebas de SN y ELISA-c

SERONEUTRALIZACION
E
L - - )
I + 75 (29.4%) |6 (2.3%) 81 (31.76%)
S |- 20 (7.8 %) 154 (60.4 %) | 174 (68.2%)
A D 95 (37.2%) |160 (62.7 %) [255

Cuadro 2. Evaluacion de la prueba ELISA-c para el VEV-NIJ con respecto a la prueba de
SN con 255 sueros humanos

Sensibilidad | Especificidad VPP VPN J de Youden
(%) (%) (%) (%)
78.90 96.25 92.59 88.50 0.75




15 sueros con resultados incongruentes en las pruebas de ELISA-c y SN, los cuales fueron
analizados en WB, dieron los siguientes resultados: 13 sueros con resultados negativos en
ELISA-c y resultados positivos en SN (titulos entre 1:8 a 1:512) reaccionaron todos
positivos en WB, mostrando anticuerpos contra las diferentes proteinas virales G (12
sueros), N (11 sueros), P(8 sueros) y M (4 sueros). 2 sueros con resultados negativos en SN
y resultados positivos en ELISA-c reaccionaron positivos en WB, uno de los sueros mostro
anticuerpos contra las proteinas G y N, mientras que el otro suero mostr6 anticuerpos

contra las proteinas P y N. Los anticuerpos contra la proteina G del VEV-NJ se mostraron
en WB como bandas siempre fuertes y de un grosor mas ancho comparado a las bandas N,P,
y M.

3.2. VEV-IN

De un total de 255 sueros analizados, la prueba de SN detect6 32 (12.6%) sueros positivos
y 223 (87.4% ) sueros negativos al VEV-IN, mientras que la prueba de ELISA-c detecto
56 (22.0%) sueros positivos y 199 (78.0%) sueros negativos (Cuadro 3). Comparado con la
SN, el ELISA-c mostr6 una sensibilidad del 93.75 % y una especificidad de 88.34%, VPP
de 53.57%, VPN de 98.99% y un valor de concordancia para ambas pruebas de 0.82,
(Cuadro 4).

Cuadro 3: Deteccion de anticuerpos contra el VEV-IN en 255 sueros humanos mediante
las pruebas de SN y ELISA-c

SERONEUTRALIZACION
L - : z
I + | 30(11.8%) | 26(102%) | 56 (22.0%)
S 2(0.8%) | 197 (77.2%) | 199 (78.0%)
A

Cuadro 4. Evaluacion de la prueba ELISA-c para el VEV-IN con respecto a la prueba de

> | 32(12.6%)

223 (87.4 %)

255 (100%)

SN con 255 sueros humanos

Sensibilidad | Especificidad VPP VPN J de Youden
(%) (%) (%) (%)
93.75 88.34 53.57 98.99




4. DISCUSION

Con los resultados obtenidos en SN y ELISA-c para el VEV-NJ se pudo demostrar una
similitud diagndstica buena entre las dos pruebas , ya que un total de 229 sueros (89.8%)
fueron concordantes en ambas pruebas y unicamente 26 sueros (10.2%) mostraron
resultados incongruentes en ambas pruebas. La concordancia entre SN y ELISA-c fue de
0.75, es decir que el ELISA-c tiene una similitud diagndstica del 75% comparado con la
SN. También se demostr6 que el ELISA-c tiene una capacidad aceptable para diagnosticar
verdaderos positivos y una capacidad aceptable para detectar verdaderos negativos, lo que
concuerda con lo reportado por Eernisse et al. (1996) y Alvarado (1999), quienes
determinaron una sensibilidad del 88% y 87.8%, respectivamente y una especificidad del
99%, comparado con la SN.

Para el serotipo Indiana la concordancia entre SN y ELISA-c fue de 0.82 es decir que el
ELISA-c tiene una similitud diagndstica del 82% al compararse con la
Seroneutralfiizacion. También se demostrd que el ELISA-c tiene una capacidad aceptable
para diagnosticar verdaderos positivos ya que tiene una sensibilidad del 93.75 % y una
capacidad aceptable para detectar verdaderos negativos, ya que presenta una especificidad
del 88.34 % lo que concuerda con lo reportado por Ernisse et al. (1996), quienes afirman
que el ELISA-c tiene wuna sensibilidad del 88 % y una especificidad del 99 % al
compararsele con la SN..

De los 15 sueros con resultados incongruentes que se corrieron en Western Blot (WB) , 13
sueros mostraron resultados congruentes entre SN y WB. En el WB para sueros
incongruentes que fueron positivos en SN y negativos para el ELISA-c, se detectaron con
mas frecuencia anticuerpos contra la proteina G del VEV-NJ (92 %) y con menor
frecuencia anticuerpos contra las proteinas N(85%), proteina P (62%), y proteina M (31%).
Se pudo observar que los anticuerpos de la proteina N se presentaron como bandas tenues
en WB , lo que probablemente se debié a una baja concentracion de anticuerpos contra
dicha proteina viral

En contraste los anticuerpos contra la proteina G se presentaron generalmente como bandas
fuertes, lo que hace suponer que la concentracion de anticuerpos contra la proteina G es
siempre alta.. Esto podria explicar porque 13 sueros detectados positivos en SNy WB |
fueron negativos en Elisa-c , o sea que esta Ultima prueba fallo en detectarlos.. Esto podria
deberse a que el titulo de anticuerpos contra la proteina N estaba por debajo de los limites
de deteccion del ELISA-C, sin embargo el WB pudo detectar estos bajos niveles de
anticuerpos contra la proteina N (Buenger et al.,1994). Las bandas contra las proteinas P
y ,M también fueron muy tenues en el WB.

La incongruencia mostrada por ambas pruebas puede deberse a que ambas pruebas estan
detectando proteinas diferentes, la prueba de Seroneutralizacion detecta la proteiona G
mientras que la prueba de ELISA-c detecta anticuerpos contra la proteina N.

Los WB realizados, mostraron siempre una banda G fuerte, razoén por la cudl esta prueba
confirmo el 100 % de sueros positivos por SN y negativos por ELISA-c.



Los dos sueros que tuvieron resultado positivo en ELISA-c y negativo en SN, fueron
confirmados positivos por WB, estos falsos negativos en SN pudieron deberse a una baja
concentracion de anticuerpos contra la proteina G, sin embargo el WB demostrd que la
proteina G es la proteina antigénica mas importante en humanos.

Con los resultados preliminares obtenidos en WB para el VEV-NJ se puede concluir que
la diferencia en los resultados obtenidos en SN y ELISA.c se debieron probablemente a
que los anticuerpos detectados por ambas pruebas son diferentes, ya que la prueba de SN
se miden los titulos de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra la proteina G, mientras
que los anticuerpos detectados en el ELISA-c son los anticuerpos dirigidos contra la
proteina N. El hecho de que el ELISA no logr6 detectar como positivos algunos sueros, se
puede deber a que los titulos de anticuerpos contra la proteina N de estos sueros estuvo por
debajo de los limites de deteccion del ELISA-c.

Los resultados obtenidos en el presente estudio , nos permiten concluir que el ELISA —
puede ser una prueba prometedora para ser utilizada en la deteccioén de anticuerpos contra
el VEV-NJ y VEV-IN ya que presenta una sensibilidad y especificidad aceptable . Ademas
es una prueba que requiere de equipo menos sofisticado y no requiere personal tan
especializado como el requerido para las pruebas de seroneutralizacion, pudiéndose obtener
los resultados en menor tiempo en comparacion con la SN.
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