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Estandarizacion de un método de ELISA
para citomegalovirus humano

Martin R. Correa, Ana E. Arango, Jorge E. Ossa.

En este informe se presenta la caracteriza-
cion de un método de ELISA para la deteccion
de IgG especifica mediante un antigeno obteni-
do a partir de un sonicado de cultivos celulares
infectados con CMYV. La prueba se estandarizé
con base en un ELISA comercial, encontrando-
se un coeficiente de correlacion de 93 y 95 %. Se
practicaron 290 determinaciones con los sue-
ros de 188 personas.

El punto de corte para establecer la sero-
rreactividad se determiné como la media arit-
mética (x) de los delta de densidad 6ptica de los
seronegativos (considerados asi por los sueros
de referencia y los controles) mas tres desvia-
ciones estandar (S), correspondiendo a 0.3 con
lo cual se obtiene un 99% de confiabilidad.

El impacto de esta técnica se basa en la posi-
bilidad de ampliar el diagnéstico y la investiga-
cion de la infeccion y la enfermedad por CMV a
menor costo, a la vez que se adaptan tecnolo-
gias para hacer mas factible el desarrollo siste-
matico y continuado de la investigacién.

INTRODUCCION

El citomegalovirus humano (CMVH), miem-
bro de la subfamilia de los Betaherpesvirinae, se
encuentra ampliamente distribuido en la poblacion
y es responsable de graves infecciones, especial-
mente cuando se presenta en forma congénita o en
pacientes inmunosuprimidos (1-3).

En los ultimos afos el CMVH se ha hecho mas
importante debido a varias circunstancias: prime-
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ro, el control de muchas otras enfermedades infec-
ciosas congénitas y del recién nacido y muy parti-
cularmente el advenimiento de la vacuna contra la
rubéola; en segundo lugar, el apogeo de las guar-
derias por la presion laboral de las madres; tercero
la generalizacion, cada dia mayor de la practica de
los trasplantes y; finalmente, la aparicion del Sin-
drome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
En términos mas especificos, el CMVH es el res-
ponsable de por lo menos 3.000 a 4.000 casos
nuevos de enfermedad congénita en EE. UU. y en
las guarderias de ese pais se informan indices de
prevalencia de hasta el 57%. En los trasplantados
el CMVH es el principal agente viral causante de
morbimortalidad ("gnomo de los trasplantes") y
en los pacientes con SIDA la neumonia intersticial
por CMV es una de las principales causas de muer-
te, ademdas de estar asociado con la etiologia del
sarcoma de Kaposi que es la neoplasia mas comun
en este tipo de pacientes (1-11).

A pesar de la amplia distribucién y creciente
importancia del CMVH como problema médico,
se sabe poco de la epidemiologia de la infeccidon y
menos aun de los mecanismos de reactivacion de
la infeccidn latente (1,2).

Para el diagndstico de la infeccion y enferme-
dad por CMVH se dispone de métodos virologi-
cos, citologicos, serologicos y de biologia mole-
cular, ninguno de ellos perfecto. El aislamiento
del virus es el método de referencia pero es muy
demorado (hasta cuatro semanas de cultivo) y no
es especifico por cuanto un aislamiento positivo
no indica que sea el agente etioldgico del cuadro
clinico en cuestion, por lo que no tiene mucha
importancia como criterio para orientar la terapia;
la citologia, en la que se pueden detectar cuerpos
de inclusidn, no es un método sensible ni especifi-
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co; la serologia puede ser sensible (seglin el méto-
do utilizado), rapida y especifica, pero general-
mente un hallazgo positivo no es diagnodstico de
un sindrome clinico actual, sino simplemente de
un contacto previo con el virus. Recientemente se
han ensayado, aparentemente con éxito, técnicas
que combinan métodos serolégicos y viroldgicos,
la deteccion de antigeno temprano en células in-
fectadas mediante anticuerpos fluorescentes y la
deteccion de antigeno viral temprano sobre leuco-
citos de sangre periférica, con mejores resultados.
Finalmente, la hibridacion molecular no ha demos-
trado ser muy sensible para el diagnostico del
CMVH vy en la actualidad las esperanzas estan
puestas en la reaccion de polimerasa en cadena
(RPC) que es definitivamente mas rapida, mas
sensible y mas especifica, pero a la vez la mas
costosa por la inversion inicial en equipo y el costo
de los materiales absolutamente no reutilizables
(13-13).

En nuestro laboratorio estamos interesados en
problema de CMVH en el contexto del trasplante
renal, en el que uno de los factores cruciales es el
apareamiento serolégico para CMVH de donantes
y receptores, de tal suerte que se procure no tras-
plantar rifiones de donantes seropositivos a pacien-
tes seronegativos para evitar la reactivacion viral;
por esta razon nos dimos a la tarea de estandarizar
un método de ELISA que nos permitiera ofrecer
este servicio en forma mas amplia y con menores
costos; para el efecto seguimos los métodos reco-
mendados por el CDC de Atlanta y utilizamos una
prueba comercial como base para la estandariza-
cidn.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

Se estudiaron 549 personas que incluian pa-
cientes del programa de trasplantes del Hospital
Universitario San Vicente de Paul (HUSVP), can-
didatos, donantes intrafamiliares, cadaveres y per-
sonas normales.

ELISA comercial
Siguiendo las instrucciones de la casa produc-
tora (Behringwerke) se practicaron 361 determi-
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naciones de inmunoglobulina G (IgG) especifica
contra CMVH a igual nimero de personas del
programa de trasplantes: candidatos, donantes in-
trafamiliares, cadaveres e individuos normales.

ELISA local (Laboratorio de Virologia, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Antioquia).

Con la prueba estandarizada en el laboratorio,
siguiendo el protocolo que se indica més adelante,
se hicieron 290 determinaciones de IgG especifica
contra CMV con los sueros de 188 personas: can-
didatos, donantes intrafamiliares, cadaveres e in-
dividuos normales.

Para estudiar el grado de correlacion entre las
dos pruebas, se estudiaron 29 sueros con las dos
técnicas en dos ocasiones diferentes, incluidos tres
sueros de alto, mediano y bajo titulo donados gen-
tilmente por el Dr. Y. Pervikov de la OMS (Gine-
bra).

Protocolo para el ELISA local

Preparaciéon de antigeno: 1. Se infectd una
monocapa de fibroblastos (HLF) y se incub6 a37°C
en camara humeda con C0, al 5%, hasta que se
presentd 50% de efecto citopatogénico. Luego se
desprendieron las células con un policia de caucho
sin descartar el medio y se lavd el sedimento celular
con PBS dos veces. 2. Al sedimento se le agregé
buffer de glicina (0.05 M, ph 9, 40 mL de buffer
por cada centimetro de sedimento) y se congeld a
-70°C. 3. El material se sometié a sonicacién dos
veces durante cinco segundos cada vez y luego se
centrifugd a 2.400 rpm por cinco minutos. 4. Se
descartdé el sedimento y el sobrenadante se
almacené y congel6 en alicuotas a-70°C.

Titulacion del antigeno: se descongeld y dilu-
yo 1:100, 1:200 y 1:250 y se utilizaron estas dilu-
ciones para sensibilizar platos y determinar asi la
mejor dilucién de trabajo.

Cubrimiento de platos (NUNC immuno pla-
te UIl): 1. Se descongeld el antigeno y se prepard
la diluciéon recomendada en buffer de carbonatos
(pH 9). 2. Se colocaron 100 uL en pozos marcados
como positivos. Como control negativo, se utiliz
un sonicado de fibroblastos (HLF) no infectados,
que habian sido sometidos al mismo procedimien-
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to descrito para las células infectadas. Se coloca-
ron 100 pL en pozos marcados como negativos. 3.
Se incubd por 16 horas a 4°C. 4. Se lavo una vez
con PBS-1% de albiumina bovina. 5. Se fijé con
150 pL de formalina tamponada, por 10 minutos a
temperatura ambiente. 6. Se lavd tres veces con
PBS. 7. Se agregaron 150 puL de PBS-1% de albu-
mina bovina se incubd 30 minutos a temperatura
ambiente; se descartd el liquido y se dejo secar. 8.
Los platos sensibilizados se almacenaron a-70°C,
en bolsas plasticas selladas.

Prueba de los sueros. 1- Con platos y reacti-
vos a temperatura ambiente, se procedid a hidratar
los pozos con 100 pL de PBS-1% albimina bovi-
na por 10 minutos a temperatura ambiente. 3. Se
diluyeron sueros 1:500 (en buffer de dilucién). 4.
Se colocaron 100 pL de la dilucién de suero en los
pozos respectivos (cuatro pozos por cada muestra;
dos con antigeno y dos controles). 5. Se cubrié el
plato con plastico adherente y se incub6 en bafio
Maria (sobrenadando) por 60 minutos a 37°C. 6.
Se lavo tres veces con solucion de lavado
(PBS-tween). 7. Se agregaron 100 pL del conju-
gado (anticuerpos de conejo especifico de cadena
pesada, acoplados a fosfatasa alcalina), diluido en
PBS-tween, y se incubd nuevamente por 60 mi-
nutos en bafio Maria. 8. Se lavo tres veces con
PBS-tween. 9. Se agregd el substrato
(p-nitrofenilfosfato, 100 pL de la solucién) y se
incubd por 45 minutos protegido de la luz, a tem-
peratura ambiente. 10. Se agregaron 50 pL de
NaOH (2N) para parar la reaccién. 11. Se ley6 a
405 nm en un lector de ELISA (Dinatek II).

Anadlisis estadistico

Se realizo analisis de regresion lineal para el
estudio de correlacion de las pruebas. Se utilizé un
computador APC IV NEC con impresora EPSON
FX-1050 y el programa estadistico STATGRA-
PHICS versidén 2.6.

RESULTADOS
Se practicaron 651 determinaciones de IgG
especifica contra CMV: 361 con el ELISA comer-
cial, 290 con el ELISA local, 29 con ambas técni-
cas.
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La Figura 1 muestra la distribucion de los delta
de densidad optica (DO) de 361 determinaciones
(361 personas) con el ELISA comercial para
CMVH; se observan cuatro grupos correspondien-
tes anegativos y positivos altos, medianos y bajos.
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Figura 1. Poligono de frecuencias de los delta de densidad éptica (DO) en la
delerminacidnde IgG en candidatos y donantes para trasplante renal mediante
ELISA comercial.

En la Figura 2 vemos la distribucion de los delta
de DO de 290 determinaciones (188 personas) con
el ELISA local. Como puede verse este patron es
semejante al observado con el ELISA comercial.
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Figura 2. Polfgono de frecuencias de los della de densidad éptica (DO) en la
determinacidnde [gG en candidatos y donantes para trasplante renal mediante
ELISA local.
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Figura 3. Andlisis de regresidn, modelo lineal, determinacidn de [gG en para-
lelo.

Al analizarla distribucidn de frecuencias de los
delta de DO del ELISA comercial se observa gra-
ficamente que el punto de corte para considerar
como seronegativo un suero corresponde a un valor
de 0.3 (Figura 1), mientras que con el ELISA local
se desplaza a 0.35 (Figura 2).

En un analisis de regresion lineal simple se ob-
tuvo un coeficiente de correlacién de 93 y 95%
entre los resultados de las dos técnicas (29 mues-
tras en total), realizadas en dos fechas diferentes
(Figuras 3 y 4). Se corrobord que las dos pruebas
se comportaron en forma semejante al obtenerse
valores de DO de 0.2 con el ELISA local, para el
valor dado de 0.2 de DO del ELISA comercial, en
las diferentes ocasiones.

El punto de corte del ELISA comercial, esta-
blecido por el laboratorio productor es de 0.2; lo
cual es corroborado con los datos que mostramos
en la Tabla 1. Se observa que las muestras consi-
deradas negativas tienen una X=0.02 =+ 0.07; ob-
teniéndose: X + 3S =0.2.

Para el punto de corte del ELISA local, la X de

- Tabla 1. Determinacidn del punto de corte de seronegativos para IgG-CMV
con ELISA comercial

Figura 4. Andlisis de regresidn, modelo lineal, determinacién de IgG en para-
lelo. .

los sueros considerados negativos con la prueba
comercial es 0.02 £ 0.07. Obteniéndose: X + 3S =
0.27. Basados en estos resultados, establecimos el
punto de corte del ELISA de nuestro laboratorio
en 0.3 (Tabla 2), lo cual asegura un margen de
confianza del 99%.

DISCUSION

La técnica ELISA, descrita desde 1971 en Sue-
cia y Holanda (19, 20), revolucioné el mundo de
la serologia y particularmente el diagnostico de
las infecciones virales, acercandose al ideal de un
diagnostico rapido, especifico y sensible que es el
punto critico de la virologia clinica. La versatili-
dad de esta prueba ha permitido a través de los
afios modificarla y mejorarla, permitiendo la de-
teccidon cualitativa y cuantitativa de antigenos o
anticuerpos. Igualmente se han variado los siste-
mas marcadores: enzimaticos, fluorescentes, lumi-
niscentes, contribuyendo, todo esto a una expan-
sion dramatica de las aplicaciones de la prueba
(21,22).

Tabla 2. Determinacion del punto de corte de seronegativos para IgG-CMV
conELISA local

X S X+18 X +28 X +38

X S X+18 X+28 X +38

0.02 0.07 0.09 0.16 0.2

0.01 0.09 0.09 0.18 0.27

X=Media aritmética
S= Desviacion estindar
Sueros considerados negativos

X=Media aritmética
S=Desviacién estdndar

Sueros considerados negativos (por referencia)
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La prueba estandarizada en nuestro laboratorio
para la determinacion de IgG especifica contra
CMV, demostr6 un comportamiento similar al
ELISA comercial utilizado, el cual, incidental-
mente, resulté ser el de mayor confiabilidad entre
otros cinco nombres comerciales comparados (23,
24).

La relacion de los resultados fue mas estrecha
con los sueros negativos o de titulo bajo, mientras
que a densidades Opticas mayores los resultados
tuvieron la tendencia a estar mas separados. Es de
resaltar el hecho de que para el valor 0.2, punto de
corte del ELISA comercial, también corresponde
0.2 en el ELISA de nuestro laboratorio, con los
dos analisis de regresion lineal realizados.

El ELISA para el diagnéstico de CMV se con-
sidera 100% sensible y especifico, excepto cuan-
do se trata de deteccion de IgM, donde el factor
reumatoideo puede ser una fuente se errory por lo
tanto se recomienda la absorcion de los sueros con
proteina A estafilocdccica o prueba de inmuno-
captura para la detecciéon de este isotipo (12,13,
25).

Si bien la serologia para CMV soélo tiene im-
portancia para el diagnostico de una infeccion
aguda en neonatos, donde un resultado positivo
para IgM es indicativo de infeccion intrauterina, la
prueba puede tener gran utilidad para realizar es-
tudios epidemioldgicos, en caso de sospecha de
infeccidon durante el embarazo, el apareamiento de
candidatos y donantes de trasplantes y mas recien-
temente en la seleccién de donantes de semen en
programas de reproduccidn artificial (12, 26).

No se sabe cual pueda ser el significado de las
diferencias en niveles de anticuerpos IgG para
CMV, que se encuentran en la poblacién (altos,
medianos y bajos). Podria especularse que un alto
titulo en un paciente determinado podria ser una
indicacién de reactivaciones mas frecuentes (aun-
que también podria indicar una infeccién recien-
te), y por lo tanto podria pensarse que este indivi-
duo tendria un mayor riesgo de ser trasmisor de
virus mediante la donacién de érganos; a éste res-
pecto Chou y Norman han informado que s6lo 60%
de los donantes seropositivos serian transmisores
del virus; es decir serian infectantes (28).
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Igualmente, en receptores con titulos bajos para
IgG especifica contra CMV podria pensarse que
se trate de pacientes con menor experiencia inmu-
noldgica para el virus (aunque también puede ser
un infeccién antigua), y por ende méas susceptibles
de reinfeccién. Si bien estas consideraciones ten-
drian que tener en cuenta el grado de inmunosu-
presion del paciente con insuficiencia renal croni-
ca, el grado de histocompatibilidad con el posible
donante y el tipo de terapia inmunosupresora, estas
inquietudes podrian representar un productivo
campo de investigacion.

La IgM no es diagnoéstica de infeccidn reciente
en adultos, pues existen casos en los que se pre-
senta aumento de este isotipo y existen otras enti-
dades, como el SIDA, que pueden presentar nive-
les persistentes de este anticuerpo. Adicionalmente
en el caso de los trasplantados, por la inmunosu-
presioén, no se espera una respuesta inmune muy
conspicua (12).

Algunos autores han sugerido que aquellas in-
fecciones agudas que no estan acompaifiadas de
IgM podrian deberse a reativaciéon y en el caso
contrario, se deban a reinfeccién; a este respecto
es oportuno sefialar que otros investigadores con-
sideran que la reinfeccidon puede ser mas frecuente
que la reactivicion de la cepa del virus enddgeno
(28-30).

El efecto del diagnostico seroldgico de infec-
cién por CMV mediante IgG en trasplante renal
tiene su mayor impacto en el apareamiento donan-
te/receptor, buscando siempre donantes negativos,
pero particularmente tratando de buscar que un
receptor negativo no reciba un trasplante de do-
nante positivo. En la realidad este ideal se dificulta
por las altas tasas de prevalencia de la infeccion en
la poblacidn general, mas alta aun para el grupo de
receptores y donantes de trasplante renal.

Los anteriores conceptos estan respaldados por
multiples informes de la literatura que indican que
las tasas de infeccion, enfermedad y muerte son
mayores en parejas donante positivo-receptor
negativo, en las cuales la mortalidad varia entre
17% (31) y 29% (32). En parejas de doblemente
negativos el receptor no tiene, l6gicamente, ningin
riesgo de sufrir una reactivacion pero una infeccion
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primaria en estas circunstancias puede resultar
mucho méas devastadora.

Como nos lo propusimos al iniciar el trabajo,
hemos logrado estandarizar una prueba reproduci-
ble, sensible y especifica, con la cual, en una for-
ma mucho mas econdémica, podremos seguir sir-
viendo a los pacientes del programa de trasplantes
a la vez que podremos ampliar el rango de investi-
gaciones para cubrir aspectos mas generales de la
epidemiologia de la infeccion.

SUMMARY

This report describes the standarization of an
ELISA technique for detecting Cytomegalovirus
specific IgG. The antigen was obtained from a Cy-
tomegalovirus infected tissue culture by glycine
extraction and sonication. 290 determinations with
serum samples from 188 persons were performed.
The results obtained with the test were compared
with the results of a commercial ELISA. The co-
rrelation coefficients between our test and the
commercial ELISA test established at different
moments were 93 and 95% respectively.

The cut-off value between a positive and a
negative result was 0.3, with a confidence interval
0f99%, determined as the aritmethic mean plus 3
standard deviations from the differences of optical
density from reference negative sera. The technique
that we developed is of great value because it is
cheaper than others and allows to offer a broader
and more systematic diagnostic and research tool
in human cytomegalovirus infection and disease.
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