ADAPTACION DE UNA TECNICA DE INMUNOSORBENCIA (ELISA) A LA DETECCION

DEL VIRUS DEL RAYADO FINO DEL MAIZ EN SU INSECTO VECTOR!/

Summary

CARMEN RIVERA®
RODRIGO GAMEZ*

An enzyme-linked nnmunosorbent assay {ELISA) was adapted for the detection
of mdaize rayado fino virus (REV ) in its insect vector Dalbulus maidis. Optimization of
experimental conditions for the assay included the use of anti-RFV immunoglobulin G
(1eG) pwrified by ion exchange chromatography and the determination of critical
concentrations of the enzyme-lgG conjugare, Tween 20 and bovine serum albumen.
Under the experimental conditions described in this work, it was possible fo detect
wiral antigens in individual leafhoppers at concentiations of less than | 0 ng

Introduceion

amplia distribucién en los tropicos americanos

(7), es transmitido por el cicadélido Dalbudus
matdis Delong & Wolcott de munera persistente, mul-
tiplicdndose también en este insecto vector (6, 13)

E ! virus del rayvado [ine del maiz {VRF), de

El estudio del ciclo biolégico del VRF en D
maidis ha requerido del desarrollo y adaptacién de
métodos directos de deteccion del virus en Jos tejidos
del insecto Las técnicas serclégicas convencionales
de inmunoprecipitacion no han permitido su detec-
cién, aparentemente debido a la baja concentracion
que alcanza el virus en los organos del vector Por otra
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parte la técnice de inmunosorbencia con lipados enzi-
méiticos conocida c¢omo ELISA (enzyme-linked
imimunosorbent  assay) descrita originalmente por
Vaoller er @/ (14), ha sido utilizada en numerosos
estudios efectuados con muy diversos virus de plan-
tas. Debido a sn alta sensibilidad se ha usado parti-
cularmente en casos en que estos virus alcanzan en
los tejidos infectados concentraciones menores a las
detectables por los métodos serolégicos vsuales (3)

Lu técnica de ELISA ha sido aplicada exitosamen-
te a la deteccion del VRF en plantas e insecios en
Costa Rica (8, 13) y los Estados Unidos (2, 9) En
el presente trabajo se describen, en forma detallada
Ias condiciones experimentales del sistema de ELISA
optimizado, que ha permitido la deteccién del VRF
en [} maifdis en concentraciones menores a 1 ng.

Materiales y métodos
Aistamiento y purificacion del virus

Se utilizo el mismo aislamiento del VRF descrito
por Gimez (5, 6). El virus fue mantenido en plantas
de maiz, cultivar Tice H4 y Ia transmision del virus
de una planta a otra se realizd por medic de insectos
vectores de la especie O maidis en la manera anterior-
mente descrita (6). El virus [ue purificado a partir de
tejido vegetal fresco de acuerdo a métodos previa-
mente establecidos (7, 10). La concentracién del
virus purificado fue determinada por el método de
Lowry {11}
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Preparacion del antisuero

El antisuero contra el VRF se prepur6 en conejos
Todas las dosis se aplicaron en forma intrarnuscular
en las patas traseras del animal, de acuerdo al siguien-
te esquema de inmunizacion: se inyectd una primera
dosis de 3 mg de antigeno puro, emulsionado en 1 ml
de adyuvante de Freund completo (Difco) Diez dias
después se aplico una segunda dosis de 3 mg de anti-
geno emulsionado en 1 ml de adyuvante de Freund
incompleto v diez dias més tarde una tercera dosis
de 6 mg de antigeno en 1 ml de alginato de sodio
como adyuvante Dos meses después de la tercera
dosis, se inyectd un refuerzo de 6 mg de antigeno
et 1 mil de adyuvante de Freund completo. A partir
de la tercera dosis y cada diez dias, el animal fue
sangrado de Ja vena marginal de la oreja, determi-
ndndose el titulo del suero por reoforesis (12). Un
mes después de aplicado el refuerzo, se sangré el
animal en su totalidad, directamente del corazon
El antisuero obtenido alcanz6 un titulo de 1:128.

Purificacion de Ia Inmunoglobulina G (IgG)

La IgG anti-VRF se purificd por cromatografia
de intercambio idnico en columnas de DEAE-
Sephadex A-50, a partir del antisuero preparado en
conejos. Fue necesario determinar la fuerzza idnica a
Ia cual Ia fraccion Igh no era cetenida por el gel inter-
cambiador, lo cual se hizo de acuerdo al siguiente
método: 1) la igG del suero fue precipitada con
sulfato de sodio al 18% p/fv segin el método descrito
por Fudenberg (4); 2) el precipitado obtenido se re-
suspendio en un tampon de fosfato de potasio 0.2 M,
pH 6.3 (KP), dializindose por 24 horas contra un
tampon KP 0.02 M y 3) de inmediato se cargo en una
columna de DEAE Sephadex A-50 equilibrada en
tampon KP 002 M, condiciéon en que las proteinas
séricas son retenidas; 4) €l material retenido se eluyé
con up gradiente de concentracion de 002202 M
KP, Las fracciones fueron separadas en un analizador
de uitravioleta ISCO Modelo UA-5, midiéndose su
indice de refraccion a 25°C en un refractometro de
Abbé (Bausch & Lomb); 5) la molaridad de cads frac-
cion fue calculada a partir de su indice de refraccion
interpolando entre los valores de los tampones (0 02
y 02 M KP, (Figura 1); 6) Se determindé por reo-
foresis qué fraccionss eran positivas contra el anti-
geno viral encontréndose que la totalidad de la 1gG
anti-VRF eluia a una concentracién 0.06 M (Figu-
ra 1),

Una vez determinada la concentracion a que ehuia
la IgG se hizo una purificacion de prueba de ésta de
acuerdo al método descrito en la Figura 2, el cual fue
luego utilizado como método de rutina. El fracciona-
miento fue seguido por una inmunoelectroforesis en
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Fig 1 Elucion de la fraceitn 1gG de un suere antbVRF, de
una columna de intercambio ionico DEAL-Sephadex
A-50. La elucidn de la IgG se hizo con un gradiente
de moluridad (-——— de un tampon de {osfato de
potasio (KP) pH 72 de 002 Ma 02 M Laaborban-
cia (——) de Jas frucciones se determing a 280 nm.
Lu 1gG eluye de 0.03 M a 0.06 M (¢-—); las fmceio-
nes comprendidas er ese rango redccionaron con el
VRFE por reoloresis

apar (1), mediante 'a cual se comprobd la actividad
bioldgica anti-VRF y la pureza de la fraccion IgG
obtenida (Figuras 3, 4).

Preparacion de los insectos

Para la obtencién de insectos infectados con el
VRF se empled el método antes descrito {6). Ninfas
de tercer v cuarto estadio se alimentaron durante un
dia en hojas de maiz infectado (periodo de adquisi-
cion del virus), transfiriéndose luego por 25 dias
(periodo de incubacién) a plantas sanas de maiz. Los
insectos asi tratados se denominaron “‘expuestos”
y fueron utilizados en las diferentes pruebas realiza-
das para calibrar ef método de ELISA.

Preparacion del conjugado fosfatasa alealina — IgC

Para ia preparacion del conjugado, 1 mg de fosfa-
tasa alcalina (Sigma, Type VII) fue disuelto en 1 ml
de IgG, de una concentracion de Img/ml, dializdn-
dose la preparacion conira un tampon de fosfato
0.01 M, pH 7.4, NaCl 0.15 M (PBS) por 24 horas 2
4°C A esta preparacion se le agregd glutaraldehido
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Fig. 2. Purificacion de ia fraccion [gG en coluinnas de inter-
camnbio ionico. El suero completo anhi-VRF sc filtro
a través de una columna de Sephadex G-235 M (a).
La fraccion filtrada {FF) se pasd por una columna
de DEAL-Sephadex A-50 (b) equilibrada con el
tampon KP 0.06 M, eluyendo dirsctamente 1a frac-
cion IgG. Las proteinas séricas {PR) que quedaron
retenidas fueron eluidas em una 2a. etapa con un
tampon KP 0.6 M. La absorbencia de las fracciones
se determing a 280 nm.

hasta alcanzar una concentracion final de 0.2%, incu-
bandose luego por 2 horas a temperatura ambiente
(22 % 2°C), sometiéndose a didlisis por 14 horas
contra PBS y agregindosele luego albimina bovina

al 1% . La preparacion fue envasada en alicuotas v se
guardé a 4°C.

Adaptacion del Método de ELISA

La prueba de ELISA se realizd con algunas modifi-
caciones en la forma descrita por Valler ef al. (14).
Los platos de microtitulacion de poliestirena (Cooke
u 129 A) se prepararon adsorbiendo lgG anti-VRF
a una concentracion de 1 ug/ml en un tampdn de
carbonato de sodio 0.01 M pH 9.6. Los platos selia-
dos se colocaron 6 dias en cdmara himeda a 4°C,
lavindose luego tres veces con un tampon de fosfato
0.01 M, pH 7.4, NaCl 0.15 M; Tween-20 0.05% (PBST
0.05) vy secandose a temperatura ambiente. Seguida-
mente, los platos fueron incubados por 14 horas a
4°C con un tampén de carbonato de sodio 0.01 M,
pH 9.6, polivinil pirrolidona 2%, , alblimina bovina
0.1%. Se lavaron tres veces con PBST 0.05, se seca-

Fig. 3. Inmunocelectroforesis en agar de! suero e [gG anti-
VRF. Las muestras del antisuero completo (1) ¢
IgG (2) anti-VRF se corrieron por inmunoelectro-
forcsis 2 h a 50 v y 30 mA. El antigeno puro del
VRI' se colocd posteriormente en el canal central,
dejandose reaccionar por 24 h, demostrindose la
actividad biologica anti-VRI de la fraccion 1gG.

Fig. 4. Inmunocelectroforesis en agar de la IgG y las protei-
nas séricas retenidas (PR}, Las fracciones obtenidas
de las celumnas de intercambio ionico (Fip. 2),
correspondientes a la [gG (1) y a 1as proteinas séricas
retenidas (PR) (2} de un suero anti-VRE se corricron
por inmunoelectroforesis 2 h a 50 v y 30 mA. Enel
canal central se coloco un suero completo anti-cone-
jo dejandose reaccionar por 24 h. La fraceién IgG no
presento contaminacion con las proicinas presentes
en la ulra fraccion (PR).

ron y guardagon a 4°C en belsas plasticas. Para la
deteccion del antigeno viral, los platos sensibilizados
s¢ mantuvieron por 14 horas a 4 C con las muestras,
lavandose tres veces con PBST 0.5, secandose inme-
diatamente. Luego se incubaron con el conjugado
enzima-Igls a una dilecién de 1:500 en un tampon
PBS con diferentes concentraciones de Tween-20 y
albumina, a 37°C y por diferentes periodos de tiem-
po. Fueron lavados de nuevo tres veces con PBST 0.5
agregiandose luego el sustrato por periodos diferentes.
Como sustrato se uso p-nitrofenil fosfato (Sigma
Chemicals) a una concentracién de 1 mg/ml en un
tampon dietanolamina 1 M, pH 9.8 {tampo6n sustra-
Lo}, los valores de ELISA se obtuvieron leyendo la
absorbencia de éste a 405 nm en un espectrofotome-
tro 20 Beckman,

Resultados
I. Purificacion de la 1gG

Los resultados de la inmunocelectroforesis de las
fracciones no retenida v retenida en la columna de
intercambio idnico se observan en las Figuras 3 y 4.
La fraccion no retenida, al probarla contra el anti-
geno viral, produjo una sola banda correspondiente
a la IgG pero mds débil que la presentada por el anti-
suero completo. La misma fraccion contra €l suero
anticonejo comercial (Sigma Chemicals} dio una ban-
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da correspondiente a la IgG mientras que la fraccion
refenida dio una serie de bandas de precipitacion
correspondientes al resto de las proteinas séricas, no
cbteniéndose ninguna banda de [gG.

Il. Adaptacion del Método de ELISA

A. Recubrimiento de platos y concentracién opti-
ma del conjupade En estudios preliminares se deter-
minaron como opfimas una concentracién de IgG de
1 ug/ml para el recubrimiento de los platos, y una
dilucion del conjugado de 1:500.

B. Eliminacion de las reacciones inespecificas pro-
ducidas por extractos de insectos.

I-— Efectos de diferentes concentraciones de
Tween 20 y albdmina en la preparacion de insectos.

Cuatro grupos de insectos sanos fueron macerados
a diluciones de 1:200 p/v en PBST 0.05, PBST 01,
PBST 0.2 y PBST 0.5 respectivamente El grado de
reaccion inespecifica fue notoriamente mds bajo
con el PBSAT 05 que con los otres tratamientos
(Cuadro 1),

2— Efecto del Tween 20 v la albimina como dilu-
yente del conjugado. Los insectos sanos fileron mace-
rados individualmente en PBSAT 0.5 2 una dilucion
de 1:200 p/v. El conjugade IgG-enzima fue diluido
1:500 en el mismo tampon, a diferencia de pasos
anteriores en que se preparaba en PBST 0.05 Los
resultados obtenidos aparecen en el Cuadro 2, en el
que se aprecia ¢que la reaccion inespecifica tuve valo-
res insignificantes.

3-- Efecto del Tween 20, y la albiimina sobre el
antigeno viral. Se utilizaron dos preparaciones puras
del antigeno viral, diluidas 1:500 en un PBST 0.5 y

Cuoadeo 1. Efecto de diferentes concentrzciones de ‘T'ween
20 y albGmina en la reaccion inespecifica obte-
nida con extractos de insectos sanos por ¢l mé-

todo de ELISA.
e - o T T e
Concentracion (%) Absorbencia a 405 nm**
Tween Albémina &
0.08 - 0500127
010 - 030+ 0034
020 - 02810045
{} 50 i 023+0015

* Las insectos fueron macerados en grupos a una dilucién
1:200 p/v en PBS que contenia diferentes concentracio-
nes de T'ween y albitmina

** Promedio de tres repeticiones

Cuadro 2. Efecto del PBSAT 0.5 como diluyente del conju-
gado IgG-enzima y de los extractos de incectos
sanos en lag reacciones obtenidas en Ia prueba de

ELISA®
P T e e e e T e e
Experimento No, insectos Absorbencia 405 nm (X)
No. probados Extracto de Conjugado
insectos
| & 001 + 0015 0.06
1 36 0.00
3 12 Q020017
4 i8 0.00

e o

* Los inseclos fueron macerados individualmente o ung
dilucion 1:200 p/v en un tampdn de fostato 0.01 M pH
7.4, NaCl 0 15 M, Tween 20 0.5%, albimina 455(PRSAT
#.5) LI misme lampon fue vsade como diluyente del
conjugiudo [gG-enzima

PSSAT 0.5 Ambas se probaron con el conjugado
1:500 preparado en un PBSAT 0.5. Se observé que
cuando el antigeno era preparado en el tampdn que
contenia albimina daba mejores resultados que
cuando era preparado en el tampoén sin albimina,
ya que la absorbencia fue notoriamente mayor en el
primer caso (Cuadro 3).

C. Determinacion de los tiempos 6ptimos de incu-
bacidn para el conjugado IgG-enzima y el sustrato.

Para determinar los tiempos éptimos de incuba-
cion para el conjugado y el sustrato, fueron utilizados
platos recubiertos con IgG a una concentracion de
! ug/ml ¢ incubados por 2 horas a 37°C con un anti-
geno viral a una dilucién de 1:128.000 y extracto de
insectos sanos individuales 1:200, Las pruebas reali-
zadas fueron las siguientes:

i) un tiempo de incubacidn para el conjugado de
12 h a 4°C contra diferentes tiempos de incubacion
del sustrato (1/2, 1,2,3,4, 5 k) a 37°C. Tanto en los
insectos sanos como en el conjugado, conforme
auments el tiempo de incubacion del sustrato aumen-
to ia reaccidn inespecifica (Cuadro 4). 2) Dos diferen-
tes periodos de incubacion para el conjupado comeo
para el sustrato (Cuadro 5) Esto permitid establecer
come aptimos los periodos de incubacién de 2 h tan-
to para el conjugado como para el sustrato.

Il Deteccion del virus en los insectos

Los resultados de las pruebas de detsceidn del
vitus en insectos expuestos al antigeno viral se en-
cuentran en el Cuadro 6. Los insectos fueron macera-
dos individualmente a una dilucion 1:200 pfv en
PBSAT 05 y probados por ELISA utilizando las
condiciones Optimas descritas anteriormente. Se
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Cundro 3. Efecto del Tween 20 y la nfbamina sobre el anti-
geno viral en la prucba de ELISA.

Antigeno¥ Traiamiento Absorbaneia a
405 nm** (%)
A PBSAT 0.5 1.45 = 3,061
PBST 05 124 + 0046
B PBSAT 0.5 120 = 0040
PBST 05 1090011

A T e e L e SO r—
Se ulilizaron dos antigenos viesles de dilerentes purifi-
caciones (A y B), cuda uno de eflas dilvido 1:500 en un
tampon de losfato 001 M pH 7 4, NaCl 0.15 M, Tween

20 G6.5% con slbumina ut 4% (PBSAT 0 5) y sin bt
(PBST 0 5).

** Promedio de tres repeticiones

tomaron como positivos para antigeno viral aquelios
vajores de absorbencia a 280 nm mayores que la me-
dia (x) de los insectos sanos mis tres desviaciones
estandar (3s) {p = 0.003). El antigeno viral fue detec-
tado en 23 de los 62 insectos “expuestos”, cbtenién-
dose valores de absorbencia 2 405 nm que oscilaron
entre 0.06 y 1.76, correspondientes a concentracio-
nes estimadas de proteina de 0.2 nga 5 09 ng por in-
secto

Discusion

i1 método de EEISA ha sido utilizado en los ul-
timos afios en la deteccién de virus de plantas princi-
palmente debido a su alta sensibilidad. Nuestros resul-
tados indican que este método fue lo suficientemente
sensible para detectar el VRF en concentraciones
extremadamente bajas en insectos individuales (Cua-

Cuadro 4. Determinacion del efecto del tiempo de incubacién del sustrato en Ia prueba de ELISAY.

—— T S P e e ey st —re i i
Tiempo de incubacion del Absorbencia a 405 nm#**
sustralo (horas) (x)
Antigeno + conjugade  [nsectos sanos + conjugade Conjugado Sustrato
1/2 0710034 006:0 006=+0 0
1 1100025 011 +000S 01t +0005 0
2 182+0032 0.26 + 0057 0.23 2 0.059 0
3 31020123 0870420 0320017 0
% 404 £0123 08t =0157 BD34+0016 0
5 48620129 0770123 0400 G
e e erere e e = e e iy Lyt v wa = —ay=vemrroen)

*

** Promedio de tres repeticiones

S utilizd un periodo de 12 horas para la incubacion de conjupado

Cusdro 5. Comparacion de diferentes tiempos de incubacion del sustrato y del conjugado IgG-enzima en l1a prueba de ELISA.

R s R e e e s

SRS S e T

Absorbancia a 405 nm** (%)

Tiempo incubacion

Tieatpo incubacion sustrato (lt)

def conjugado

(k) ! 2
Antigeno Insecto sano Canjugado Antigeno Insecto sano Conjugndo
i 022+ 0060 0 0010023 054+ 0034 030012 0020000
2 G640 147 G 003 £ 0042 1150092 0040012 006 «0023

%

Se utilizaron periodosde 1 ¥ 2 ki 1anto para lg incubacidn de! sustrato como pura la incubacian del conjupado

¥

¥* Promedio de tres repeticiones
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Cuadro 6. Deteccion del virus def rayado fino del maiz en inseclos por el método de ELISA.

— _— ot S R E—
Experimento No, No, de insectos positivaes/ No, de insectos probados® Absorbencia a 405 am (X}
Expuestos*® Sanos Expuestos Sanos
l 5/12 15 0.168 + 0.070 008+ 0.026
2 8/20 0720 0477 +40 405 D013z 0014
1 120 020 0558 +0573 DO29: 0014

insectos sanas (p = 0,000

Insecios positivos por ULISA sobre e total de inseetos probados Se tomuron como posilivos los valores de absorbencia § + 35 de

"4 Los insectos expuestos poe 24 o plantus infectadas (ueron probados por ELISA a 1os 25 dias despuds de la sdquisicion dul virus

dro 6). Un aspecto que se considera fundamental
en la exitosa aplicacion del método fue I utiliza-
cion de la IgG purificada en columnas de intercam-
bip idnico, cuya pureza fue demostrada mediante
inmunoelectroforesis en agar, haciéndose evidente
la existencia de una sola fraccién correspondiente
a la 1gG (Figuras 3 y 4). Esta [raccidn asi purifica-
da fue utilizadz en concentraciones oOptimas para
el recubrimiento de los platos y para la conjuga-
cion con la enzima, optimizdndose asi la téenica
para la deteccion del antigeno Ofro aspecto cri-
tico fue la eliminacibn de las reacciones inespeci-
ficas presentadas por los extractos de insectos El
uso de PBSAT 0.5 en Ia preparacion de los insectos
y en ias diluciones del conjupado redujo la inespeci-
ficidad a valores insignificantes. La presencia de un
detergente no idnico como el Tween 20 previene
la formacion de interacciones hidrofdbicas adicio-
nales ealre proteinas y la fase solida, no intervi-
niendo en [a reaccidn antigeno-anticuerpo. Sin
embatgo, para reducir fa inespecificidad a niveles
aceptables fue necesario agregar un 4% de albimina
ademds del Tween 20 Su efecto fue el de recubrir
o bloquear grupos inespecificos, lo cual s¢ demues-
tea en los Cuadros 2 vy 3 Por otro lado, se selecciona-
ron tiempos de incubacion de 2 h para el conjugade
y para el sustrato, ya que asi se duplicaba la sensibili-
dad del método para la deteccion del antigeno, sin
aumentar significativamente las reacciones inespeci-
ficas (Cuadro 3).

La meiodologia aqui descrita permitio efectuar
estudios detallados del ciclo bioldgico del VRF en
D. maidis Los resultados de estos estudios serdn
publicados por aparte.

Resumen

Se desarrclld un sistema de inmunosorbencia con
ligados enzimdticos (ELISA) paia la deteccién del
virus del ravade fino de maiz {VRF) en su insecto
vector Dalbuius maidis La optimizacion del método

incluyo la purificacion de la [gG anti-VRF por croma-
togralia de intercambio iénico y la determinacion de
concentraciones criticas del conjupado enzima-1gG
del detergente Tween 20 y la albiimina bovina Bajo
Jas condiciones experimentales descritas en esie
trabajo, la prueba permitid la deteccidn del anti-
geno viral en insectos individuales # concentra-
ciones menores de | ng,
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