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Resumen El virus de Epstein-Barr (VEB) es el principal agente oncogénico linfotrépico dentro de la familia

Herpesviridae y se encuentra mundialmente distribuido. La primoinfeccién se produce en adultos
jovenes y se manifiesta como mononucleosis infecciosa. La deteccién de anticuerpos anti-viral capside antigen
(VCA) indica infeccién previa o presente con VEB. Ademas, se observan titulos elevados de anticuerpos anti-
VCA en las enfermedades neoplasicas asociadas al VEB como los linfomas, en individuos HIV-positivos. El
objetivo de este estudio fue el desarrollo y puesta a punto de improntas de células P3HR1 para la deteccién
serologica del VEB por técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Se estimularon cultivos de células P3HR1
en crecimiento exponencial con phorbol-12-mirystoil-13-acetato, y se recolectaron alicuotas a distintos tiempos
para realizar improntas. Se realizé una IFl con cada impronta usando como anticuerpo primario un suero VEB-
positivo. Se observé un aumento del 11% en la expresiéon del VCA a las 40 horas post-estimulacion, decayen-
do al 3.5% a las 48 horas. Estos datos fueron corroborados por ensayo de Western blot con inmunodeteccion.
La precision intra- e inter-lote de las improntas fue evaluada para anticuerpos IgM e IgG, con sueros probados
previamente por equipos para esta determinacién disponibles en el mercado para el VEB y con sueros reactivos
para otros miembros de la familia Herpesviridae. No se obtuvieron resultados falsos-negativos ni falsos-positi-
vos para el VEB ni se observé reactividad cruzada con otros herpesvirus. Las improntas desarrolladas constitu-
yen un instrumento para el diagnéstico de la primoinfeccién del VEB y la deteccién serologica de anticuerpos
1gG anti-VCA de neoplasias asociadas al VEB.
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indirecta

Abstract Development of slides for Epstein-Barr virus diagnosis by indirect immunofluorescence. Eps-

tein-Barr virus (EBV) is the main oncogenic lymphotropic agent of the Herpesviridae family and is
globally distributed. EBV acute infection occurs in young adults producing infectious mononucleosis. Detection
of anti-viral capside antigen (VCA) antibodies indicates previous or present EBV infection. Moreover, high titles
of anti-VCA antibodies are observed in EBV-associated neoplasic disorders, such as lymphomas in AIDS pa-
tients. The objective of this study was the development and optimization of P3HR1 cell slides for the EBV sero-
logic detection by indirect immunofluorescence (IIF) assay. P3HR1 exponential growth culture cells were stimu-
lated with phorbol-12-mirystoil-13-acetate, collected at different time points and used for slide preparation. IIF
assay was performed in each slide using an anti-EBV positive serum as primary antibody. An 11% increase in
VCA expression was observed at 40 hours post-stimulation. Data was confirmed by Western blot and
immunodetection. Intra- and inter-lot precisions of the developed slides were evaluated for IgG and IgM anti-
bodies using EBV-positive sera and positive samples for other members of the Herpesviridae family. Neither
false-positive or false negative results were obtained for EBV detection nor cross-reaction was observed with
other members of the Herpesviridae family with the developed slides. In conclusion, the slides here presented
can be a useful instrument for acute EBV infection diagnosis and for the serologic detection of IgG anti-VCA
antibodies in EBV-associated neoplastic disorders.
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El virus de Epstein-Barr (VEB) pertenece a la familia
Hempeviridae y esta mundialmente distribuido. EI VEB se
transmite por saliva e ingresa a las células epiteliales de
la orofaringe en donde se replica activamente para lue-
go infectar células B en donde establece una infeccién
latente. Entre 10 y 20% de los adultos sanos seropositivos
asintomaticos son portadores del VEB en sus secreciones
orales'. En las células B, el genoma lineal del VEB se
circulariza por recombinacién homologa de sus repeti-
ciones terminales. En estas condiciones, las células B
adquieren la propiedad de inmortalidad encontrandose
el ADN viral fundamentalmente en forma circular no inte-
grado (episoma), y pueden ser cultivadas in vitro?. Du-
rante la fase litica, el VEB expresa alrededor de 90 pro-
teinas virales, incluidos el early antigen (EA) y el viral
capside antigen (VCA). Durante la infeccion latente, el
VEB expresa un numero controlado de proteinas entre
las que se encuentran los Epstein-Barr nuclear antigens
(EBNA).

Las infecciones por el VEB ocurren dentro de los pri-
meros afios de vida en la mayor parte del mundo®. En
areas geograficas donde las condiciones de saneamien-
to e higiene son deficientes, la primoinfecciéon se docu-
menta en los primeros 6-12 meses de vida y los indivi-
duos afectados no manifiestan sintomatologia®. En areas
donde las condiciones de sanidad son mejores, la
primoinfeccion con el VEB se produce en adolescentes
0 adultos jovenes y se manifiesta como un sindrome
linfoproliferativo autolimitado denominado mononucleosis
infecciosa (MI)*. En la MI se observa una respuesta a
anticuerpos heteroéfilos (AH), los cuales se definen como
aquellos anticuerpos capaces de aglutinar glébulos ro-
jos de carnero o de caballo®®. Los AH no son exclusivos
de la Ml 'y su presencia ha sido documentada en el suero
de individuos sanos luego de estimulaciones antigénicas
por infecciones con otros agentes o transfusiones san-
guineas®. Por otro lado, muchos nifios y cerca del 30%
de los adultos infectados por el VEB no desarrollan AH’.
Ademas, el citomegalovirus (CMV) y el Toxoplasma gondii
producen enfermedades clinicamente indistinguibles de
la M, debiéndose realizar la determinacion de anticuerpos
especificos contra el VEB para un diagnoéstico certero®.
La deteccion de anticuerpos anti-VCA indica infeccion
previa o presente con el VEB®. Una determinacion positi-
va para anticuerpos IgM anti-VCA o un aumento signifi-
cativo en el titulo de anticuerpos IgG anti-VCA en mues-
tras pareadas indican primoinfeccién o reactivacion del
virus latente*. No obstante, los resultados de la detec-
cién de los anticuerpos anti-VCA son significativos des-
de el punto de vista diagnoéstico cuando se relacionan
con los datos hematologicos y las manifestaciones clini-
cas del paciente.

El VEB es el principal agente oncogénico linfotropico
dentro de la familia Herpesviridae. Se observo el desa-
rrollo de titulos elevados de anticuerpos IgG e IgM anti-
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VCA en enfermedades asociadas al VEB tales como el
linfoma de Burkitt, la leucemia linfocitica, el lupus erite-
matoso sistémico, la artritis reumatoidea, la sarcoidosis
y los linfomas no-Hodgkin (LNH)"'. En particular, en indi-
viduos infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) el riesgo de desarrollo de linfomas esta
muy incrementado. La infeccion con el VEB probable-
mente precede y contribuye a la linfomagénesis en la
infeccién por HIV y, aun en la era de la terapia anti-
retroviral de alta eficacia, aproximadamente el 10% de
los enfermos de sida desarrollan LNH™. Esto no es ca-
sual, ya que se observa una hiperactivacion cronica de
células B en estos pacientes que induce un incremento
en el titulo de anticuerpos especificos contra el VEB, entre
los que se encuentran los anti-VCA.

La deteccion de anticuerpos anti-VCA puede efectuar-
se utilizando diferentes metodologias, tales como
radioinmunoensayo (RIA)', enzimoinmunoensayo
(ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI)™ . Los
métodos de RIA y ELISA no son altamente especificos
debido a la existencia de reacciones cruzadas entre dis-
tintos miembros de la familia Herpesviridae® . La IFI
permite el reconocimiento de un patrén de fluorescencia
caracteristico en las células infectadas usadas como
sustrato antigénico. La especificidad de la IFI, junto a la
sensibilidad y la rapidez de su realizacion, hacen de esta
técnica el método de eleccion por los laboratorios clini-
cos para la detecciéon de anticuerpos anti-VCA'. Sin
embargo, el elevado costo de las improntas disponibles
en el mercado impide el uso de la IFl en el ambito de la
salud publica, condicionando a los laboratorios a utilizar
una técnica poco sensible y especifica para el diagnosti-
co de la primoinfeccién por el VEB, como es la determi-
nacion de AH.

En este trabajo informamos el desarrollo y puesta a
punto de improntas de células de la linea linfoblastoide
P3HR1 para la deteccién serolégica del VEB por técnica
de IFI, con un desempefio comparable al de las improntas
actualmente disponibles en el mercado de importacion.

Materiales y métodos

Cultivo celular. La linea celular linfoblastoide P3HR1 esta
constituida por células B transformadas e infectadas con el
VEB, derivadas de un linfoma de Burkitt'®; 2-3% de la pobla-
cién celular expresa el antigeno VCA en la membrana
plasmatica. La glicoproteina VCA (150 kD) codificada por el
gen BcLF1 del VEB se expresa durante la fase litica de la
infeccién y es inmunogénica. La replicacién litica del VEB en
esta linea celular puede ser inducida por una variedad de
sustancias entre las que se encuentra el phorbol-12-mirystoil-
13-acetato (TPA). EI TPA mimetiza la accién del mensajero
intracelular diacilglicerol y activa al factor de transcripcion AP-
1, resultando en una mayor expresion de las proteinas virales
en las células™. Para la preparacion de las improntas, se cul-
tivaron células P3HR1 en medio RPMI1640 (PAA Laboratories
GmbH, Austria) suplementado con L-glutamina 2 mM, penici-
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lina 100 U/ml (Sigma, Alemania), estreptomicina 100 pg/ml
(Sigma, Alemania) y suero fetal bovino al 10% (Gibco,
EE.UU.).

Muestras. Se usaron 12 sueros probados previamente por
equipos comerciales para deteccion serologica del VEB (IFI,
Bion Enterprises LTD, EE.UU.; ELISA EBV-VCA IgM, Diag-
nostic Automation Inc, EE.UU.; ELISA EBV-VCA IgG,
Diagnostic Automation Inc, EE.UU.); 4 sueros positivos para
CMV (ELISA IgM-CMV, Diagnostic Systems Laboratories Inc,
EE.UU.; ELISA I1gG-CMV, Diagnostic Systems Laboratories
Inc, EE.UU.); 2 sueros positivos para el virus de la varicela-
zoster (VZV) (IFl, Bion Enterprises LTD, EEUU) y 2 sueros
positivos para el virus Herpes Simplex tipos 1-2 (HSV 1-2)
(IFI, Bion Enterprises LTD, EE.UU.). Los sueros se obtuvie-
ron a partir de sangre entera periférica recolectada por
venipuntura. Los especimenes se alicuotaron y se almace-
naron a -20°C hasta su uso. Para cada técnica, se utilizaron
los criterios de positividad recomendados por el fabricante.

Improntas. Se estimularon cultivos de células P3HR1 en
crecimiento exponencial con TPA (40 ng/ml) y se recolecta-
ron alicuotas de 1 ml cada 24 hs durante una semana. Las
células se centrifugan 10 minutos a 800 rpm (centrifuga
Eppendorf 5415D, rotor F54-24-11, Alemania). El sedimento
celular se lavod 2 veces con buffer fosfato salino pH 7 (PBS),
y el pellet se resuspendié en PBS a una concentracién de 4
x 10° células/ml. Se dispensaron 20 ul de la suspension ce-
lular en cada area de impronta y se secé en estufa a 37°C.
De esta forma, se obtuvo un nimero de células totales por
campo de 400x similar al observado en las improntas comer-
ciales (aproximadamente 200 células por campo 400x). Las
improntas fueron sumergidas en distintas soluciones fijadoras
(etanol, acetona, y etanol:acetona 1:1) e incubadas a -20°C
por 10 minutos. Las improntas fueron almacenadas con de-
secador a -20°C, envueltas en papel absorbente y papel de
aluminio, hasta su uso. Bajo estas condiciones, fueron esta-
bles hasta 4 meses después de su elaboracion. Se obtuvie-
ron improntas de células P3HR1 a las 24, 48, 72, 96 y 120
horas post-estimulacién. Se realizé una IFI con cada impronta
usando como anticuerpo primario un suero VEB-positivo (ti-
tulo 1:640, dilucién 1:50) y como anticuerpo secundario, anti-
inmunoglobulinas totales humanas (anti-lg) (Pas-teur Diag-
nostic, Francia) conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC).

Inmunofluorescencia Indirecta. Un suero humano con ti-
tulo elevado de anticuerpos anti-VCA del VEB fue diluido 1/
20 en PBS e incubado con el sustrato celular de las improntas
durante 30 minutos a temperatura ambiente en camara hu-
meda. Luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS.
En un segundo paso, se afiadieron anticuerpos anti-lg, anti-
IgG humana (IFl, Bion Enterprises LTD, EE.UU.) o anti-IgM
humana (IFI, Bion Enterprises LTD, EE.UU.) conjugados con
FITC y azul de Evans al 0.001%. Las improntas se incubaron
por 30 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad y en
camara humeda. Luego se realizaron 3 lavados con PBS du-
rante 5 minutos. Las muestras se observaron en un micros-
copio de fluorescencia (Zeiss, Alemania). El criterio para con-
siderar a una muestra positiva fue la observacién de al me-
nos una célula fluorescente por campo de 400x.

Western Blot. Las células P3HR1 se lavaron con PBS, se
suspendieron en buffer de lisis [NET-2F (EDTA 5 mM pH 8,
NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.4, dodecilsulfato sédico
0.1%, Triton X-100 0.5%), Triton X-100 0.5%, PMSF 1 mM
(Sigma, Alemania), DTT 0.5 mM] y se incubaron 20 minutos
a 0°C. El lisado se centrifugd durante 10 minutos a 13 200
rpm (centrifuga Eppendorf 5415D, rotor F54-24-11) y se se-
paro el sobrenadante. La concentracién de proteinas del ex-
tracto celular (EC) se dosoé por el método del Rojo de
Pirogalol (Proti U/LCR, Wiener lab, Argentina) y fue almace-
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nado a -70°C hasta su procesamiento. Los EC fueron some-
tidos a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsul-
fato sédico (SDS), sembrando por pocillo 50 mg de protei-
na, y transferidos a membranas de nitrocelulosa. La mem-
brana fue incubada 20 minutos con buffer de bloqueo (leche
descremada 10% en PBS) y durante toda la noche con el
anticuerpo primario (suero de un paciente VEB-positivo con
elevado titulo de anticuerpos anti-VCA probado por ELISA),
diluido 1:100 en buffer de bloqueo. La membrana fue lavada
3 veces con TTBS (Tween 1% en PBS) e incubada por 2
horas en la oscuridad con un anticuerpo anti-lg conjugado con
fosfatasa alcalina, en una dilucién 1:1000 en buffer de blo-
queo. Finalmente, la membrana fue lavada 3 veces con TTBS
e incubada en la solucién de sustrato [5-bromo-4-cloro-3-
indolyl-fosfato (Sigma, Alemania) y nitroblue tetrazolium
(Sigma, Alemania)] hasta aparicion de color.

Resultados

Desarrollo y puesta a punto de las improntas a partir de
células P3HR1. Como se muestra en la Figura 1A, el ma-
yor porcentaje de células fluorescentes por campo se ob-
servo en las improntas derivadas del segundo dia post-
estimulacion. Este experimento fue realizado por triplica-
do, obteniéndose resultados promediables. Por otro lado,
la mejor visualizacion microscoépica y menos depésito de
detritus, se obtuvo cuando las improntas se fijaron con la
mezcla etanol:acetona 1:1 (datos no mostrados).

Con el objetivo de aumentar la precision en el tiempo
en el cual se observé la maxima induccion viral en el
cultivo celular, se acotaron los tiempos dentro de los 3
primeros dias post-estimulacion. Se tomaron alicuotas
del cultivo de células P3HR1 alas 0, 24, 32, 40, 48,64 y
72 horas y se elaboraron improntas. Se realiz6 una IFI
con cada impronta en condiciones idénticas a las
descriptas y por triplicado. Se observo un aumento cer-
cano al 11% de la expresion del VCA a las 40 horas post-
estimulacion, decayendo al 3.5% a las 48 horas (Figura
1B). Para corroborar los datos obtenidos por IFI, se rea-
lizd6 un ensayo de Western blot con inmunodeteccion,
donde se visualizd una banda de mayor intensidad de
150 kD, correspondiente a la glicoproteina VCA, a las 40
horas post-estimulacion (Figura 2).

Estudios de sensibilidad y especificidad de la IFI con
las improntas producidas a partir de células P3HR1. La
precision inter- e intra-lote de las improntas fue evaluada
para anticuerpos IgM e IgG anti-VCA del VEB.

En ambas pruebas se ensay6 un total de 12 sueros: 3
sueros negativos para anticuerpos anti-VCA clases IgG e
IgM y 9 sueros VEB-positivos para IgG o IgM. Los titulos
de las muestras IgG-positivas o IgM-positivas para VEB
fueron determinados con ensayos comerciales y fluctuaban
entre 1:80-1:1280 y 1:10-1:320, respectivamente. Para
determinar la precision inter- e intra-lote se realizé IF| so-
bre 5 lotes diferentes de improntas (precision inter-lote) y
por triplicado sobre cada lote (precision intra-lote).
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Fig 1.— Desarrollo y puesta a punto de las improntas a partir
de células P3HR1.

A. Valor promedio del porcentaje de células P3HR1 fluo-
rescentes por campo de 400x a distintos dias post-
estimulacion con 40 ng/ml de TPA (phorbol-12-mirys-
toil-13-acetato).

B. Valor promedio del porcentaje de células P3HR1 fluo-
rescentes por campo de 400x a distintos tiempos den-
tro de los 3 primeros dias post-estimulaciéon con 40 ng/
ml de TPA (phorbol-12-mirystoil-13-acetato).
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Fig 2.— Expresion de la proteina VCA (viral capside antigen)
en células P3HR1 inducidas con TPA. Western blot de los
extractos celulares obtenidos a distintos tiempos post-
estimulacion con 40 ng/ml de TPA. El revelado se efec-
tué con anticuerpo anti-lg humana conjugado con fosfata-
sa alcalina.

Los resultados obtenidos para IgG e IgM se muestran
en las Tablas 1y 2, respectivamente. Puede observarse
gue en algunas determinaciones se obtuvieron titulos fluc-
tuantes para un dado suero VEB-positivo. Sin embargo,
esta variaciéon se limité a una dilucion inmediatamente
superior o inferior, lo cual esta dentro de los limites de
confiabilidad de esta metodologia?®. Ademas, ninguno de
los sueros fluctué entre un resultado positivo o negativo
y no se detectaron falsos positivos.

Como el VEB es miembro de la familia Herpesviridae,
se estudié la posibilidad de reaccién cruzada entre
anticuerpos IgG e IgM contra otros miembros de esta
familia. Las improntas desarrolladas se ensayaron por
IFI utilizando sueros con anticuerpos IgG e IgM para CMV,
VZV y HSV 1-2. Todos los sueros analizados fueron ne-
gativos para el sustrato antigénico de las improntas de-
sarrolladas, no observandose ninguna célula fluorescente
por campo de 400x (datos no mostrados). Este resultado
indica la ausencia de reactividad cruzada entre las célu-
las P3HR1 inducidas con TPA y los anticuerpos IgG e
IgM de otros miembros de esta familia.

TABLA 1.— Anélisis de la precision inter- e intra-lote de las improntas para la deteccion de anticuerpos IgG anti-VCA del
Virus Epstein-Barr (VEB).

Sueros Lote | Lote Il Lote 1l Lote IV Lote V
1 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
2 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
3 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
4 1280 — 1280 — 1280 1280 — 640 — 1280 1280 — 1280 — 640 1280 — 1280 — 1280 1280 — 1280 — 1280
5 80 — 80 - 80 80 — 80 - 80 80 - 80 - 80 80 — 80 - 80 80 — 80 - 80
6 320 - 320 - 160 320 - 320 - 320 320 - 320 - 320 640 -320 -320 320 - 320 - 320
7 640 — 640 — 640 1280 — 640 — 640 640 — 640 — 320 640 — 640 — 640 1280 — 640 — 640
8 320 - 160 — 160 320 - 320 - 160 320 — 320 - 320 160 — 320 - 320 320 — 320 - 320
9 80 — 80 - 80 40 - 80 - 80 80 - 80 - 80 80 — 40 - 80 80 — 80 - 80
10 1280 — 1280 — 640 1280 — 1280 — 1280 1280 — 1280 — 640 640 — 1280 — 1280 1280 — 640 — 1280
11 160 — 80 — 160 160 — 160 — 80 80 — 160 — 160 80 — 160 — 80 80 — 160 — 80
12 80 — 40 - 80 80 — 80 - 80 40 - 80 - 80 80 — 80 - 80 80 — 80 - 80

1-3: sueros VEB-negativos; 4-12: sueros VEB-positivos. Se analizaron 5 lotes (I-V) por triplicado.
Los resultados obtenidos con las improntas por IFI se expresan como la maxima dilucién del suero con la que se obtuvo al menos una célula

fluorescente por campo de 400x.
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TABLA 2.— Anadlisis de la precision inter- e intralote de las improntas para la deteccion de anticuerpos IgM anti-VCA del VEB

Sueros Lote | Lote Il Lote lll Lote IV Lote V
1 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
2 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
3 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
4 320 - 320 - 160 320 - 320 - 320 160 — 320 — 320 160 -320 -160 320 - 320 - 320
5 80 — 80 - 40 80 — 80 - 80 80 — 80 - 40 80 - 80 - 80 80 — 80 - 80
6 320 - 320 - 160 320 - 320 - 320 320 — 320 - 320 640 -320 -320 320 - 320 - 320
7 320 - 160 — 320 320 - 320 - 320 320 — 160 — 320 160 —160 -320 320 - 160 — 320
8 160 — 160 — 160 320 - 320 - 160 320 — 320 - 320 160 —160 -320 160 — 320 — 160
9 80 — 80 - 80 40 - 80 - 80 80 — 80 - 80 80 — 40 - 80 80 — 80 - 80
10 320 - 320 - 160 320 - 320 - 320 320 - 320 - 320 640 -320 -320 320 — 320 - 320
11 160 — 80 — 160 160 — 160 — 80 80 — 160 — 160 80 —160 -80 80 — 160 — 80
12 160 — 160 — 160 160 — 160 — 160 80 — 160 — 160 160 —160 —80 80 — 160 — 160

1-3: sueros VEB-negativos; 4-12: sueros VEB-positivos. Se analizaron 5 lotes (I-V) por triplicado.
Los resultados obtenidos con las improntas por IFl se expresan como la méaxima dilucién del suero con la que se obtuvo al menos una célula

fluorescente por campo de 400x

Discusion

En este trabajo se presenta el desarrollo y puesta a pun-
to de la elaboraciéon de improntas con células P3HR1
para la deteccion seroldgica de anticuerpos anti-VCA de
clases IgG e IgM contra el VEB. Observamos que la ex-
presion maxima del antigeno litico VCA en las células
P3HR1, luego de su estimulacion con TPA, se produce a
las 40 horas post-estimulacion. A este tiempo, se reco-
lectaron las células y se aplicaron en una concentracion
adecuada en las areas de improntas. La fijacion con
etanol:acetona 1:1 permiti6 una mejor visualizacion mi-
croscopica debido a una menor deposicién de detritus
celular y fluorescencia inespecifica.

Los anticuerpos IgG anti-VCA del VEB aparecen tem-
pranamente con un titulo maximo (> 1:640) entre las 2-4
semanas post-infeccioén para declinar a valores mas ba-
jos (< 1:80) los cuales persisten indefinidamente. Un in-
cremento de 4 veces el titulo de IgG anti-VCA en mues-
tras pareadas es diagnostico de infeccién aguda o
reactivacion del VEB. La presencia de anticuerpos IgM
anti-VCA del VEB es altamente sugestiva de infeccién
aguda con el VEB, puesto que se encuentran temprana-
mente en la Ml en el 90% de los casos. Estos anticuerpos
no se encuentran usualmente en la poblacion general,
ya que el titulo maximo se alcanza a la 3-4 semanas y
declina hasta niveles indetectables en 8-10 semanas
después de la infeccion*. La serologia para la determi-
nacion de anticuerpos anti-VCA de clase IgM por IFI es
atractiva puesto que combina especificidad con sensibi-
lidad; en la mayoria de los casos requiere una unica
muestra de suero, constituyendo una alternativa al tradi-
cional ensayo de Paul-Bunnell-Davidsohn para AHZ.

Las improntas desarrolladas mostraron una precision
inter- e intra-lote satisfactoria para la deteccion de am-
bos tipos de anticuerpos por IFl y comparable a lo obser-
vado con improntas comerciales. Esto valida su utiliza-
cién en determinaciones seroldgicas cualitativas y
semicuantitativas de anticuerpos IgG e IgM anti-VCA del
VEB. Si bien no se observaron reacciones cruzadas en-
tre el sustrato celular de las improntas desarrolladas y
anticuerpos de clases IgG e IgM de otros herpesvirus, si
se observaron en estudios llevados a cabo por la empre-
sa Bion Enterprises LTD. Cabe destacar que en estos
estudios, y segun consta en el prospecto del equipo, se
utilizé un mayor numero de sueros para el andlisis de la
especificidad de las improntas comercializadas por la
empresa que los incluidos en nuestro analisis.

Los resultados aqui presentados indican que las
improntas de células P3HR1 pueden ser usadas en el
diagnostico de la infeccién primaria del VEB, asi como
en la semicuantificacion serologica de anticuerpos IgG
anti-VCA de neoplasias asociadas al VEB. La disponibi-
lidad de este instrumento en el ambito de la salud publi-
ca posibilitara la certeza y continuidad del diagndstico.
Esto es de suma importancia si ademas consideramos
los costos de las improntas de importacion, actualmente
disponibles en el mercado, 2 dolares estadounidenses
por determinacion vs. 0.20 dolares con las improntas de-
sarrolladas en este trabajo, y la disponibilidad condicio-
nada de los materiales de origen importado.

El éxito en esta puesta a punto permitira abordar el
desarrollo de nuevas improntas para la detecciéon de
anticuerpos contra otros antigenos del VEB, tales como
EA y EBNA utilizando como sustrato antigénico otras li-
neas linfoblastoides inmortalizadas por el VEB. De esta
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manera, se podra disponer de los marcadores necesa-
rios para caracterizar serolégicamente las distintas en-
fermedades cronicas asociadas al VEB.
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