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RESUMEN: Se desarrolló, estandarizó y evaluó un método indirecto de enzimoinmunoensayo
(ELISA), reproducible y rápido, para determinar la concentración de antígenos de vacunas
antirrábicas producidas en cultivos celulares (BHK). Se consideró la sensibilidad y la repro-
ducibilidad de los resultados del ELISA in vitro propuesto, en relación con la prueba estándar
de potencia NIH in vivo. De los 20 lotes de vacunas estudiados, 14 cumplieron con el Requisito
Mínimo de Potencia recomendado por la Organización Mundial de la Salud (OMS), para la
prueba NIH in vivo, muestras de los mismos lotes cumplieron con los parámetros del Análisis
de Varianza (ANOVA) de la prueba in vitro. La técnica de ELISA propuesta se considera útil
como método alternativo rápido para el control de proceso de producción de vacunas antirrábi-
cas de uso veterinario.
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ENZYME LINKED IMMUNOASSAY FOR DETERMINATION
OF ANTIGENS OF VETERINARY RABIES VACCINE

ABSTRACT: An indirect enzyme linked immunoassay (ELISA) was developed and evaluated
as a rapid and reproducible test to determine the concentration of antigens of rabies vaccine
produce in BHK cells. The sensitivity and reproducibility of the results of proposed in vitro
ELISA method were compare to the standard in vivo NIH potency test. Of the 20 studied lots of
vaccines, 14 fulfilled the Minimum Requirement of Potency recommended by the World Health
Organization (WHO), for the NIH test. Samples of the same lots also met the parameters of the
ANOVA analysis. The proposed ELISA test showed to be a useful alternative rapid method to
apply during “in process” controls of veterinary rabies vaccine.
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INTRODUCCIÓN
La rabia constituye un importante proble-

ma para la salud, tanto de seres humanos como
de animales (1, 2). Programas antirrábicos soste-
nidos en el tiempo, permiten el control y la erradi-
cación de la enfermedad, para lo cual es indis-
pensable que se utilicen oportunamente sus tres
componentes básicos: educación para la salud,
vigilancia epidemiológica y campañas de inmuni-
zación periódicas con vacunas de calidad com-
probada.

A partir de 1981 se han desarrollado varias
técnicas in vitro (3, 4, 5, 6) para el control de va-
cunas antirrábicas durante el proceso de produc-
ción, a fin de optimizar los métodos de elabora-
ción y predecir la calidad del producto final.

La prueba de potencia NIH in vivo (7, 8, 9)
se emplea a nivel internacional para la evaluación
de la potencia de las vacunas antirrábicas. Es un
método de extinción de antígenos, que presenta
la desventaja de altos índices de variabilidad y de
costos operativos. En nuestro laboratorio se desa-
rrolló una prueba de ELISA (10,11,12,13) econó-
mica y sencilla, que se propone como método al-
ternativo para valorar la concentración de antíge-
nos vacunales, durante la etapa de producción
de vacunas antirrábicas preparadas en cultivos
celulares, para uso veterinario.

MATERIALES Y MÉTODOS
Desarrollo de la prueba de ELISA:

a) Se utilizaron microplacas de varias mar-
cas comerciales y muestras de 20 lotes distintos
de vacunas preparadas en células BHK e inacti-
vadas con Beta-propiolactona. Como referencia se
empleó la vacuna BHK-PV-1 producida en el
INPPAZ (OPS/OMS), cuya potencia es de 1 UI/ml,
determinada por la prueba NIH, reconstituida de
acuerdo a la indicación del laboratorio productor.

b) Se determinó la eficiencia de dos deter-
gentes para liberar la glicoproteína viral a ser uti-
lizada como antígeno. Para ello se usaron tres alí-
cuotas de vacuna de referencia: la primera se tra-
tó con Emulphogene BC 720 en proporción 1:10 y
se dejó a temperatura ambiente 30 m, la segunda
se reconstituyó con Nonidet P 40 al 1%, durante
60 m a 4 º C y la última, sin tratar, como control.
Todas las muestras se centrifugaron 30 m a 43000
g, con la finalidad de retener solamente la glico-
proteína viral.

c) Se produjo suero antirrábico policlonal
anti-PV (Cepa Pasteur), inoculando conejos con 6

dosis de vacuna antirrábica de referencia BHK-
PV-1, seguidas de 3 dosis de refuerzo con virus
PV propagado en células BHK, purificado por el
método de Schneider (14) e inactivado con Beta-
propiolactona.

El suero antirrábico policlonal se adsorbió
con medio de cultivo en proporción 1:1, el mismo
que se utilizó en la elaboración de las vacunas, se
mantuvo en refrigerador a 4º C bajo agitación con-
tinúa durante la noche, para inhibir la actividad
de anticuerpos inespecíficos contra componentes
del medio en que se propagó el virus.

d) Se utilizó como conjugado un suero anti-
gamaglobulina de conejo producido en cabra y
conjugado con peroxidasa (anti IgG) (Cappel,
Organon Teknika Corp. USA). Se determinaron las
diluciones de trabajo del suero y del conjugado
por ensayos de titulación en damero, se utilizó
como antígeno la vacuna de referencia BHK-PV-1
y como sustrato ABTS/H2O2

e) Se determinó la concentración de proteí-
nas totales, por el método de Lowry (15) y se iden-
tificaron mediante la técnica de SDS-Page (16).

Titulación de vacunas por ELISA
Se prepararon muestras de vacuna de refe-

rencia y vacunas a evaluar, todas contenían con-
centraciones de 50 µg/ml de proteínas totales (di-
lución inicial) y se sensibilizaron microplacas con
100 µl de diluciones seriadas, en base 2, de am-
bos tipos de vacunas, en buffer carbonato-bicar-
bonato pH 9,6. Se incubaron una noche a 4º C Se
bloquearon las placas con PBS-Tween-albúmina
bovina al 0,1%, 60 m a 37º C. Se distribuyó la
dilución de trabajo de suero antirrábico policlo-
nal, se lo dejó reaccionar una noche a temperatu-
ra ambiente. Se distribuyó el conjugado anti IgG
y se incubó 60 m a 37º C. Por último se reveló la
reacción con el sustrato ABTS/H2O2, en buffer ci-
trato-fosfato 0,05 M, pH 5 y se mantuvieron en
ambiente oscuro durante 15 m a temperatura
ambiente. La lectura de las absorbancias se reali-
zó a 405 nm. Como solución de lavado se utilizó
PBS-tween20, 8 veces entre las sucesivas etapas
de la técnica. Todas las diluciones se efectuaron
por duplicado e incluyeron controles con medio
de cultivo y blancos de reactivo. Se determinaron
los títulos de la vacuna de referencia y de cada
vacuna problema, por ensayo de líneas paralelas
y los resultados se validaron por Análisis de Va-
rianza: linealidad, paralelismo, regresión y dife-
rencias entre las vacunas (17). Las diluciones de
vacunas problemas y vacuna de referencia se ex-
presaron como logaritmos de las densidades ópti-
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cas (DO). Se calculó la potencia con un intervalo
de confianza del 95%.

Prueba de potencia NIH
Las pruebas de potencia in vivo se realiza-

ron de acuerdo con la técnica de NIH recomenda-
da por la OMS (7) y la actividad de las vacunas se
expresó como Potencia Relativa. Se utilizó vacuna
de Referencia BHK-PV-1, distribuida por el INPPAZ
OPS/OMS.

RESULTADOS
a) En este trabajo la adhesión de antígeno

fue óptima en las placas Dynatech Immulon II.

b) Se observó interferencia en la unión de
antígeno a la fase sólida, cuando se titularon va-
cunas tratadas con detergentes. Por lo tanto, la
evaluación de la técnica se hizo con vacunas de
referencia y problemas completas.

c) El análisis de las curvas de titulación en
damero indicó que las reacciones óptimas, con
vacuna de referencia, se obtuvieron con las dilu-
ciones 1:400 para el suero antirrábico policlonal
y 1:3200 para el conjugado.

La sensibilidad se evaluó con la vacuna de
referencia, se observó que todos los valores de las
lecturas (DO) oscilaron dentro de los 2 desvíos es-
tándar.

La reproducibilidad, se evaluó con la vacu-
na de referencia, los resultados de las titulaciones

por la técnica de ELISA fueron evaluados por el
Ensayo de Fisher (18). No se pudieron demostrar
diferencias estadísticamente significativas entre las
pruebas.

d) Para demostrar el efecto Dosis-Respues-
ta, se realizaron 9 pruebas de ELISA, indepen-
dientes entre sí. Se utilizaron los valores prome-
dio de las diluciones de las 9 pruebas y se calcu-
laron 2 desvíos estándar de cada una.

e) La prueba estándar de potencia NIH “in
vivo” demostró que, de las muestras de los 20 lo-
tes de vacunas estudiadas, 14 cumplieron con el
Requisito Mínimo de Potencia recomendado por
la Organización Mundial de la Salud (OMS) para
vacunas antirrábicas de uso veterinario: 1.0 UI/
ml; 8 de ellas cumplieron con todos los paráme-
tros de ANOVA, correspondientes al ensayo de lí-
neas paralelas aplicado a las pruebas de ELISA;
las 6 restantes cumplieron parcialmente, se ob-
servaron discrepancias en “diferencias entre va-
cunas”, por lo cual el ANOVA del ELISA es válido.
Los 6 lotes restantes no cumplieron con los requi-
sitos de la prueba NIH ni con los parámetros de
ANOVA del ELISA (Tabla 1).

f) Los resultados de las pruebas de SDS-Page
demostraron que tanto las muestras de las vacu-
nas problemas como de la referencia; todas pre-
sentaron bandas de mayor concentración de pro-
teínas a nivel del estándar de peso molecular 66
kD, marcador para la glicoproteína del virus rábi-
co.

PRUEBA POTENCIA NIH PRUEBA ELISA/ANOVA 
Vacunas 
Problemas 

Nº de 
vacunas 

DE1 
50% 

UI/
ml 

Nº de 
Vacunas 

P L R EV 

Aprobadas 14 1:89 1,0 8 
6 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

No 
Aprobadas 6 1:65 < 1,0 2 

4 
- 
- 

- 
+ 

- 
- 

- 
- 

Vacuna 
Referencia 1 1:792 1,0      

 

Tabla 1: Resultados de las pruebas de potencia nih “in vivo” y análisis de anova de las pruebas de
Elisa “in vitro”.
Table 1 Results of the in vivo nih potency test with variance analysis of the in vitro elisa assay.

1-Valores expresados en Promedios
2-DE50% = 1:79+/- 2 DE (1:67-1:91)
P: paralelismo L: linealidad R: regresión EV: diferencias entre vacunas.
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DISCUSIÓN
El desarrollo y uso de pruebas in vitro para

control de procesos de producción de vacunas
antirrábicas comenzó en el año 1982 (19). En 1985
(20), 1988 (21) y 1996 (22) se describieron prue-
bas de ELISA que utilizaban anticuerpos mono-
clonales para la detección de antígenos de virus
rábico. En este trabajo se evaluó el comportamiento
de un suero policlonal antivirus PV purificado (ho-
mólogo del virus vacunal presente en todas las
vacunas controladas) demostró detectar concen-
traciones promedio de 50 µg/ml de proteínas an-
tigénicas de vacuna. La producción del suero po-
liclonal es simple y permite obtener altos niveles
de anticuerpos (títulos de 1:1500 por Contrain-
munoelectroforesis y 1:5000 por seroneutraliza-
ción) antivirus PV. El uso de vacuna de referencia
elaborada también, con virus homólogo PV influi-
ría favorablemente sobre la sensibilidad de la téc-
nica propuesta tal como sucede con otras técni-
cas de control in vitro (5,6).

CONCLUSIÓN
La prueba in vitro de ELISA propuesta en

este estudio, es útil para evaluar el contenido an-
tigénico de las vacunas antirrábicas. Tiene capa-
cidad para discriminar entre vacunas aceptadas
o rechazadas por la prueba estándar de potencia
NIH in vivo.
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