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Introduccion

El conocimiento del estado inmunitario
de una poblacion contra el virys de la mixo-
matosis tiene muchisimas implicaciones
practicas y puede ser de gran valor para es-
tudiar la eficacia de diversos métodos, la
persistencia de la inmunidad y la adopcion
de medidas profildcticas adecuadas. Por ello
la determinacion de los niveles de anticuer-
pos circulantes en el suero es necesaria para
los estudios sero-epidemiolégicos asi como
para finalidades clinicas.

Varias tecnicas se han aplicado con esta
finalidad tales como la Fijacién del Com-
plemento (1), la Inmunodifusién doble (2)
y la Sueroneutralizacion virica (3).

Recientemente se ha utilizado el enzimo-
inmunoensayo (ELISA) indirecto como
método de valoracion de los anticuerpos
humorales. Algunos autores han empleado
el virus de Sanarelli como substrato antigé-
nico en esta técnica (4) (5) para llevar a ca-
bo estudios epidemioldgicos en conejos sal-
vajes y dilucidar asf la incidencia de anima-
les portadores o que hayan estado en con-
tacto con el virus mixomatoso de Sanarelli.

Nosotros adaptamos un ELISA para va-
lorar la inmunogenicidad de vacunas hete-
rologas (virus del Fibroma de Shope) con-
tra la Mixomataosis (6) (7). Para ello absor-
bimos las microplacas con virus del Fibro-
ma de Shope en lugar de utilizar virus de
Sanarelli. Es bien sabido que existen reac-
ciones de inmunidad cruzada entre éste y el
virus del Fibroma de Shope (8), confirma-
das por una serie de reacciones seroldgicas
tales como la aglutinacion, la Fijacion del

Complemento, la Inmunodifusion Doble,
etc., con lo cual la utilizacion del virus de
Shope nos permite valorar anticuerpos hu-
morales inducidos por el virus de Sanarelli
y viceversa.

En este trabajo comparamos el grado de
correlacion existente entre dos enzimoin-
munoensayos (ELISA S) en uno de los cua-
les usamos el virus del Fibroma de Shope
como substrato antigénico absorbido a las
microplacas y en el otro el virus del Mixo-
ma de Sanarelli.

Ambos ELISA S se compararon en cuan-
to a su eficacia para valorar la respuesta in-
munolbgica en conejos sin vacunar, en co-
nejos inoculados con virus vacunal atenua-
do de Sanarelli, en conejos vacunado con
virus del Fibroma de Shope y en gazapos
procedentes de madres inmunizadas con el
virus del Fibroma de Shope.

Material y métodos

Descripcion de los ensayos:

—ELISA-Shope: En este ensayo utiliza-
mos virus del Fibroma de Shope (cepa
Boerlage) que fue propagado en cultivos ce-
lulares de RK13 en monocapa, obteniéndo-
se concentraciones viricas de 10%+4
DICTso/ml. Este virus se absorbié a los po-
cillos de las microplacas constituyendo el
substrato antigénico. La ejecucion de la téc-
nica y la lectura de los resultados ya fue
descrita anteriormente (6).

—ELISA-Sanarelli: Como tal designamos
al ELISA en el cual se utilizd virus del Mi-
xoma de Sanarelli como substrato antigéni-
co. Para ello usamos la cepa virulenta RINg

(*) Direccién de |os autores: Laboratorios Hipra, S.A. Amer (Girona)
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que se obtuvo a partir de células RK13 in-
fectadas a una m.d.i. de 1. El virus absorbi-
do tenfa un titulo de 10%-* DICTso/ml.

Este ensayo se |levo a cabo tal como |o
describi6 Whetheral vy col. (4) con las si-
guientes modificaciones. Se utilizé tampodn
PBS para absorber el antigeno en lugar de
tampén carbonatobicarbonato. La absor-
cion se hizo a 4+4° C. durante toda la no-
che. Asimismo las microplacas no fueron
tratadas con BSA después del lavado del an-
tigeno residual.

Se utilizdé una dilucién sérica unica al
1/32 para todos los testajes tal como en el
ELISA-Shope y se aplico el Indice de Inmu-
nidad Relativa (IR) para hacer la lectura de
los resultados (4,6).

Valoracion de los sueros.

Todas las muestras séricas fueron conge-
ladas a —35° C. hasta el momento de su va-
loracion, Ambos ELISA se |levaron a cabo
simulténeamente después de hacer las co-
rrespondientes diluciones con el fin de evi-
tar posibles errores de dilucion al comparar
ambos ensayos.

Programa de vacunacion.

Para comprobar el grado de correlacion
entre los dos ensayos (ELISA-Shope y ELI-
SA-Sanarelli) se utilizaron 4 grupos de co-
nejos que fueron sometidos a diversos trata-
mientos vacunales. Los sueros obtenidos de

UNB

Universitat Auténoma de Barcelons

los mismos fueron valorados mediante las
dos técnicas antes mencionadas.

Grupo [: Se utilizaron 16 conejos que
fueron divididos en 2 grupos de 8 animales
cada uno. Un grupo se dejo como control y
el otro fue vacunado con 1 dosis vacunal
(1035DICTs0). de virus del Fibroma de
Shope tal como se describe en la tabla 1.

Todos los animales fueron obtenidos de
granjas en las cuales no se habfa practicado
ninguna vacunacion contra la Mixomatosis.
Antes del inicio de la prueba se comprobd
la ausencia de anticuerpos séricos contra es-
ta enfermedad mediante el ELISA-Shope, vy
el ELISA-Sanarelli.

Se administrd una dosis vacunal a los 8
conejos por via subcutdnea. A los 95 dias
estos fueron infectados con 103DICTso de
virus virulento de Sanarelli cepa RIN-3 (ti-
po I-Il) por via intrapalpebral, conjunta-
mente con los 8 controles. Las muestras se-
ricas se tomaron en los dias resefiados en la
tabla 1.

Grupo /I: Se utilizé un grupo de 8 cone-
jos a los que se administro 1 dosis vacunal
(103DICTs0) de virus atenuado de Sanare-
[li. El virus vacunal se administro por dos
vias distintas tal como se describe en la ta-
bla 2.

Todos los animales fueron inmunizados
con 1 dosis vacunal y la infeccion experi-

Tabla 1. Protocolo de vacunacion con virus heterélogo del Fibroma de Shope.

o N.° muestras Infec. a dias Obtencién suero
EanRios L séricas Pf;‘;‘;’gg“' dias post-vacunacion
No vacunados 8 36 (%) 95 0, 6,95, 101y 105
Vacunados 8 40 95 0,6,95,101 vy 105

(*) Dos conejos murleron por lesion cardiaca causada por la extraccion de sangre en el momento de la infeccién experi-
mental en el dia 95, por lo cual no pudimos obtener las 4 muestras séricas en los djas 101 y 105,

Tabla 3. Protocolo de vacunacion con virus de Sanarelli atenuado inoculade por via subcutdnea y endo-

venosa.
Via administracion N.° conejos N.© muestras Jjecidias v omia iiiggivas
post-vacun. dias post-vacun.
Subcuténea 4 27 (*) 54 3,10, 13, 54,
Endovenosa 4 28 61,68y 74

(*) Un conejo muri6 debido a |as repetidas extracciones de sangre, por lo cual el nimero de muestras séricas obtenidas

difiere ligeramente del total esperado.
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mental se hizo a los b4 dfas con 10°
DICTso de virus virulento de Sanarelli cepa
RIN-3 por via intrapalpebral.

Grupo Il1: Valoracion de sueros de gaza-
pos procedentes de madres vacunadas con
virus del Fibroma de Shope.

Se administré una dosis vacunal del Vi-
rus del Fibroma de Shope a 5 conejas ges-
tantes. Dos gazapos de cada una de estas
conejas fueron sometidos a cuatro extrac-
ciones de sangre desde el dfa del nacimien-
to hasta los 35 dias de edad. A continua-
cion las muestras séricas se valoraron por
ELISA-Shope y ELISA-Sanarelli.

Grupo 1V: Valoracion de sueros de cone-
Jjos no vacunados contra la Mixomatosis.

Se obtuvieron 140 sueros de conejos pro-
cedentes de granjas en las cuales no se ad-
ministraba ninguna vacuna.

Todos los sueros fueron congelados a
—35° C. hasta el momento de su valoracion
utilizando el ELISA-Shope vy el ELISA-Sa-
narelli. Calculados los fndices IR de cada
suero para cada una de las 2 ELISAS's, és-
tos se introdujeron en un ordenador,

Con un programa estadistico para el
calculo del coeficiente de correlacién entre
la variable ELISA-Shope vy la variable ELI-
SA-Sanarelli.
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Resultados

Grt_lpo /: Conejos control y vacunados
con virus del Fibroma de Shope.,

Grupo [1: Conejos vacunados con virus
atenuado del Mixoma de Sanarelli por via
subcutanea y endovenosa.

Las graficas 1 y 2 muestran la cinética de
anticuerpos humorales testados por ELISA-
Shope y ELISA-Sanarelli de los conejos va-
cunados por via subcuténea y por via endo-
venosa.

Grupo [/1: Valoracion de sueros de gaza-
pos procedentes de madres vacunadas con
virus del Fibroma de Shope.

Los resultados quedan reflejados en la
grafica 3.

Grupo /V: Valoracion de sueros de gaza-
pos y conejos adultos no vacunados contra
la Mixomatosis.

De los 140 sueros ensayados, 122 eran
totalmente negativos por las dos técnicas,
12 eran positivos por las dos técnicas, 4
eran positivos por ELISA-Shope y negati-
vos por ELISA-Sanarelli y 2 eran positivos
por ELISA-Sanarelli y negativos por ELI-
SA-Shope. Por lo cual la sensibilidad del
ELISA-Shope con relacion al ELISA-Sana-

Tabla 3. Coeficientes de correlacion (r) de los sueros de conejos no vacunados y vacunados con virus del
Fibroma de Shope, antes y después de la infeccion experimental, valorados por ELISA-Shope y ELISA-

Sanarelli,

Conejos

Antes infecciéon

Después infecclén

No vacunados
Vacunados

0957 (n = 24)
0.879 (n = 24)

0.906 (n = 12) (*)
0.677 (n = 16)

(*) n = nimero de muestras ensayadas.

Tabla 4. Coeficientes de correlacién de los sueros de conejos vacunados con virus atenuado del Mixoma
de Sanarelli, utilizando la via subcutdnea y endovenosa, comparando E LISA—Sfrope y ELISA-Sanarelli

antes y después de la infeccion experimental con virus virulento.

Via administracion

Antes infeccion

Después infeccién

Subcuténea
Endovenosa

0926 (n = 16)
0.855 (n= 17)
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Grafica 1. Respuesta humoral en co-
nejos vacunados por via subcutidnea e
infectados con virus virulento. Valo-
res ELISA-IR (m 4 sueros).

3 i 1ot1a 54 61
et ELISA-Sanarelli
——-d ELISA-Shope

relli fue del 85 por ciento y la especificidad
fue del 96 por ciento.

Discusion

En estas pruebas comprobamos que efec-
tivamente los anticuerpos séricos inducidos
por el virus del Fibroma de Shope y por el
virus del Mixoma de Sanarelli, pueden de-
tectarse y valorarse mediante el ELISA-
Shope y el ELISA-Sanarelli, debido a la
existencia de antigenos comunes en ambos
virus.

Por ello, el suero de cualquier conejo va-
cunado con una vacuna que contemga virus
de Shope o virus atenuado de Sanarelli po-

136
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=
pfas post-vacunacién

dra valorarse facilmente por ambas técni-
cas.

Hemos posido observar que el grado de
correlacién entre los dos ensayos al valorar
sueros de conejos vacunados con el virus
del Fibroma de Shope era muy alto
(r = 0.879) tal como puede apreciarse en la
tabla 3. Sin embargo, después de la infec-
cion experimental con virus virulento de
Sanarelli se produce un marcado descenso
de la correlacion entre los 2 ensayos
(r = 0.577) adn cuando continta siendo
positiva.

Este hecho podria deberse a una desvia-
cién importante producida por el estimulo
antigénico del virus virulento de infeccion
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Gréfica 2. Respuesta humoral en co-
nejos vacunados via endovenosa e In-
fectados con virus virulento, Valores
ELISA-IR (M 4 sueros).

54 61

— ELISA-Sanarelli

-—— ELISA-Shope

aumentando los anticuerpos séricos contra
el virus del Mixoma de Sanarelli, con lo
cual al valorar por ELISA-Sanarelli los valo-
res se alejarian progresivamente de los obte-
nidos al valorar por ELISA-Shope. Esta
reaccion no se produce en animales no
vacunados, cuyos coeficientes de correla-
cion antes (r = 0.957) y después de la in-
feccion (r = 0.906) son muy similares, de-
bido a que antes de la infeccion los anima-
les estaban libres de anticuerpos séricos y
después de la misma el virus virulento prac-
ticamente no indujo una respuesta humoral
antes de la muerte de los animales que se
produjo entre los 6 y los 10 dias post-infec-
cion, con lo cual la mayor parte de los sue-
ros testados fueron negativos por los 2 en-
sayos.

Asimismo, en los 2 grupos de conejos
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inoculados con virus vacunal atenuado de

-Sanarelli por via subcutdnea y endovenosa

(tabla 2) y que fueron infectados a los 54
dfas, se produjo un hecho similar, es decir,
los coeficientes de correlacion fueron muy

significativos (r = 0.926 vias.c. y r =0.855

via e.v.) desde la vacunacion hasta el mo-
mento de la infeccion con virus virulento
de Sanarelli; sin embargo, estos presentaron
una variacion notable en los valores séricos
después de la misma (gréaficas 1y 2) siendo
los titulos obtenidos al utilizar el ELISA-
Sanarelli muy superiores a los que se testa-
ron por ELISA-Shope.

Este notable aumento de los anticuerpos
humorales detectados por ELISA-Sanarelli
después de la infeccion en conejos vacuna-
dos con un virus mixomatose atenuado
(gréficas 1 y 2) se debe probablemente a
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n = 4o
r = 0-907
y = 0.370 + 0.502x

Grdfica I1l. Correlacién entre ELISA-

10 40 50 70 90

IR (ELISA-Sanarelli)

que el estimulo inducido por el virus viru-
lento provoca una respuesta inmunoldgica
en un gran ndmero de determinantes anti-
génicas al compartir ambos virus (atenuado
y virulento) muchos antigenos comunes.
Sin embargo, al valorar los sueros por ELI-
SA-Shope sélamente los antigenos comunes
con el virus de Sanarelli pueden detectarse
con este ensayo, con lo cual, los valores
obtenidos son menores y se produce esta
variacion y falta de correlacion.

Las diferencias entre los coeficientes de
correlacion después de la infeccién en los
dos grupos de conejos vacunados por via
endovenosa y por via subcutdnea respecti-
vamente podrian atribuirse a la via de ad-
ministracion del virus vacunal que estimula-
ria poblaciones celulares distintas. .

La correlacién obtenida al valorar sueros
de gazapos procedentes de madres vacuna-
das con virus del Fibroma de Shope fue
muy alta (r = 0.907) tal como puede apre-
ciarse en la grafica 3. Aunque las madres

fueron vacunadas en distintos periodos de:

la gestacion, a partir de los 35 dias de edad
los gazapos carecfan de anticuerpos séricos
detectables por estas 2 técnicas.

En general podemos afirmar que tanto el
ELISA-Shope como el ELISA-Sanarelli,
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Shope y ELISA-Sanarelli al valorar
sueros de gazapos procedentes de
conejas vacunadas con virus del
Fibroma de Shope.

puede utilizarse para valorar la inmunidad
humoral inducida por vacunas con virus ho-
mologo atenuado y con virus del Fibroma
de Shope asi como para estudios seroepi-
demioldgicos ya que ambas técnicas mues-
tran una buena sensibilidad (85 por ciento)
y especificidad (95 por ciento).

En general, en la valoracién de sueros
procedentes de conejos vacunados con virus
del Fibroma de Shope, los titulos obteni-
dos seran mas altos si utilizamos un ELISA-
Shope mientras que seran sensiblemente in-
feriores si usamos un ELISA-Sanarelli, Del
mismo modo, en la valoracién de la res-
puesta humoral en conejos vacunados con
el virus atenuado de Sanarelli los valores se-
ran mas altos si utilizamos un ELISA-Sana-
relli que si se valoran con ELISA-Shope, de-
bido evidentemente al mayor niémero de
antigenos comunes de superficie.

Los resultados obtenidos muestran que
puede obtenerse una correlacién significati-
va entre los dos ensayos al valorar sueros de
conejos inoculados con virus del Fibroma
de Shope o bien con virus atenuados de Sa-
narelli; sin embargo, cuando estos animales
han estado ademas en contacto con un vi-
rus virulento de Sanarelli se produce una al-
teracion en la correlacion entre ambos ensa-
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yos, lo cual dificulta enormemente la inter-
pretacion de los resultados. El aislamiento e
identificacion de los antigenos inmunogéni-
cos del virus de Sanarelli y su absorcién a
las microplacas, permitiria probablemente
obtener un ensayo valido en todos los ca-
S0S.,

Resumen

Se han comparado dos Enzimoinmuno-
ensayos para valorar los anticuerpos humo-
rales inducidos por el virus del Fibroma de
Shope y por el virus del Mixoma de Sanare-
Ili en conejos. Para ello se utilizo un ELISA
cuyas microplacas fueron absorbidas con vi-
rus del Fibroma de Shope y otro utilizando
microplacas absorbidas con virus del Mixo-
ma de Sanarelli. Ambos ELISA se mostra-
ron sensibles y especificos para detectar an-
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ticuerpos humorales en conejos inoculados
con virus del Fibroma de Shope obtenién-
dose un coeficiente de correlacion altamen-
te significativo (r = 0.879). Asimismo, en
animales vacunados con virus atenuado de
Sanarelli por via subcutdnea y endovenosa
la correlacion fue muy significativa siendo
r —0.926 y r— 0.855 respectivamente.

En animales vacunados con los virus an-
tes mencionados e infectados posterior-
mente con virus virulento de Sanarelli, se
produjeron grandes desviaciones siendo la
correlacion muy baja en ambos casos. De
cualquier forma ambas ELISA pueden utili-
zarse en la valoracion de la inmunidad hu-
moral inducida por virus vacunales pudien-
do establecerse una correlacion, sin embar-
go, ésta es muy pobre al valorar sueros de
conejos vacunados e infectados posterior-
mente con virus virulento del Mixoma de
Sanarelli.
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