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Resumen

Hasta la fecha no existen diagndsticos inmunoenzimaticos suficientemente precisos en el campode fos
Rabdovirus. Virus como el de la rabia, la estomatitis vesiculosa y ofros muchos como la septicemia
hemorrdgica viral, que son altamente mortales y que originan procesos con numerosas perdidas, no
poseen un diagndstico inmunoenzimatico que pueda determinar rapida y seguramente sus procesos
patoldgicos. Los diagndsticos rutinarios establecidos son poco sensibles en muchos casos y consumen
mucho tiempo, retrasando eltiempo necesario paratomarlas medidas epizootiolégicas oportunas. Des-
cribimos aquf un ensayo enzimatico altamente sensible, rapido y sencillo de ejecucién, gracias a la
disociacion de las proteinas del rabdovirus. Con este nuevo ensayo se pueden detectar muestras de
tejidos infectados con bajos niveles de rabdovirus, con gran precision y en breve plazo. El método de
la disociacién de las proteinas virales durante su ensayo se esta aplicando también a otros virus.

Importancia del
diagndstico de Rabdovirus

Los rabdovirus son agentes infeccio-
sos que originan enfermedades en
personas, animales y plantas. Algu-
nos de estos rabdovirus causan en-
fermedades humanas tan graves
como la rabia, y otros poseen una
importancia econdémica muy alta,
tanto en las producciones de anima-
les de granja (vacuno, porcino, pe-
ces...) como salvajes (zorros, tejo-
nes, mapaches...), asi como las
numerosas especies de plantas que
pueden ser afectadas (tomate, me-
lon, fresa, vid,...)

Los rabdovirus tienen forma de
proyectil, poseen una membrana lipi-
dica que los envuelve, miden unos
80nm, tienenuna cadenade ARN de

polaridad negativa y poseen cinco
proteinas estructurales: una polime-
rasal,laglicoproteina G relacionada
con los procesos de neutralizacién y
que se halla en las espiculas viricas,
las proteinas de la matriz M1y M2, y
la nucleoproteina N fosforilada (Ba-
surco y col., 1989).

Para poder actuar a tiempo en el
caso de encentrarse con una infec-
cién por rabdovirus, se hace funda-
mentalmente un diagnostico que sea
a la vez sensible {ya que si no fuese
asi, podriamos pasar por alto nume-
rosos casos producidos por peque-
fias cantidades de rabdovirus) y rapi-
do {con el fin de poder tomar las
medidas sanitarias oportunas con la
mayor brevedad posible). En la ac-
tfualidad los métodos de diagnédstico
rutinario empleados son, o bien de
interpretacion complicada donde se

necesitaunabuena experiencia, como
la inmunofluorescencia (técnica usa-
da en el diagndstico rutinario de la
rabia), o bien métodos que necesitan
mucho tiempo para poder establecer
un diagndstico exacto, como el culti-
vo del virus "in vitro" y su posterior
confirmacién por seroneutralizacién.
En casi todos los casos los diagnés-
ticos necesitan ser realizados en la-
boratorios altamente preparados y por
personal especializado. Ademas exis-
ten otros problemas adicionales en
los casos que haya que realizar un
cultivo "in vitro"; los rabdovirus poco
estables o con particulas defectivas
(interferentes) que no funcionen sobre
el tapiz celular, no producirian infec-
cién y pasariamos por alto el diagnés-
tico (falso negativo), asi como otros
casos donde el efecto citotdxico de
los extractos de tejidos enmascaren
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el efecto citopatico del virus (falsos
positivos).

Hasta la fecha los enzimoinmu-
noensayos (ELISA o inmunoblotting)
tienen una aplicacién limitada en el
caso del rabdovirus debido a su baja
sensibilidad. En la ultima década, la
posibilidad de obtener anticuerpos
monoclonales ha revolucionado las
técnicas de enzimoinmunodiagnésti-
co al hacer posible una mayor espe-
cificidad y sensibilidad, ademas de
contribuir a una mejor estandariza-
cion de los reactivos. En muchos
casos estos monoclonales han susti-
tuido a los anticuerpos policlonales,
pero en el caso de muchos de los
rabdovirus, aunque existen anticuer-
pos monoclonales, no existen bue-
nos resultados en ELISA, debido auin
a problemas de sensibilidad.

En este trabajo describimos resu-
midamente los resultados de la apli-
caciénde un método inmunoenzima-
tico para la deteccién de rabdovirus,
usando anticuerpos monoclonales
frente a las nucleoproteinas disocia-
das de los rabdovirus. La nucleopro-
teina es la proteina mayoritaria y de
sintesis mastempranatrasunainfec-
cion(Sanzy col., 1990). Elsistemaes
un ELISA de captura o sandwich, la
disociacion de las nucleocapsidas
virales da a la prueba una mayor
sensibilidad que el resto de las prue-
bas similares descritas anteriormen-
le. Otras ventajas son la posibilidad
de procesarrapidamente numerosas
muestras conun equipamiento senci-
llo (Martinez y Coll, 1988), un facil y
reproducible escalado (Coll, 1990) y
una facil interpretacion.

Para la elaboracion de este traba-
jo hemos escogido como modelo el
virus de la Septicemia Hemorragica
Viral (SHV), un rabdovirus que afecta
a los salmdnidos.

ELISA sandwich en
condiciones disociadoras
de nucleocapsidas

Se seleccionaron 3 monoclonales

frente a la proteina N viral de un total
de 19 monoclonales. Estos monocio-
nales fueron producidos en ascitis,
purificados y titulados. Los anticuer-
pos monoclonales anti-N estaban di-
rigidos contra diferentes epitopos de
la proteina N segln las pruebas de
competicién. Asi mismo se estudio la
combinacién optima para hacer posi-
ble la prueba.

La sensibilidad inicial era aproxi-
madamente de unos 1.000 ng de vi-
rus/pocillo. Se probé la influencia de
diferentes agentes disociantes en el
buffer de dilucion de muestras y el
incremento de sensibilidad llegd a 20
ng/poc. La incubacion simultanea de
la muestra y el conjugado sobre el
pocillo (ELISA de un paso) aumento

la sensibilidad a 0.2 ng/poc (figura 1).

De igual manera se probaron dife-
rentes modelos de tapizado de pla-
cas y otras condiciones sin que nin-
guna de ellas produjeranun aumento
o una disminucién de sensibilidad
respecto a los resultados iniciales
obtenidos.

Las placas ELISA tapizadas pue-
den permanecer estables al menos
dos meses guardadas en condicio-
nes controladas.

Elfondoobackgroundde laprueba
es bajo y la sensibilidad es de aproxi-
madamente 0.2 ng/poc de virus pu-
rificado o de 10-50 TCID, /pocillo.
Elcoeficiente de variacion interensayo
es de 3-6% y el de intraensayo oscila
entre un 3% y un 23% en la parte

Figura 1. Aumento de la sensibilidad usando
distintos tratamientos de disociacién de las nucleocdpsidas

O e O sin disociacion.
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