DETECCION DEL VIRUS SENDAIL EN RATONES DE LABORATORIO
DE LA LINEA BALB/C.
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Resumen.

Introduccion. Virus Sendai (Sd), también conocido como virus de la parainfluenza de tipo 1 murino, es un Paramyxoviridae, responsable
de la infeccion del tracto respiratorio, altamente transmisible en ratones, hamsteres, conejillos de Indias, ratas, cerdos etc. Puede ser detecta-
do en colonias de ratones en todo el mundo. En su uso reconocido esta su empleo en la fusion de las células eucariotas, especialmente para
producir cé¢lulas de Hibridomas capaces de fabricar anticuerpos monoclonales en grandes cantidades. Objetivo. El trabajo tuvo como obje-
tivo determinar la presencia de anticuerpos especificos a virus Sendai (Sd) en sueros de ratones BALB/c, en colonias de cria del CENPA-
LAB. Materiales y métodos. Para realizar el estudio se empleo el meétodo inmunoenzimatico ELISA y la Inmunofluorescencia (IFI), de ti-
po indirecto, como método confirmativo. Se evaluaron un total de 258 sueros de animales, de estos 133 fueron crias adultas y 125 desteta-
dos. El analisis estadistico se realizo utilizando el paquete estadistico SPSS para Windows version 11.5.1 del 2002.Resultados y discusion:
Este estudio demostro una prevalencia de 0.3 %, para virus Sendai, en colonias de cria de ratones Bald/c. No se encontraron diferencias sig-
nificativas entre edades. La prevalencia de este virus en dicha poblacion mostro las mismas caracteristicas presentes con relacion a otros es-
tudios realizados con anterioridad. Se pudo certificar la colonia para virus Sendai, garantizando la calidad microbioldgica de los animales.
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Introduccion.

El Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB) tiene como uno de sus objetivos principales la repro-
duccion de diferentes especies animales utilizadas para la experi-
mentacion cientifica. Acorde con las regulaciones internacionales so-
bre la calidad higiénico-sanitaria de los Animales de Experimenta-
cion, el CENPALAB tiene establecido un Programa de Monitoreo
Microbiologico (PMM); el cual constituye un sistema de vigilancia
epi1zootiologico, que permite preservar tanto la salud animal como la
humana. De esta forma se garantiza la disminucion del riesgo de in-
fecciones zoonoticas y se incrementa la veracidad, confiabilidad y
reproducibilidad de las investigaciones cientificas [4].

Las técnicas serologicas mediante ensayos de anticuerpos contra
agentes especificos constituyen la base fundamental del PMM. El
desarrollo de sistemas diagnosticos empleando el método inmunoen-
zimatico ELISA o la inmunofluorescencia indirecta (IFA) para la
certificacion de estas producciones, ha demostrado ser una via satis-
factoria. La rapidez y la calidad del diagnostico de laboratorio condi-
cionan el €xito en la prevencion y control de las infecciones que
afectan a los animales de experimentacion [10].

El Virus Senda1 del Raton (Sd) es uno de los virus murinos incluido
en ¢l PMM de CENPALAB, se diagnostica tanto por la tecnica ELI-
SA como por IFA. Constituye uno de los mas estudiados en esta es-
pecie de animal de laboratorio, debido al grado de prevalencia que
desarrolla una vez que se introduce en las colonias de cria. [9]. Tam-
bien conocido como virus de la parainfluenza de tipo 1 murino, es un
Paramyxoviridae, responsable de la infeccion del tracto respiratorio,
altamente contagioso y dificil de controlar en ratones, hamsteres, co-
nejillos de Indias, ratas, cerdos etc. Puede ser detectado en colonias
de ratones en todo el mundo. En su uso reconocido esta su empleo en
la fusi6n de las células eucariotas, especialmente para producir célu-
las de Hibridomas capaces de fabricar anticuerpos monoclonales en
grandes cantidades. [8]

La ejecucion de un programa de control para Sendai requiere medios
de diagnodstico econdmicos con altos niveles de sensibilidad y espe-
cificidad que permita evaluar a un grupo elevado de muestras y en
breve tiempo. [4] [9]

Obj etivo: El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la

presencia de anticuerpos especificos a virus Sendai (Sd) en sueros
de ratones BALB/c, en colonias de cria del CENPALAB.

Resultados y discusion (continuacion ...):

Los sistemas ELISA e IFI mostraron un 98 % de sensibilidad ya
que las muestras negativas, fueron detectadas por la técnica y esto
eleva la probabilidad de que un animal realmente enfermo, sea de-
tectado como tal por el sistema, mientras que la especificidad mos-
tro valores de 96%, lo cual coincide con los criterios de que una
prueba diagnostica nunca es considerada perfecta, aunque el valor
obtenido es alto. [3]

Del total de muestras evaluadas, solo una muestra, dio valores por
encima del valor de corte establecido para el metodo de Elisa utili-
zado. La prevalencia de este virus en dicha poblacion mostrd las
mismas caracteristicas presentes con relacion a otros estudios reali-
zados con anterioridad. [14]

En la tabla 3 se presenta el % de prevalencias de las infecciones del
virus detectada, siendo baja la prevalencia para el virus Sendai (0.3
%) en la cepa BALB/c. para el total de muestras, coincidiendo con
lo expresado por Jakab y Green (1998) y Percy y Barthold (1993),
los que senalan infecciones por el virus Sendai, con alta mortalidad,
solo en cepas altamente susceptibles como la DBAI25 y 129], no
asi para el caso de la cepa BALD/c., describiendo que muchas ce-
pas tienen infecciones clinicamente inaparentes y la ocurrencia de
la enfermedad y mortalidad en ratones depende de la cepa del ani-
mal infectado.

Crias adultas Crias destetadas Total de muestras
+/Muestras 1/133 0/125 1/258
% Prevalencia 0.7 0 0.3

El total de muestras fueron evaluadas por el sistema de IFI, inclu-
yendo la muestra positiva por Elisa con valor de DO por encima de
VC. Todas las muestras resultaron negativas por IFI, ya que no
mostraron fluorescencia citoplasmatica, semejante a lo observado
en los controles positivos utilizados en el sistema, como se ve en la
figura 1, siendo evaluadas las muestras mediante la asignacion de
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una a cuatro cruces (de menor a mayor intensidad), segin meétod
descrito por Voller, A., Bidwell, D. E., Bartlett, A. (1986)

La IFI mostro un resultado negativo para la muestra positiva por
ELISA, siendo esta la técnica utilizada como método confirmativo,
por sus elevados niveles de sensibilidad y especificidad para virus
Sendai en colonias de raton. [4]

Figura.l Patron de fluorescencia citoplasmatico para virus Sendai, del suero con-
trol positivo comercial de Charles Rivers. Cod: 1126778-A, en la técnica utiliza-
da.

Los resultados presentados revelan que las metodologias desarrolla-
das en nuestro laboratorio, constituyen una herramienta eficaz para
el control de la contaminacion por los agentes virales estudiados en
colonias de ratones libres de patdogenos especificos, pudiendo certi-
ficar la colonia para virus Sendai, garantizando la calidad microbio-
logica de los animales.

El sistema ELISA, mostro un 99.2% para el valor predictivo positi-
vo, es decir existe la probabilidad de que el 98 % de los resultados,
sean falsos positivos. Con relacion al valor predictivo negativo, los
sistemas mostraron un valor de 100%, lo que habla a favor de una
elevada probabilidad de que el animal detectado como sano por la
técnica sea realmente sano y esto favorece la eficiencia o valor glo-
bal del método normalizado, el cual reflejo un 99.7 %. [1]. Estos re-
sultados demuestran la confiabilidad que se obtiene con la utiliza-
c10n de estos sistemas de diagnostico.

Después de establecidas las producciones en CENPALAB de los
juegos de diagnostico y a partir de 1996, estos se han empleado en
el programa de monitoreo de salud, para la certificacion virologica
de los Biomodelos experimentales y en especifico para la deteccion
del virus Sendai, como técnicas del tipo indirecto y el estudio en
masa de los animales de produccion. Anualmente se envian mues-
tras de sueros, de estos biomodelos, a centros de referencia en Ho-
landa (QM Diagnostic, UMC St Radboud) de manera que permite
validar los resultados arrojados de los mismos y su desempeiio,
mostrando la eficacia de los kit producidos por CENPALAB, como
meétodo diagnostico en la deteccion del virus Sendai. En todos los
casos los resultados han coincidido con los reportados, corroboran-
do la confiabilidad y reproducibilidad de estos meétodos de diagnos-
tico [5]

Materiales y métodos.

El estudio se realizo en la direccion de Biotecnologia del CEN-
PALAB. Se estudiaron un niimero de muestras (suero), represen-
tativas de un periodo de dos anos (2015-2016), tomadas al azar,
para un total de 258 muestras de ratones de la cepa BALB/c,
donde 133 fueron crias adultas y 125 destetados, libres de gér-
menes patogenos especificos (SPF).

Obtencion de los sueros a evaluar

Los sueros que se evaluaron, en su momento fueros obtenidos de
animales desangrados bajo efecto de anestesia y eutanizados de

acuerdo al Codigo Practico para el Cuidado y Uso de los Anima-
les de Laboratorio establecidas por CENPALAB en 1992.

Método de evaluacion de las muestras problemas

Como me¢todo de diagnodstico para realizar la evaluacion, se em-
plearon como técnica serologica un ELISA indirecto y un ensayo

de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) de produccion nacional
(CENPALAB).

Como técnica confirmativa se utilizo la IFI.

Como antigeno del sistema se utilizo la cepa D/52 no patdogena,
suministrada por el Central Institute for Laboratory Animal Bre-
eding, Hannover, Alemania, y mantenida en nuestras condicio-
nes. Como suero de referencia o control positivo, se utilizé un
suero comercial de Charles Rivers. Cod: 1126778-A. y como
suero control negativo un suero comercial de Charles Rivers,
Cdod: 112389-A. Se empled una Ant-IgG de raton preparada en
carnero, conjugada con peroxidasa tipo VI RZ=3.0. Empleando
la técnica de conjugacion descrita por Nakane y Pierce (1996).

Criterio de lectura

El criterio de lectura empleado para determinar el Cut Off o va-
lor de corte fue la suma de los valores de D.O de los sueros con-
troles negativos y a la media de ello sumarle el valor superior del

suero control negativo. Como lo muestra la ecuacion siguiente:
V.C=D.O(-)+D.O (-) + V S.C.N.

Resultados y discusion:

Los valores optimos de sensibilidad y especificidad de un ensa-
yo del tipo ELISA, dependen de los propositos de la técnica,
1dealmente100 % para ambos, aunque por lo general una eleva-
da sensibilidad se alcanza a expensas de la especificidad y vice-
versa, estableciendose habitualmente un compromiso sobre los
valores deseados. [14]

Se realizo la evaluacion de las muestras para la presencia de an-
ticuerpos a Sendai, durante el procesamiento de las muestras por
los sistemas de ELISA e IFA, los resultados, fueron analizados,
procesados y llevados a una tabla de contingencia de cuatro ca-
sillas (Tabla 1), agrupando los casos positivos y negativos por
ambos metodos, para realizar el calculo de la sensibilidad, espe-
cificidad, VPP, VPN y eficiencia del metodo normalizado segun
las formulas expuestas por Ramp y Gottstein en 1987.

Tabla 1. Tabla de contingencia para las muestras de suero de
raton procesadas por la técnica ELISA e IFA.

Negativos Positivos
Negativos A B
ELISA Positivos C D

En la tabla 2 se muestran los resultados de la evaluacion de las
técnicas serologicas para la deteccion del virus Sendai.

Tabla 2. Valores obtenidos de los diferentes parametros eva-
luados en el proceso de evaluacion en suero de raton y Pa-
tron de IFI para el virus Sendai.

Sensibilidad 98
Especificidad 96
Valor predictivo positivo (VPP) 99.2
Valor predictivo negativo (VPN) 98
Eficiencia 99.7

Patron de Fluorescencia citoplasma celular.

Conclusiones.

1. Se evalu6 la presencia de anticuerpos especificos a virus
Sendai1 (Sd) en sueros de ratones BALB/c, en colonias de cria
del CENPALAB, por el método serologico del tipo ELISA e
IFI.

2. El virus Sendai mostrd una prevalencia del 0.3 %, para la ce-
pa BALB/c. segln el total de muestras evaluadas.

3. El método de diagnostico del tipo ELISA y el IFI, empleado
para la evaluacion de la presencia de anticuerpos a virus Sen-

dai, mostr6 confiabilidad y reproducibilidad.

4. Las Técnicas de ELISA e IFI del tipo indirecto mostraron al-
tos niveles de sensibilidad y especificidad para ser utilizadas

en el programa de control seroldgico para virus Sendai en co-
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