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Resumen: La peste equina africana es una de las enfermedades reemergentes
vectoriales mds importantes que pueden afectar a poblacién equina europea,
pudiendo causar un gran impacto socio-econdémico. Ante esta situacion, la vacunacion
es la mejor estrategia para combatir la enfermedad, logrando su control vy
erradicacion. Con este fin, en el brote de Peninsula Ibérica (1987 — 1990) se utilizo la
vacuna inactivada para el serotipo 4, ademas, esta vacuna permite la diferenciacién de
animales vacunados e infectados (DIVA) ya que no induce anticuerpos frente a una de
las proteinas del virus (NS3). Esta peculiaridad y el desarrollo de pruebas de
diagndéstico DIVA permitiran disminuir las limitaciones de movimientos tan
importantes en los équidos. La plataforma Luminex nos proporciona un marco ideal
para este tipo de diagndsticos, ya que con una sola prueba se realizara la identificacion
de ambas proteinas simultdneamente. Por ello, el objetivo de este estudio es
desarrollar un ensayo Luminex multiplex que permita la diferenciaciéon de los animales
infectados y vacunados/no infectados simultdneamente. Esta nueva metodologia
permitio la deteccidén de anticuerpos frente a VP7 y NS3 con un 100% de sensibilidad y
especificidad. Ademads, la evaluacién de las muestras de animales vacunados con
vacuna inactivada frente al serotipo 4 permitid comprobar la capacidad DIVA del
ensayo. Esta metodologia promete ser un método sensible y eficiente que permite la
detecciéon multiplex de anticuerpos simultdneamente y con un ahorro de tiempo vy
costo para el laboratorio.

Palabras clave: Peste equina africana. Diagndstico DIVA. Deteccion de anticuerpos.
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INTRODUCCION

La peste equina africana (PEA) es una enfermedad virica vectorial infecciosa y no
contagiosa de declaracién obligatoria en la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
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(OIE) que afecta a los équidos provocando una alta mortalidad en caballos. El agente
etiolégico es un virus del cual se conocen 9 serotipos, perteneciente al género
Orbivirus, al igual que el virus de la Lengua Azul™. La PEA es transmitida por mosquitos
del género Culicoides, siendo endémica en Africa Subsahariana®. Sin embargo, brotes
esporadicos se han notificado fuera de la zona endémica, como el norte de Africa,
Europa (Espafia y Portugal) y Asia, necesitando intensas campafias de vacunacion y
sacrificio para erradicar la enfermedad®®. Actualmente, debido al cambio climatico y la
re-emergencia de enfermedades transmitidas por el mismo vector en Europa (Lengua
Azul y Scmallenberg) ha incrementado la preocupacién por la re-introduccién y
difusién de la PEA en los paises europeos(s). Por estas razones, la PEA es una
enfermedad muy importante para todo el sector equino y su entrada en un pais libre
provocaria consecuencias devastadoras por su gran impacto econdmico y sanitario.

La entrada de la PEA en un pais supone el cierre de fronteras con importantes
restricciones al comercio internacional. Por ello, en paises no endémicos, se necesitan
adecuadas medidas de control y erradicacion de la enfermedad. La vacunacion es una
de las principales herramientas para conseguirlo. Con este fin, se utilizé6 una vacuna
inactivada frente al serotipo 4 en el brote que hubo en la Peninsula Ibérica (1987 —
1990) @ Ademas, esta vacuna tiene la caracteristica de permitir diferenciar animales
vacunados e infectados (DIVA), ya que no induce anticuerpos frente a la NS3 56) por
ello, el desarrollo de ensayos DIVA son de gran utilidad para permitir la movilidad de
animales vacunados en dreas donde esté presente la enfermedad, y reducir las
restricciones comerciales.

Diferentes técnicas seroldgicas han sido utilizadas para la deteccién de
anticuerpos de PEA como la fijacion del complemento, neutralizacién del virus o el
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) . Sin embargo, estas técnicas
no permiten realizar el estudio simultdneo de varios anticuerpos frente a distintas
proteinas. La técnica Luminex es una nueva herramienta de diagndstico que permite
realizar ensayos de diagndstico multiplex en una sola reaccién basandose en la
diferenciacién de microesferas marcadas con un Unico espectro. Estas microesferas se
pueden unir a proteinas que serdn reconocidas por los anticuerpos presentes en el
suero permitiendo su cuantificacion por un fluoréforo ™ por ello, el objetivo de este
estudio consiste en el desarrollo de un ensayo Luminex multiplex que permita la
diferenciacidon de animales infectados y vacunados/no infectados simultaneamente.

MATERIAL Y METODOS
Muestras analizadas
En este ensayo se han evaluado 56 muestras de suero que se obtuvieron de
una infeccion experimental con PEA del serotipo 4 realizada en un laboratorio de nivel

de Bioseguridad 3 (Zoetis Olot SLU) de acuerdo con la normativa de bienestar animal
vigente (Directiva 2010/63/UE). Trece caballos sanos fueron infectados con el serotipo
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de PEA, usando 1 caballo como control negativo. La toma de muestras se realizé de
manera semanal. Ademads se procesaron 13 muestras de animales vacunados con una
vacuna inactivada frente al serotipo 4.

Produccidén de proteinas

La proteina recombinante VP7 fue proporcionada por INGENASA, mientras que
la proteina recombinante NS3 fue producida y purificada en nuestro laboratorio segun
el protocolo modificado de Laviada et al. 1995,

Acoplamiento de las proteinas a las microesferas paramagnéticas

Un total de 5 pg del recombinante VP7 y NS3 se conjugaron de manera
covalente a los grupos carboxilo libres de las microesferas (regiéon de 37 y 43, Bio-Rad)
usando el kit de acoplamiento comercial Bio-Plex® Amine Coupling Kit (Bio-Rad). El
protocolo se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ensayo Luminex con las microesferas unidas a las proteinas VP7 y NS3

Para realizar el ensayo se prepararon diluciones 1/100 de las muestras de suero
en tampon de dilucidn (PBS con 10% suero de cabra y 0,02% Tween). En placas de 96
pocillos (Bio-Plex Pro™ flat bottom plates), se afiadieron una concentracion de 1250
microesferas/pocillo de cada proteina (25 microesferas/ul). Posteriormente, se
afiadieron 50 pl de las diluciones de los sueros. Tras la incubacion de la placa durante
30 minutos en agitacién y oscuridad, se lavé tres veces la placa con 200ul de tampdn
de lavado (PBS con 0,05% Tween) en un lavador magnético. A continuacién, se
afiadieron 50ul de una dilucién 1/2000 de un anticuerpo anti-IgG de caballo biotinilado
(Jackson ImmunoResearch Inc) en tampdn de dilucién como anticuerpo secundario.
Tras 30 minutos de incubacién y tres lavados, se afiadieron 50ul de 1/100 de
estreptavidina marcada con R-ficoeritrina (Quiagen). Este reactivo se une a la fraccién
biotilinada del anticuerpo secundario, actuando como fluoréforo. La placa se incubd
15 minutos y se realizaron tres lavados, para re-suspender las microesferas en 125 pl
de tampdn de suspension (Bio-Rad) y realizar el analisis usando el sistema Bio-Plex 200
(Bio-Rad).

Antes del analisis se realizé el correcto calibrado del dispositivo mediante los
kits de calibracion Bio-Plex (Bio-Rad). Luminex fundamenta este analisis en la
citometria de flujo. Asi, cada microesfera unida a su correspondiente proteina (NS3 o
VP7) fue examinada individualmente por dos laseres, uno rojo que analizé la
microesfera y uno verde, que examiné el fluoréforo. Para el analisis de los datos, la
mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) del fluoréforo fue estimada por la
lectura de al menos 50 microesferas. Los resultados del MFI se corrigieron restando la
sefial de antigeno negativo de la sefial de antigeno positivo.
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Analisis de datos

El programa informdtico MedCalc (version 9.5.2.0; MedCalc Software) su utilizd
para determinar el cut-off del ensayo Luminex para cada una de las proteinas,
maximizando la sensibilidad y especificidad de la técnica de diagndstico. La capacidad
de la prueba de Luminex para discriminar entre muestras positivas y negativas
(sensibilidad y especificidad) se evalué mediante analisis ROC.

RESULTADOS

Para evaluar la produccidn de anticuerpos frente a las proteinas VP7 y NS3 de la
PEA de serotipo 4 mediante el ensayo Luminex desarrollado, se evaluaron 69
muestras, de las cuales 56 proceden de una infeccidon experimental con el serotipo 4 y
13 son muestras de animales vacunados con vacuna inactivada frente al serotipo 4.
Para determinar el cut-off de la técnica para cada una de las proteinas, se analizaron
los resultados de las muestras de suero tomadas el dia 0 y del control negativo (17
muestras verdaderos negativos (VN)) y las muestras obtenidas el dia 21 post-infeccién
(13 muestras verdaderos positivos (VP)). Los resultados se analizaron con la curva ROC.
Los valores de cut-off de las proteinas VP7 y NS3 fueron de 548 MFI y 368,5 MFI
respectivamente, con una sensibilidad y especificidad del 100%.
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Figura 1. En el grafico se muestra la media con su desviacion estandar, de la mediana de la
fluorescencia de cada una de las dos proteinas en los diferentes dias de analisis post-infeccion (Pl) y
en los animales vacunados con vacuna inactivada frente al serotipo 4.

Posteriormente se evaluaron el resto de muestras de los animales infectados
experimentalmente para establecer la cinética de respuesta inmune humoral frente a
ambas proteinas. Mediante este test se detectd la presencia de anticuerpos frente a
ambas proteinas (VP7 y NS3) a los 14 dias post-infeccién (Fig 1).
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Con la incorporaciéon de las muestras de animales vacunados con vacuna
inactivada, se recalcularon los cut-off para ambas proteinas. Para la VP7 se evaluaron
17 VN y 26 VP obteniendo el mismo cut-off que en el estudio anterior. Para la NS3 se
evaluaron 30 VN y 13 VP obteniendo un cut-off de superior al determinado
anteriormente, 805 MFI. Estos valores permitian obtener una sensibilidad vy
especificidad del 100% para ambas proteinas. Usando estos pardmetros, los animales
vacunados mediante vacunas inactivadas frente al serotipo 4 dieron valores positivos
frente a la proteina VP7 pero no para la NS3 (Fig.1).

DISCUSION

En este trabajo ha sido desarrollado el primer ensayo Luminex para el
diagnodstico de PEA que permite la diferenciacion de animales infectados, vacunados
con vacuna inactivada frente al serotipo 4 y no infectados simultdneamente con un
100% de sensibilidad y especificidad. Es un desarrollo de gran utilidad ya que podria
permitir la diferenciacion de animales vacunados con vacuna inactivada frente al
serotipo 4 y reducir las restricciones comerciales, tan importantes en el sector equino
por asuntos de competicion o compra-venta, asi como las consecuencias econémicas
asociadas a la enfermedad.

Este DIVA Luminex ha permitido la evaluacién simultanea de anticuerpos frente a
dos proteinas del virus. La VP7 ha sido seleccionada por ser la proteina mas
conservada en todos los serotipos del virus, y por ello proteina diana en la mayoria de
los test de diagndstico de la enfermedad M La NS3 ha sido seleccionada por su
capacidad DIVA con la vacuna inactivada (56) Al realizar el estudio simultdneo de
anticuerpos frente a ambas proteinas se observd que, aunque se detectan niveles
elevados de anticuerpos frente a ambas, hay una mayor fluorescencia de respuesta
frente a la VP7 que a la NS3 en animales infectados, aunque la cantidad de proteina
unida con las microesferas es la misma. Esto puede ser debido a que la proteina NS3,
al ser una proteina no estructural, origina en menor produccién de anticuerpos en el
caballo infectado. A pesar de estas diferencias, la respuesta a anticuerpos frente a
ambas proteinas se observa a los 14 dias post-infeccidn. Este resultado se corresponde
con los datos descritos en la literatura de produccion de anticuerpos entre los 8 y 12
dias post-infeccién @,

Hasta ahora, las técnicas diagndsticas para la deteccidén de anticuerpos frente a
la PEA mas utilizadas son los ELISAs “®). Esta técnica también permite detectar la
presencia de anticuerpos frente a diferentes proteinas, pero es necesario realizar
mayor numero de ensayos para obtener los mismos resultados. Luminex resuelve esta
desventaja, ya que permite realizar ensayos multiplex simultdneamente, reduciendo el
numero de test necesarios a realizar, el volumen de muestra, el trabajo y el tiempo
necesarios ).
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Este ensayo Luminex ha permitido la diferenciacion de animales infectados,
vacunados con vacuna inactivada frente al serotipo 4 y no infectados. Sin embargo, el
numero de muestras evaluadas ha sido muy limitado. Por ello, seria conveniente
ampliar el numero de muestras incluyendo muestras de animales de zonas libres de
PEA y de animales infectados en condiciones de campo para mejorar la validacion de la
técnica.

CONCLUSIONES

El ensayo DIVA Luminex con las proteinas NS3 y VP7 de la peste equina africana
permite ser una prueba rapida, especifica y sensible para la diferenciaciéon de animales
infectados, vacunados, con vacuna inactivada frente al serotipo 4, y no infectados
simultaneamente. Ademas ha permitido la evaluacion simultdnea de la respuesta
cinética humoral frente a las dos proteinas del virus en una infeccion experimental,
detectandose la VP7 como mas inmundgena, aunque observandose la produccién de
anticuerpos de ambas a los 14 dias post-infeccidn. Sin embargo, se necesitaran mas
estudios para validar el ensayo DIVA Luminex.
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