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INTRODUCCION 

En 1938,Shope demostrd que la inocuiacidn del virus 
del fibroma de los conejos confeda a estos un alto 
grado de protección en la inocuiacidn experimental con 
virus virulento del PIixona de Sanarelli. 

El porcentaje de conejos vacunados con el virus del 
fibroma de Shope que resisten a la infeccidn experi- 
mental varia se& los distintos investigadores (4 )  
(1) ( 3 ) .  
Varios factores pueden influenciar en mayor o menor 
grado,el porcentaje de conejos protegidos,oscilando 
entre un 60 y un 85% del efectivo vacunado con el vi- 
rus del Fibroma de Shope, 

Actualmente y en parte debido a la presencia endemica 
del virus de Sanarelli en ciertas zonas,asi coino la 
aparicidn de variantes del mismo con distintos grados 
de virulencia, han hecho que se cuestione el grado de 
proteccidn de las vacunas heterdlogas clisicas. (8) 
Las vacunas homdlogas utilizando virus de Sanarelli 
atenuado,han aido estudiadas extensamente durante es- 
tos 6itimos años (5) (3) (6). Aunque estos confieren 
una inmunidad muy sdlida, la utiiizacidn de las mis- 
mas puede entraflar ciertos riesgos t2el.liAo a sus efec- 
tos secundarios en gazapos, tales como la posible cir- 
culación del virus vacuna1 en la granja, la reversidn 
de aquel a formas virulentas, el desarrollo de infec- 
ciones persistentes, abortos, etc, 

La utiiizacidn de adpvantes para incrementar la inmu- 
nogenicidad de las vacunas heterblogas fue descrita 
por Durand et al. (1-384), Estos autores utilizaron 
Caolin para adyuvantar el virus del Fibroma de Shope, 
consiguiendo asf mejorar grandemente la inmunidad con- 
f erida. 

Varios intentos para desarrollar una vacuna inactiva- 
da contra la Mixomatosis ya sea a partir de v i r u s  de 
Sanarelli o de Shope,han fracasado totalmente. Estas 



vacunas inactivadas no confieren practicnmente protec- 
cidn alguna. 

Nosotros pudimos observar que los conejos vacunados 
con una vacuna inactivada y adyuvantada con aceites 
minerales no solamente no resistieron a la prueba de 
infectividad sino que sucumbieron con m a s  lesiones 
mucho mds severas que loa conejos controles no vacu- 
nados (2). Este hecho fue independienke del tipo de 
adyuvante y del metodo de inactivacidn utilizado. 

En este trabajo hemos analizado el comportamiento de 
dos vacunas distintas contra la mixomatosis, una de 
ellas producida a partir de virus del Fibroma de Sho- 
pe propagado en coneJo,a la que llamamos vacuna con- 
vencional (VC) y la otra se hizo a partir de virus 
de Shope propagado en cultivos bisticos conveniente- 
mente ad vantada (vacuna Fibrama de Shope adyuvanta- 
da 6 F S A Y  

MATERIAL Y METODOS 

Preparacidn de las vacunas 

Vacuna FSA.- Esta vacuna se hizo a partir de la cepa ---- - 
Boerlage del virus del Fibroma de Shope que se propa- 
gb seis veces consecutivas en cultivos de tejidos de 
RK13. Este stock de virus se utiiizd para todas las 
pruebas manteniendose almaoenada a -70OC en pequefias 
alf quo tas . 
El virus de produccidn f'ue congelado y descongelado 
3 veces y seguidamente se eentrifugd a 3000 duran- 
te 20 minutos. Seguidamente el sobrenadante se mezcld 
con el excipiente y el adyuvante en la siguiente pro- 
porcidn: 3 m1 sobrenadante, 3 m1 de excipiente y 1 m1 
de adyuvante. Cada doeis vacuna1 t e d a  un titulo mf- 
nimo de 103 ~ D I C T ~ ~ / ~ ~  . 
Vacuna-Vc . -  A esta vacuna la llamamos vacuna Conven- 
cional (VC) puesto que .u fomulacidn y m/todo de pro- 
duccidn es el que se ha venido utilizando tradicional- 
mente. Se trata de la vacuna heterdloga con virus de 
Sbope hecha a partir de fibromaa de con j . El vini8 
liofilizado tenga un titulo medio de 101*%ICT50 por 
dosis vacunal. 



Test de Infectividad 
Para estudiar el nivel de proteccidn en los conejos 
vacunados se llevaron a cabo pruebas de infectivídad. 
Los conejos vacunados fueron inoculados can virus vi- 
rulento de Sanarelli cepa RIN3 (tipo 1-11) a distin- 
tos tiempos despues de las vacunaciones. Cada conejo 
fue inoculado d a  intradermoparpebral con 0,2 m1 de 
virus virulento (103  DI^^). Los conejos as< infecta- 
dos hieron observados durante 30 dfas. 

Ensayos de vaioracidn vfrica 
La potencia &rica (titulo) se determinó mediante ti- 
tuiacibn en microplacas de.96 pocillos (3) utiiizan- 
do c6iuías RK13 que fueron incubadas durante 7 dfas 
en un incubador de ambiente controlado de C02. Los 
pocillos con ECP o formacián de placas fueron dsdos 
como positivos y el tftulo se caiculd de acuerdo con 
el metodo Karber. 

Asimismo la tecnica de anticuerpos fluorescentes se 
empled para determinar la identidad virica, efectuán- 
dose las lecturas a las 24 horas post-infeccibn. 

vacunas se estudiaron varias t6cnicas 
eligiendose finalmente esta última ya 
muy sensible y especifica para testar 
vado de muestras. Esta se utilizb tal 
cribirnos (6). 

Enzyme-linked-immunosorbent Aasay (ELISA) 
Para valorar la inmunidad humoral inducida por estas 

(SN, FC y ELISA' 
que se mostrd 
ua nhero ele- 
Corno la des- 

Pruebas comparat ivaa ----- ... - - - - . - 
Para poder comparar las 2 vacunas antes mencionadas 
se llevaron a cabo varios ensayos. 

Prueba 1 - Estudio&ojnp~ati,vo de las vacunas VC 
FsA.- Se vacunaron íos conejo. por d a - - s u d  - 
con una dosis vacuna1 de acuerdo con el siguiente 
esquema: Dos grupo8 de 16 conejos cada uno fueron in- 
munizados con las vacunas FSA y VC, dejando un ter- 
cer grupo de 8 conejos ain vacunar como controles. 
A los 27 dias de a vacunacidn estos animales fieron $ infectado8 con 10 DI de virus virulento de Sanarelli 
y se observaron durante 30 dias. 
Se estudiaron los siguientes pa&etros durante esta 

prueba: peso, temperatura, desarrollo de fibroma lo- 
cal, anorexia, cinetiea de anticuerpos humorales 



(ELISA) y proteccidn a la infeccidn experimental. 

Prueba 2 - Relacidn entre vía  de administracidn y 
rotecci6n.- Para estudiar la incLdencia de la d a  

%e inocuiacidn en reiacidn al grado de proteccidn, 3 
grupos de 7 conejos cada uno fileron vacunados por vfa 
subcutánea, intrad6nnica y dennojet respectivamente. 
Se efectud la infeccidn a los 30 dfas post-vacunacidn 
y se estudiá el porcentaje de supervivientes, las 
reacciones locales y la cin6tica de la inmunidad hu- 
moral. 

RESULTADOS 

Fig. 1.- EVOLUCION DEL PESO 

o--* VC +S-% FSA - Control 
Todos los conejos muestran un ligero descenso de pe- 
so despues de la vacunacidn con vacuna FSA y VC. Es- 
te descenso alcanza un lfmite máximo a los 6 dfas 
post-vacunacidn para la vacuna VC y a los 12 dfas p.v, 
para la vacuna FSA. Seguidamente hay un aumento gra- 
dual hasta el momento de la infeccidn,despu6s de la 
cual los conejos no vacunados sufren un acusado des- 
censo de peso que culmina con la muerte de los mismo8 
por generaiizacidn de mixomatosis. Los vacunados con 
la vacuna VC experimentan tambi6n una disminucidn de 
peso, mientras que los vacunados con FSA mantienen 
su peso, no oiendo afectados por la infeccidn viru- 
lenta. 



Fig.2.- EVOLUCION DE LA TEMPERATURA 

Los 3 grupos de conejos muestran una evoiuci6n ter- 
mica que se mantiene dentro de las oscilaciones nor- 
males (%O,~CC). No hay cambios significativos de tem- 
peratura despues de la vacunacidn en ningún grupo. 
Sin ambargo, a los 6 di as pos t-inf eccibn, los conejos 
no vacunados euf'ren un descenso de temperatura segui- 
do de un incremento muy marcado de la misma,que cul- 
mina con la muerte de estos. Del mismo modo los co- 
nejos a los que ee administrb la vacuna VC,muestran 
un aumento t h i c o  apreciable mientras que los inmu- 
nizado~ con FSA no sufren alteracidn termica alguna 
despu6s de la infeccibn, 

Tabla 1.- PORCENTAJE DE CONEJOS CON NODULO EN EL 
PUNTO DE INOCULACION 

J 

Dí'as pos t-vacunacibn Cone jos 
Vacuna 6 13 20 27 30 inmunizadoe 

vc 0 15 O o O 63% 

FSA 100 100 55 8 O lo* - - - 0% 
4 



,? los 6 clfas de la vaczinacidn por vfa subcutdnea con 
vacuna VS aparecid un pequeño nddulo en el punta de 
inociiiacidn en un reducido porcentaje de animales 
con un tavafio que oscilaha entro 2 y 3 mm. Estos nd- 
duios alcanzaron un voiunen rndximo a la semana p.v. 
desapareciendo despues lentamente. El grupo de cone- 
jos vacunados con F S A  mostrd tambien la aparicidn de 
nddulos en el punto de inocuiacidn y pudimos obser- 
var una reiacidn entre el desarrollo de nddulo local 
y proteccidn a la infeccidn en esta vacuna. Este he- 
c ! : . ~  fue descrito anteriormente (1). Es importante 
reseñar el pequeño tamaHo de? nddulo (1-2 mm) induci- 
do por la vacuna F S A  asf cono el alto porcentaje de 
conejos que poseian el mismo despit8s de la vacunacibn, 

Tabla 2.- PROTECCION A LA INFECCION 
m 

Muertes (dfas post-infeccidn) 
Vacuna -11 20 22 25 30 Muertes 

vc - 2 2 2 - 6/16 

FS A - - - .. 0/16 - 6 2 - - - - 9/8 
d 

Esta tabla muestra la evoiucidn de los conejos vacu- 
nados despues de la infeccidn. Algunos murieron y 
otros fueron sacrificados "in extremisn despues de 
observarse una mixomatosis generalizada. La muerte 
iardfa de algunos animales inmunizados con la vacuna 
VC indica que Qstos tenfan un cierto grado de protec- 
cidn aunque no suficiente como para resistir a la in- 
feccidn experimental. La muerte de los controles se 
produjo entre los 11 y 14 dfas post-infeccidn, mien- 
tras que los vacunados con la vacuna VC que no resis- 
tieron la prueba murieron entre los 20 y 25 dfas. 
Todos loa conejos vacunados con vacuna FSA sobrevi- 
vieron a la infeccibn. 



Tabla 3.- REACCION A LA INFECCION 

Por lo que se refiere al grado de reaccidn a la in- 
feccidn, los conejos que presentaron generalizacidn 
benigna o maligna fueron considerados como no prote- 
gidos, mientras que aquellos en los cuales se desa- 
rroiid un ndduio primario en el punto de inoculacidn, 
que decreciá y desaparecid al cabo de unos dfas, fue- 
ron considerados como inmtmea. Asimismo todos aque- 
llos que no presentaron reaccidn alguna a la infec- 
cidn se consideraron como protegidos. 

Fig.3.- CINM'ICA DE ANTICUERPOS PARA LAS VACUNAS 
FSA Y VC 
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En este grbfico podemos ver la cinetica de los anti- 
cuerpos en conejos vacunados e infectados comparando 
las vacunas VC y FSA. Mientras que los conejos vacu- 
nados con la vacuna VC tenzan un IR medio de 50.7 en 
el momento de la infección, aquellos inmunizado8 con 
la vacuna FSA tengan IR medios de 98,5. Estas dife- 
rencias pueden apreciarse tambien al valorar los ni- 
veles de anticuerpos estimados en medias de Densida- 
des ópticas(~0492)tai como queda reflejado en la Ta- 
bla 4. 

Tabla 4.- MEDIAS DE D.0. A 492 m HASTA EL MOMENTO 
DE LA INFECCION 

Vacuna Dfas post-vacunación 
1 6 13 20 2 7 

VC 0,006 0,003 0,394 0,444 0,611 

FSA 0,009 0,005 0,?29 0,898 1,015 

Sin vacunar 0,008 0,004 0,006 0,012 0,018 

Las medias de las D.O. absolutas en el momento de la 
infección se muestran muy superiores en la vacuna FSA 
(1,015) cuando la comparamos con la vacuna VC (0,611). 

VIAS DE INOCULACION Y PROTECCION CON LA VACUNA HETE- 
ROLOGA FSA 

Tal como podemos apreciar en la Fig.4, Los valores 
de ELISA-IR experimentan un aumento marcado, p u d i b  
dose detectar anticuerpo8 humorales a partir de los 
8 dfas post-vacunacibn, independientemente de la d a  
de inoculacibn utilizada. Este aumento del fndice IR 
alcanza un máximo a los 15 dfas post-vacunacibn en 
los conejos vacunados con Dennojet, mientras que aque- 
llos en los que se utilizó la vfa subcutánea e intra- 
demica, el fndice IR sigue aumentando hasta alcanzar 
valores de 76 y 81 respectivamente en el momento de 
la infección. Los conejos inoculados con Dennojet 
muestran valores medios de 32 en el momento de la in- 
fección. Esta diferencia de valores se& la vfa de 
inoculacibn, se refleja tambi6n en el nivel de protec- 
cidn a la infeccibn ya que el 100% de los conejos va- 
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intrad6naica 
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cunados por vía subcutánea e intradhnica resistieron 
la infeccidn experimental mientras que a610 el 60% 
de los vacunados con el Dermojet, sobrevivieron a la 
misma. 

DISCUSION 

La utiiizacidn del ELISA asf como las pruebas de in- 
fectividad con virus virulento nos han permitido com- 
parar la eficacia de estas vacunas con pruebas de la- 
boratorio. 
La vacuna heterdloga adyuvantada FSA se ha mostrado 
muy superior a la convencional (VC) en todas las 
pruebas que hemos llevado a cabo. Aquella indujo un 
nivel alto de anticuerpos humorales en conejos vacu- 
nados confiriendo una proteccidn total (lo*) del 
efectivo cuando se adninistd por vía subcuthea o 
intradimica. Asimismo, no hubo hipertermia ni d r -  



dida de peso despu6s de infectar  con Pims virulento 
los  animales vacunados oon FSA. 
Ambas d a s  de inoculacidn (intrad6rmica y subcuthea) 
se han mostrado efectivas para r e s i s t i r  a l a  mixoma- 
t o s i s  experimental, s i n  embargo, l a  marcada reaceidn 
local  al  u t i l i - rar  l a  d a  intradirmica no hace acon- 
se  jable su uso. 
La apiicacidn mediante Dermojet di¿ unos niveles de 
proteccidn muoho más bajos ( 6 5  a 8096). Esto podrfa 
deberse a l  hecho de que parte del  adyuvante vacuna1 
no penetrara en l a  demis,ya sea debido a l a  d i f i -  
cultad de paso del mismo por e l  Dermojet o a su dis- 
persidn en l a  dermis. Asimiamo, l a  variabilidad a l  
usar es ta  vfa de inocuiacidn ha sido muy grande, pe- 
ro en ningún caso e l  nivel de proteccidn ha sido sa- 
t isfactorio.  La rapida aparicidn de anticuerpo8 hu- 
morales a s i  como su pronta caida a los  25 dfas de l a  
inocuiacidn, nos inducen a creer que e l  adyuvante no 
actud a l  u t i l i z a r  e l  Dennojet, contrariamente a l o  
que ocurri6 en l o s  conejos vacunados por vfa intra- 
demica y subcuthea, l a s  cuales mantuvieron niveles 
a l tos  hasta e l  momento de l a  infeccidn, 
La vacuna heterdloga adyuvantada F S A  administrada por 
d a  subcutthea, puede se r  de gran ut i l idad por l a  
proteccidn que induce y por l a  ausencia de efectos 
secundarios, factor  a tener en cuenta a l  emplear va- 
cunas homdlogas . 
RESUMEN 

Se llevaron a cabo una se r ie  de pruebas para deter- 
minar l a  efectividad de 2 vacunas heterdlogas contra 
l a  mixomatosis. 

La vacuna convencional (VC) heterdloga producida con 
virus del  Fibrorna de Chope confirid e l  nivel de pro- 
teccidn usual en es te  tipo de vacunas (63% del  efec- 
t ivo vacunado) en l a  infeccidn experimental. Sin m- 
bargo,Co~vacuna adyuvantada F S A  e l  porcentade de oo- 
nejos protegidos fue de l  100$ de los  conejo6 vacuna- 
dos, no habiendo además reaccibn térmica n i  perdida 
de peso alguno despds  de l a  inoculaci6n con vi rus  
virulento por d a  intraparpebral, 



La inocuidad y proteccidn conferida por la vacuna FSA 
la hacen ideal para su utilizacidn en la inmunopro- 
filaxie de la Mixomatosis, ya que se ha mostrado muy 
superior a la vacuna convencional en las pruebas de 
challenge con cepa virulenta RIN3 (tipo 1-11) sin 
entrañar además el peligro que puede suponer la in- 
troduccidn en una expiotacidn de cepas homdlogas que 
aunque suficientemente atenuadas no eliminan total- 
mente la eventualidad de una posible reversidn en 
circunstancias desfavorables. 

SUMMARY 

Several trials were carried out to compare the per- 
f onnance of 2 heterologous vaccines agains t ?'yxoma- 
tosis. The conventional heterologous vaccine produced 
with Shopels Fibroma virus confered the ueual leve1 
of protection (63% of the vaccinated rabbits) when 
challenged experimentally. However when the vaccine 
with adyuvant (FSA) was used a 100% protection was 
achieved. Besides no side effects such as weight 
loss or hypertemia were recorded after the challenge 
with virulent Sanarelli virus. 

The inocuoussness and potency of the FSA vaccine 
provide a useful tool to fight Myxomatosis as it has 
shown to be superior to the conventional heterologous 
vaccine. Futhermore it does not entrail the potential 
danger that might mean the entry of homologous strains 
into a fann that although sufficiently attenuated 
don't discard completely the possihle reversion to 
virulence or the appearance of side effects. 
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