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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido valorar mediante una prueba ELISA de competicion los
anticuerpos frente a VP7 generados por las vacunas VLP frente a los serotipos 1y 1+4 de la
lengua azul, asi como tras el desafio de los animales, para poder conocer la respuesta humoral
generada por estas vacunas. Los tres grupos de animales vacunados presentaron resultados
positivos a los 35 dias de la primera vacunacion, mientras que en los animales no vacunados
solo se evidencid la presencia de anticuerpos a partir del dia 10 tras el desafio.

La presencia de anticuerpos en los animales vacunados indica la capacidad de las vacunas
VLP para estimular la respuesta humoral.
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ABSTRACT

The main purpose of this study was to evaluate by a competitive ELISA test the VP7
antibodies in response to VLPs vaccines for bluetongue serotypes 1 & 1+4, and after the virus
challenge, to assess the humoral immune response produced by these VLPs. The three
vaccinated groups showed positive results 35 days after the vaccination. However, in non
vaccinated animals antibodies were not detected before day 10 post virus challenge.

The presence of antibodies in vaccinated animals implies that VLP Vaccines are able to
stimulate a humoral response.
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INTRODUCCION

La LA (lengua azul) es una enfermedad infecciosa causada por un virus ARN bicatenario
perteneciente al género Orbivirus de la familia Reoviridae (Schwartz-Cornil et al., 2008). De
los 25 serotipos de este virus que han sido descritos (Chaignat et al., 2009), cabe destacar la

presencia en Espafia de los serotipos 1y 8, y circulando en el resto de Europael 2, 4,9y 16.
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El virus de la lengua azul presenta 7 proteinas estructurales (VP1-VP7) y cuatro no
estructurales (NS 1, 2, 3, 3A) (Roy, 1992). La VP2 destaca por su importancia en la respuesta
inmune, ya que es la responsable de la formacion de anticuerpos neutralizantes, y especifica
de cada serotipo, mientras que la VVP7 es especifica de serogrupo pero comun a todos los
serotipos. Esta permite diferenciar la lengua azul de otras enfermedades pertenecientes al
mismo género como puede ser la Enfermedad Hemorragica del Ciervo.

La vacunacion es el método fundamental para poder erradicar la enfermedad (MARM, 2008)
como ha sido demostrado con la reciente erradicacion del serotipo 4 en Espafia (MARM,
2009). En la actualidad se dispone de vacunas atenuadas e inactivadas. Las atenuadas
presentan problemas tales como: virulencia residual, posible viremia o la aparicion de efectos
teratologicos al aplicarse en hembras gestantes y, sobre todo, que al ser vivas e inducir
replicacion pueden ser transmitidas por el vector a otras zonas no afectadas (Savini et
al.,2008).

Debido a todos estos inconvenientes se desarrollaron vacunas inactivadas que no pueden
replicarse en el animal vacunado, siendo, por tanto, mas seguras con respecto a la virulencia
residual. Sin embargo, inducen una inmunidad de menor duracion, y presentan el
inconveniente de que en la mayoria de los casos se trata de vacunas de tipo monovalente vy,
por tanto, sélo son efectivas para un serotipo y necesitan dos dosis de vacuna para inducir una
respuesta eficaz (Savini et al.,2008).

La ausencia de inmunidad cruzada para diferentes serotipos supone un gran problema, puesto
que exige desarrolar una vacuna para cada serotipo, e inmunizar a toda la cabafia. La situacion
epidemioldgica actual en Espafia, con la presencia de dos serotipos y el riesgo de entrada de
otros, como los que circulan en el resto de Europa, complica la situacion. Las nuevas vacunas
VLP (Virus Like Particles), que se encuentran en fase de desarrollo y estudio, contienen solo
las proteinas estructurales VP2, VP3, VP5 y VP7 del virus (Roy et al., 1997), y permiten
utilizar proteinas VP2 de diferentes serotipos en una sola vacuna, generando asi vacunas
polivalentes. Cabe destacar la ausencia en estas vacunas de las proteinas no estructurales del
virus, asi como del genoma, lo qué permitird diferenciar animales vacunados de infectados
(Noad and Roy, 2003).

El objetivo ha sido valorar la respuesta humoral de las vacunas VLP monovalentes para el
serotipo 1 y bivalentes para los serotipos 1 y 4, mediante la técnica ELISA. Este estudio esta
englobado en el proyecto europeo BTVAC FP6-2005-SSP-5A del que nuestro equipo es

miembro.
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MATERIAL Y METODOS

Instalaciones

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Bioseguridad de nivel 3 del centro Visavet
(Vigilancia Sanitaria Veterinaria). Los animales fueron alojados en 3 boxes, con los
parametros de presion y temperatura controlados y se les facilité pienso, forraje y agua ad
limitum.

Animales

Se utilizaron 26 ovejas de raza merina, tanto machos como hembras, de 7-8 meses de edad al
inicio del experimento y con ausencia de anticuerpos frente al virus de la lengua azul, puesto
que no habian sido vacunados en la explotacion de origen.

De acuerdo al disefio experimental, se dividio a los animales de manera aleatoria, en 5 grupos
(Tabla 1) , siendo el A el formado por 8 animales vacunados con VLP del serotipo 1y
desafiados con el mismo serotipo, el B, 6 animales vacunados con VLP 1+4 y desafiados con
el serotipo 1, el C 3 animales sin vacunar a los que se infectd con el serotipo 1, grupo D
compuesto por 6 animales vacunados con VLP 1+4 y desafiados con el serotipo 4 y
finalmente, el grupo E compuesto por 3 animales a los que no se administré vacuna y que

fueron desafiados con el serotipo 4

Tabla 1. Grupos en los que fueron divididas las ovejas, atendiendo a la vacuna utilizada, asi como al

serotipo de desafio.
Vacunacion
Siguiendo el calendario que se muestra en la Tabla 2, se realiz6 la vacunacién el dia 0 del
experimento y la revacunacion el dia 20. Las vacunas administradas fueron VLPs, una de
ellas para el serotipo 1 y otra bivalente para los serotipos 1 y 4, dependiendo de los grupos
anteriormente citados. La via de administracion fue subcutanea, tanto en la vacunacion como

en la revacunacion, realizandose en la zona axilar y lateral del cuello respectivamente.
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0 20 48
Dia 10 35 42 51 53 54
Vacunacion Revacunacion Desafio
Toma de Sangre Sangre Sangre
Suero Suero Suero Sangre | Suero Sangre
muestras Suero Suero Suero
75. Fin de
Dia 57 58 61 68 69 70 71 74 .
Experimento
Toma de Sangre Sangre Sangre | Sangre Sangre
Sangre Suero Sangre Suero
muestras Suero Suero Suero Suero Suero

Tabla 2. Calendario en el que se resefia el dia de la vacunacion, revacunacion, y desafio, asi como la toma de

muestras de suero.

Desafio

Para el desafio se inocul6 el serotipo 1 “Argelia 2006 P3 en BHK L20” suministrado por el
CISA (Centro de Investigacién en Sanidad Animal) por via intravenosa y el serotipo 4
mediante un protocolo realizado por Merial. Los grupos A, B y C fueron infectados con el
serotipo 1 del virus de la lengua azul y los grupos D y E, con el serotipo 4.

Toma de muestras

De acuerdo con el calendario establecido en el disefio del experimento, se tomaron muestras
de sangre sin anticoagulante de la vena yugular mediante el sistema Vacutainer® para la
posterior obtencién de suero. Estos eran congelados a - 40°C hasta el momento del analisis.
Técnica de ELISA

Las muestras de suero fueron analizadas mediante un kit de ELISA de competicion para la
deteccion de anticuerpos frente a la proteina VP7 del virus (POURQUIER® Bluetongue
Competitive ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez procesada la placa de ELISA, se midié la densidad dptica de cada pocillo a 450nm,
en un lector de placas Anthos 2001®.A continuacién se calculé el ratio de cada muestra,
dividiendo la densidad Optica de la muestra entre la densidad 6ptica del control negativo del
kit, y el resultado se multiplicé por 100, para obtener el ratio en forma de porcentaje. El
criterio de interpretacion se baso en las recomendaciones del fabricante, que indica que los
resultados superiores al 45% son negativos, y los inferioires al 35% positivos.

Las muestras se analizaron siempre por duplicado, y en caso de obtener resultados dudosos, se
repitié el test, hasta obtener resultados concluyentes.

RESULTADOS

En el grupo A, cinco animales (5/8) empezaron a presentar anticuerpos a partir del dia 10,
aunque cuatro de ellos dieron resultados negativos el dia 20. A partir del dia 35, todos los
animales de este grupo presentaron resultados positivos, a excepcién de un individuo (1/8), en

el cual no se detectaron anticuerpos hasta transcurridos 10 dias desde el desafio (Figura 1a).
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En el grupo B, un individuo (1/6) mostré anticuerpos el dia 10 y otros dos animales (2/6) el
dia 20. Transcurridos 15 dias desde la revacunacion (dia 35), todos los animales de este grupo
(6/6) presentaron resultados positivos (Figura 1b).

En el grupo C, a diferencia de los grupos anteriores, todos los animales (3/3) mostraron
resultados negativos previos al desafio, comenzando a observarse anticuerpos a partir del dia
58, es decir 10 dias después del desafio. (Figura 1c).
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Figura 1. Resultados de los porcentajes de inhibicion mediante ELISA de cada animal a lo largo del tiempo. a)
grupo A; b) grupo B; y ¢) grupo C. El eje de las Y muestra el ratio en forma de porcentaje. El eje de las X esta

situado en 35%; por tanto, las barras que se encuentran por encima, son resultados positivos.
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En cuanto a los grupos desafiados con el serotipo 4, los resultados obtenidos en los animales
vacunados fueron similares a los de los grupos A y B. De tal manera, en el grupo D tres
animales (3/6) mostraron anticuerpos a partir del dia 10, de los cuales un individuo (1/6) los
mantuvo hasta el dia 20. En cinco animales (5/6) se observaron anticuerpos el dia 35 y no fue
hasta el dia 42 en el que todos los animales (6/6) dieron resultados positivos. En conjunto, la
media de los animales del grupo D muestra la presencia de anticuerpos a partir del dia 35, es
decir, 15 dias después de la revacunacion. En cambio, en el grupo E, un animal (1/3) mostro
resultados positivos transcurridos 10 dias desde el desafio (dia 58) de tal forma que la media
del grupo, atendiendo al ratio en forma de porcentaje, es positiva a partir del dia 58; pero es a

partir del dia 68 en el que todos los animales (3/3) mostraron anticuerpos (Figura 2).
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Figura 2. Resultados de los porcentajes de inhibicién mediante ELISA de la media de los animales de los grupos
Dy E. El eje de las Y muestra el ratio en forma de porcentaje El eje de las X se encuentra situado en el nivel de

35%, de manera que los puntos situados por encima, son resultados positivos al ELISA.

DISCUSION

En algunos animales vacunados comenz0 a detectarse la presencia de anticuerpos frente a
VP7 a partir del dia 10 post vacunacion, en otros a partir del dia 20, obteniéndose el mayor
resultado de anticuerpos a los 35 dias. Estudios previos realizados con vacuna inactivada del
serotipo 2 y analizando la presencia de anticuerpos neutralizantes frente a VP2 mostraron
resultados positivos a los 20 dias y el pico maximo a los 40 (Hamers et al., 2009). Estos
resultados se asemejan a la evolucion observada en nuestro estudio, puesto que el punto en el
gue mayor aumento se detectd fue a los 35 dias y los niveles a partir de ese momento se
mantuvieron, lo que supone que la evolucion temporal de la respuesta inmune de las vacunas

VLP es similar a la de las vacunas inactivadas.
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En cuanto a los animales no vacunados, la presencia de anticuerpos tras el desafio sucede
rapidamente, detectandose en nuestro caso sélo 10 dias después y coincidiendo con estudios
previos (Wade-Evans et al., 1996), en los que el pico maximo de anticuerpos frente a VP7 en
los animales no vacunados se detecto a las 2 semanas tras la inoculacion,.

Cabe destacar que el animal vacunado del grupo A, que no mostré resultado positivo al test
ELISA antes del desafio con el virus, fue segun los datos de los que disponemaos, el Gnico que
present6 timo en la necropsia. La no involucion normal del timo podria implicar una respuesta
inmune defectuosa, ya que si su evolucion fisioldgica es anormal esta puede también haber
ocurrido a nivel de sus funciones de maduracion y diferenciacion de las células del sistema
inmune. Por tanto los resultados de la respuesta humoral obtenidos se deberian a un defecto
del animal mas que a un defecto de la vacuna.

CONCLUSIONES

Se ha comprobado la utilidad del ELISA como técnica para el estudio de la presencia de
anticuerpos frente al virus de la lengua azul, cuyos resultados deberan estudiarse
conjuntamente con los de seroneutralizacién, prueba que se esta llevando a cabo en estos
momentos, para evaluar la respuesta especifica frente a cada serotipo.

La presencia de anticuerpos en los animales vacunados indica la capacidad de las vacunas
VLP para estimular la respuesta inmune humoral.

La vacuna bivalente frente a los serotipos 1 y 4 indujo la respuesta esperada, demostrandose
la efectividad de este tipo de vacunas para inducir anticuerpos para mas de un serotipo.
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