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I. INTRODUCCION.

Figura 1. Esquema del virus en el que se muestra la localizacién de las VP2, VP5, VP3, y VP7.
(modificado de Nason et al., 2004).

Figura 2. Morfologia tipo de insectos del género Culicoides (Dr. Jean Claude Delecolle 1985).
Figura 3. Mecanismos potencialmente involucrados en la supervivencia al invierno del virus de la LA.

Figura 4. Mapa de la Union Europea en el que se muestran las zonas de restriccion para los diferentes
serotipos del virus de la Lengua Azul (DG Health and Consumers UE. Marzo de 2012).

Figura 5. Sintomatologia de LA. Congestidon de mucosas, alteraciones digestivas, apatia, edemas faciales,
alteraciones oculares, y dolor en las extremidades.

Figura 6. Lesiones en ovino producidas por el virus LA: espuma en traquea a consecuencia del edema
alveolar, hidrotérax, edema intersticial, hidropericardio, hemorragia subepicardica en auricula,
hemorragia en la base de la arteria pulmonar, ascitis.

Figura 7. Esquema de la hibridacidon de los vectores de transferencia con el vector de expresion
(Baculovirus) para la produccién de las VLPs (Stewart et al., 2010).

Figura 8. Resumen esquematico de las células y citoquinas mas representativas en cada uno de los tipos
de RI.

Figura 9. Esquema de un ciclo de PCR.

Figura 10. La sonda inespecifica SYBR Green intercalada en la doble hebra de ADN que compone el
producto de la PCR.

Figura 11. Imagen de una PCR en tiempo real en la que cada una de las muestras presenta un Ct
diferente.

Figura 12. Ejemplo de curva de disociacidn. Grafica que representa la cantidad inversa de fluorescencia
segln la temperatura.

Figura 13. Obtencidn de la recta patron tras la realizacion una PCR a partir de diluciones de una muestra
positiva.

Figura 14. Esquema del citémetro de flujo (Adaptado de http.//www.biotechspain.com).
Figura 15. Citograma de dispersidon donde se observa la separacién de las diferentes poblaciones celulares.

Figura 16. Comparacién entre la imagen digital normal y la imagen termografica de una oveja.

[Il. MATERIAL Y METODOS

Figura 17. Gradiente de densidades con Histopaque.

Figura 18. Esquema comparativo de las extracciones de ARN con ambos protocolos: Trizol y RNeasy mini
kit.

Figura 19. Esquema de trabajo para la RT-PCR a partir de sangre de oveja.

Figura 20. Esquema del procesado de muestras para citometria de flujo
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Material y métodos

La formula utilizada para realizar la cuantificacion relativa fue:

(E gen objeto) ACt gen objeto (Calibrador-muestra)

(E gen referencia) ACt normalizador (Calibrador-muestra)

Esta metodologia de cuantificacion se basa en el método comparativo de Ct entre la
muestra y el calibrador, la cual fue estandarizada con el normalizador. Para asegurar que no
hay diferencias debidas a las eficiencias de cada una de las reacciones, el método que se ha

utilizado, permitié introducir en la formula la eficiencia de cada reaccién de PCR (Pfaffl, 2001).

[11.3.2. ESTUDIO DE LAS POBLACIONES CELULARES DEL SISTEMA INMUNE POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Las muestras de sangre de 2 animales de los grupos A, B y E, se procesaron de
acuerdo al protocolo de sefalizacién de leucocitos de oveja, para su posterior analisis en el

citometro de flujo.

En todos los tubos se analizaron un minimo de 20.000 células. Una vez seleccionada la
poblaciéon de PBMCs, se analizé el porcentaje de células que emitian fluorescencia, es decir,
que presentaban en su membrana la proteina de interés. Las poblaciones celulares del sistema
inmune estudiadas fueron subpoblaicones de linfocitos T (CD4", CD8", TCR1n6" y WC1"),

monocitos (CD14"), células reguladoras (CD25") y linfocitos B.

A esta misma metodologia a la que se sometieron las muestras de los animales de los
grupos A, By E fueron sometidas también las muestras de sangre de las 5 ovejas del grupo D,
sustituyéndose en este caso el anticuerpo frente a la poblacion TCRING" (subpoblacion
minoritaria de linfocitos T-y8) por otro frente a las células WC1" (subpoblacién mayoritaria de

los linfocitos T-yd en rumiantes).

Los resultados de los grupos A, B y E, se analizaron de manera cualitativa debido a
que solo se utilizaron dos animales por grupo. Los porcentajes obtenidos del grupo D se
analizan en un modelo lineal general de medidas repetidas (ANOVA) para comprobar la

existencia de variaciones significativas a lo largo del tiempo respecto al dia 0.

111.3.3.DETECCION DE ANTICUERPOS FRENTE A VP7

Se analizé la presencia de anticuerpos especificos del serogrupo LA, para lo que se
utilizaron dos kits comerciales que detectan la presencia de anticuerpos frente a la VP7 del
virus de la LA. Uno de ellos es un ELISA de competicion, mientras que el otro es un ELISA de

doble reconocimiento.
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Material y métodos

111.3.3.1. ELISA DE COMPETICION

Todas las muestras de suero obtenidas, fueron analizadas mediante un kit comercial
de ELISA de competicion para la deteccion de anticuerpos frente a la proteina VP7 del virus de
la LA (POURQUIER® Bluetongue Competitive ELISA). Como se describe graficamente en la
figura 25, este test se basa en la competicién entre el suero problema y un suero conjugado
con peroxidasa de rabano, por el antigeno que se encuentra tapizando los pocillos de la placa
de ELISA. De manera que, la ausencia de color tras la reaccion enzimatica implica la presencia

de anticuerpos especificos frente a VP7 en el suero problema.
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Figura 25. Esquema del ELISA de competicidn para deteccidn de anticuerpos frente a VP7 de LA.

Una vez procesada la placa de ELISA, se midi6 la densidad Optica de cada pocillo a
450nm, en un lector de placas Anthos 2001°. A continuacion, se calculé el ratio de cada
muestra, realizando la divisién del dato de densidad 6ptica de la muestra entre la densidad
Optica del control negativo, siendo multiplicado el resultado por 100 a fin de obtener el ratio en
forma de porcentaje. El criterio de interpretacion se basa en las recomendaciones del
fabricante, que indican que los resultados mayores de 45% son negativos, y los menores de
35% positivos.
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Material y métodos

[11.3.3.2.ELISA DE DOBLE RECONOCIMIENTO

El ELISA de doble reconocimiento, al igual que el de competicién, presenta al antigeno
(VP7) adsorbido a la placa de ELISA. La diferencia radica en que una vez afiadido el suero, el
siguiente paso consiste en la adicion de antigeno conjugado. De manera que, si la muestra es
positiva y presenta anticuerpos, estos se unen al antigeno de la placa y posteriormente también
se unen al antigeno marcado. En definitiva, en este caso, la presencia de color indica

positividad como se representa en la figura 26.

AY® Fol e | = | oye

Figura 26. Esquema del ELISA de doble reconocimiento para deteccion de anticuerpos frente a VP7 de
LA.
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IV. RESULTADOS
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Figura 39. Representacion grafica de la puntuacién individual de los animales del grupo E desde el
desafio (D) hasta fin de experimento.

IV.1.1.2.3.B. GRUPO F (DESAFIO LA4)

Figura 40. Sintomas compatibles con LA observados en los animales del grupo F. Apatia, edema, y
descarga nasal.

El desafio con el virus LA4 de los animales pertenecientes a este grupo produjo
escasos sintomas clinicos. Los animales presentaron apatia (1/3), descarga nasal leve (3/3),
congestion en mucosas (2/3), edema labial (1/3) (Figura 40). Las manifestaciones clinicas
aparecieron alrededor del dia 59 llegando a su maximo el dia 62 al igual que sucedi6 en el

grupo E (Figura 41).
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Figura 41. Representacion grafica de la puntuacién individual de los animales del grupo F desde el
desafio (D) hasta fin de experimento.

IV.1.1.3. SACRIFICIO Y NECROPSIA DE LOS ANIMALES

En el grupo A, tras la necropsia de los animales 1A, 2A y 3A, no se observaron lesiones
macroscopicas significativas. El dato mas llamativo de las necropsias de estos animales fue la

presencia de timo no involucionado en el animal 2A.

En los grupos B y C, no se detectaron lesiones en ninguno de los 4 animales a los que
se les realiz6 la necropsia a fin de experimento. En cambio, en la necropsia del animal 5C que
murid el dia 66 se observaron lesiones destacando la presencia de linfadenitis hemorragica en
ganglios cervicales, hidrotérax, edema intersticial en pulmén, hidropericardio, hemorragia
subepicardica en ambas auriculas, edema alveolar, hemorragia petequial en base de la arteria
pulmonar, hemorragia en miocardio, ascitis, arena y piedras en vejiga, ligero aumento de
tamafio en las glandulas adrenales e hiperemia en cerebro. Algunas de estas lesiones se

muestran en la figura 42.

La necropsia realizada a los animales del grupo D, no revel6 la presencia de lesiones

macroscopicas resefiables.

Pese a la ausencia de lesiones, en todos los casos se tomaron muestras para su

posterior analisis mediante RT-PCR, a fin de determinar la presencia del virus de la LA.
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Resultados

Hemorragia L
" subepic

Figura 42. Imagenes tomadas durante la necropsia del animal 5C donde se observa: espuma en traquea
que indica edema alveolar, hidrotérax, hemorragias epicardicas en auricula, hemorragia petequial en la
arteria pulmonar e hiperemia cerebral.

Entre las lesiones macroscopicas observadas en los animales del grupo E (desafiados
con LA1) cabe destacar la existencia de un predominio de pulpa esplénica blanca (2/3), médula

Osea reactiva (1/3), linfadenitis generalizada (3/3) y ligero edema alveolar (2/3).

En el caso del grupo F, los animales presentaron predominio de pulpa esplénica blanca

(1/3), e linfadenitis generalizada (2/3).

|IV.1.2. DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS DEL VIRUS DE LA LENGUA AZUL

A fin de determinar la presencia de ARN del virus de la LA, se empled la RT-PCR como
método de diagnéstico. A continuacion se describen los resultados obtenidos tanto en muestras

de sangre como en muestras de tejidos procedentes de animales vacunados y no vacunados.

IV.1.2.1. VACUNA VLP

En el grupo A, tan solo el animal 2A mostré resultados positivos a la presencia de ARN
virico en sangre entre los dias 51 y 61, siendo negativa la presencia de ARN virico al final del
experimento (Figura 43). Todos los animales del grupo B mostraron resultados negativos tanto
en sangre como en tejidos. En el grupo C, sélo el animal 5C, presento resultados positivos a la
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Resultados

presencia de ARN virico, detectandose la presencia de virus en sangre desde el dia 54. En los
tejidos tomados tras su muerte el dia 66, la presencia del virus fue detectada en pulmoén,
higado, bazo, rodete coronario, lengua, corazén y diferentes nddulos linfaticos. En este mismo
grupo, el animal 6C también presentd positividad frente al virus de la LA de manera puntual el
dia 61.

Figura 43. Representacion de los Ct resultantes en la RT-PCR de deteccidn de virus de la LA en cada una
de las muestras de sangre tomadas de los animales de los grupos A (izquierda), B (centro) y C (derecha).

IV.1.2.2. VACUNA COMERCIAL INACTIVADA

En el grupo D, no se detectd la presencia de ARN virico en ninguna de las muestras de

sangre de los animales a lo largo del experimento (Figura 44).

dia
48 51 54 a7 61 B8

Figura 44. Representacion de los Ct resultantes en la RT-PCR de deteccién de virus LA, de cada una de
las muestras tomadas de los animales del grupo D.

IV.1.2.3. ANIMALES DESAFIADOS NO VACUNADOS.

En el grupo E, la deteccidn del virus en los tres animales mediante RT-PCR fue posible
desde el dia 51 hasta el final del experimento a los 68 dias. Por otro lado, en el grupo F la
primera deteccién virica se produjo en uno de los animales el dia 51, siendo los tres animales
positivos a partir del dia 61 (Figura 45). En ambos grupos, las muestras tomadas de bazo,

pulmén y nédulos linfaticos resultaron positivas.
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dia dia
48 51 54 57 3] B8 48 51 54 57 61 [1:]

20 ——1E 20 4 ——1F
=] —=ZE b} —aF

3E ¥F
30 e
—_— El J‘\.
35 35
40 L 40 E

Figura 45. Representacion de los Ct resultantes en la RT-PCR de deteccidn de virus LA en cada una de las
muestras de sangre de los animales de los grupos E y F.

IV.2. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE

En esta secciébn se exponen los resultados obtenidos en los estudios del sistema
inmune, tanto mediante técnicas convencionales como mediante las técnicas adaptadas en
esta tesis. Asimismo se muestran los principales resultados obtenidos durante la puesta a

punto de las diferentes técnicas.

||v.2.1. PUESTA A PUNTO DE LA RT-PCR PARA DETECCION DE ARN QUE CODIFICA
|PARA CITOQUINAS

IV.2.1.1. ORIGEN DE LA MUESTRA DE ARN

A partir de los linfocitos estimulados in vitro obtenidos de muestras de sangre tomadas
con anticoagulante (EDTA), asi como directamente a partir de dichas muestras, se pudo

extraer ARNm codificante para las 6 citoquinas.
IV.2.1.1.1. OBTENCION DE ARN A PARTIR DE LINFOCITOS ESTIMULADOS IN VITRO

Cuando los linfocitos procedentes de sangre periférica fueron estimulados mediante el
uso de Con A como mitdgeno, se pudo detectar la presencia del ARNm para IFNy (442pb), IL2
(217pb) e IL4 (311pb) mediante la aplicacion de las PCRs. La estimulaciéon con LPS de E.coli
dio lugar a resultados positivos para las PCRs disefiadas con el objetivo de amplificar regiones
del ARNm para TNFa (228pb), IL10 (186pb) e IL12 (186pb). Finalmente, la estimulacion
conjunta con concentraciones de 10 yg/ml de Con A y 5 ug/ml de LPS permiti6é la deteccion

mediante RT-PCR de todas las citoquinas estudiadas, como se puede observar en la figura 46.
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IV.3.COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS DISTINTOS GRUPOS.

A continuacién se exponen los valores medios de cada uno de los grupos a lo largo del
experimento para la temperatura rectal (Figura 66), la sintomatologia (Figura 67), la deteccion
de ARN virico en sangre (Figura 68), asi como las diferentes citoquinas (Figuras 69 - 73) y
poblaciones celulares del sistema inmune (Figuras 74-78) y la presencia de anticuerpos
(Figura 79).
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Figura 66. Representacion de la temperatura rectal media de cada uno de los grupos. (V) Vacunacion,
(D) desafio.
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Figura 67. Representacion de puntuacion de la sintomatologia media observada en cada uno de los
grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.

128



Resultados

D48 D51 D54 D57 D61 D68

l(b)

25

27 +

29 4
=—4—=GRUPO A

GRUPOB
31 4
GRUPOC

=a—=GRUPOD
33 4

Gt (RT-PCR)

GRUPOE

35 | =@—=GRUPOF

37 4

39 4

Figura 68. Representacion de los Cts. obtenidos en la RT-PCR para deteccidn de ARN virico desde el dia
del desafio (D).

La comparacion de la evolucion del IFNy, mostré un aumento en la expresion de esta
citoquina tras la vacunacion en el grupo Ay tras el desafio en el grupo F (Figura 69).
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Figura 69. Representacién de la cuantificacion relativa media de la expresion de IFNy en cada uno de los
grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.

La comparacion de la expresion del TNFa mostré que los dos grupos desafiados con
LA4 (grupos C y F) sufrieron un aumento en la expresion de esta citoquina el dia 53, como

consecuencia del desafio (Figura 70).
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Figura 70. Representacion de la cuantificacidn relativa media de la expresién de TNFa en cada uno de
los grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.

La evolucién de la IL2 fue diferente dependiendo de cada grupo, de manera que
mientras la VLP monovalente (grupo A) estimula la IL2 tras cada vacunacién, en el caso de la
vacuna bivalente solo se estimula en el grupo C tras la primera dosis vacunal. El desafio
produjo un incremento en la expresion de esta citoquina en todos los grupos, pero en diferentes

dias y cantidades (Figura 71).
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Figura 71. Representacion de la cuantificacidn relativa media de la expresién de IL2 en cada uno de los
grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.
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La IL10 mostro niveles inferiores a los basales, tras la vacunacion y revacunacion con

VLP bivalente (Grupos By C), mientras que la evolucion del grupo A presenta ligeros aumentos

y descensos. Tras el desafio se observa aumento en la expresién de IL10 en los grupos B, Cy

E pero en diferentes momentos (Figura 72).
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Figura 72. Representacion de la cuantificacion relativa media de la expresién de IL10 en cada uno de los

grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.

La vacunacion con la VLP bivalente estimulé la expresion de IL12 en ambos grupos

(grupos B y C), mientras que el desafio indujo un aumento en la expresion de IL12 en los dos

grupos control (Figura 73).
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Figura 73. Representacion de la cuantificacidn relativa media de la expresion de IL12 en cada uno de los

grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.
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La evolucién de los porcentajes de PBMCs, mostré que en el grupo control (Grupo E)
se produjo un descenso en la poblacion CD4" tras el desafio (Figura 74), coincidiendo con el
descenso de las células CD8" (Figura 75).

a5
a0 - v A l(b)
35
30
25
20
15
10 -
> GRUPO A GRUPOB —m—GRUPOD GRUPOE

6] T T T T T T T T T T T T T T T T 1

o] 3 10 14 20 21 23 26 35 42 48 51 53 54 57 58 61 68

dia

Figura 74. Representacion de evolucién de los porcentajes medios de PBMCs CD4", en cada uno de los
grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio.* grupo D: dias 10 y 14 en grafico, son muestras de los dias 14 y 16.
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Figura 75. Representacién de evolucién de los porcentajes medios de PBMCs CD8", en cada uno de los
grupos. (V) Vacunacién, (D) desafio. * grupo D: dias 10 y 14 en grafico, son muestras de los dias 14 y 16.

En lo referente a las células reguladoras CD25", se observa que la vacunacion indujo
un aumento en todos los grupos vacunados (grupos A, B y D). Ademas en el grupo D se
observé el mayor aumento en esta poblacion tras el desafio (Figura 76). Los linfocitos B
aumentaron tras la primera vacuna en los grupos A, B y D, mostrando a lo largo del

experimento una evolucién variable (Figura 77).
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Figura 76. Representacién de evolucidn de los porcentajes medios de PBMCs CD25, en cada uno de los
grupos. (V) Vacunacion, (D) desafio. * grupo D: dias 10 y 14 en gréfico, son muestras de los dias 14 y 16.
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Figura 77. Representacion de evolucidn de los porcentajes medios linfocitos B dentro de las PBMCs en
cada uno de los grupos. (V) Vacunacién, (D) desafio. * grupo D: dias 10 y 14 en grafico, son muestras de
los dias 14 y 16.

La vacunacion con VLP monovalente indujo un aumento de los monocitos (CD14"),
mientras que en el resto de grupos, solo se observan ligeras variaciones pre-desafio (Figura
78).
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Figura 78. Representacion de evolucién de los porcentajes medios monocitos (CD14") dentro de las
PBMCs en cada uno de los grupos. (V) Vacunacién, (D) desafio. * grupo D: dias 10 y 14 en grafico, son
muestras de los dias 14 y 16.
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La comparacion de la presencia de anticuerpos detectados mediante ELISA de doble

reconocimiento, muestra en todos los grupos vacunados resultados positivos tras la primera

vacunacion (Figura 79).

0) v l ®)

2,5

-
(5]

densidad optica
—

0.5

Grupo D
GrupoF

dia

Figura 79. Representacion de los resultados obtenidos en el ELISA de doble reconocimiento, para todos
los grupos. Se consideran positivos los valores de densidad dptica > 0.25. (V) vacunacion, (D) desafio.
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V. DISCUSION



Foto Discusion: “Black sheep” (http://photography.nationalgeographic.com/photography/photo-of-
the-day/black-sheep/)



Discusidn

V.1. EXPERIMENTACION IN VIVO

El ensayo in vivo se realiz6 a fin de evaluar la RI generada por diferentes vacunas, asi
como por los serotipos 1 y 4 del virus de la LA, en ganado ovino, concretamente en ovejas de
raza Merina. Se trata de una raza especialmente sensible a la accién del virus de la LA
(Maclachlan et al., 2009), siendo ademas una de las principales razas del sector ovino espafiol,
donde representa el 18% de la cabafia ovina, y constituyendo alrededor 20% del censo mundial
ovino (ANCGM., 2011).

|V.1.1.MONITORIZACION DE LOS ANIMALES

En el transcurso de este experimento, los animales de cada grupo (grupos A, B, Cy D)
fueron vacunados y revacunados, siendo sometidos posteriormente a un seguimiento clinico a
fin de evaluar la aparicién de reacciones adversas, tanto locales como generalizadas, que
pudieran aparecer como consecuencia de la vacunacién. Dicha monitorizacion también se llevo
a cabo en todos los grupos de animales, vacunados y no vacunados (grupos A, B, C, D, Ey F),
tras el desafio llevado cabo a los 48 dias del experimento con virus virulento de serotipo
homologo. Los protocolos de vacunacion, desafio y monitorizacion se establecieron siguiendo
las pautas establecidas en trabajos previos con vacunas de tipo VLP (Pearson y Roy, 1993;
Stewart et al., 2010).

éV.l.l.l. RE,GISTRO DE LA TEMPERATURA RECTALY DE LA TEMPERATURA
:TERMOGRAFICA
Diferentes guias de referencia enfocadas hacia el examen clinico del ganado ovino
sefialan que, una temperatura de 40°C marcaria el limite entre la temperatura rectal fisioldgica
y la temperatura rectal patologica. De este modo, valores superiores a 40°C serian indicativos
de un estado febril de los animales (Ramos y Ferrer, 2007; MAF, 2009).

Los valores medios de temperatura rectal detectados en los animales del grupo A
(vacuna monovalente VLP1), mostraron que ni la vacunacién ni la revacunacion indujeron
fiebre, observandose so6lo valores cercanos a los 40°C poco después de la revacunacion (dia
21). En los grupos de animales vacunados con vacuna VLP bivalente (grupo B y C), la
temperatura media evolucioné de manera similar, acercandose o sobrepasando s6lo de forma
puntual los 40°C después de la revacunacién (dia 21). Dicho incremento puntual de
temperatura tras la revacunacién no habia sido descrito hasta la fecha en ensayos previos con
este tipo de vacunas VLPs, ni tras la vacunacion ni tras la revacunacion de ovejas (Stewart et
al., 2010).
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El incremento de temperatura observado en la mayoria de los animales del grupo D
(vacuna inactivada frente al serotipo 1) tras la vacunacién y revacunacion, podria reflejar una
activacion/estimulacion del sistema inmune. Aunque tradicionalmente se ha defendido la
ausencia de reacciones tales como fiebre tras la aplicacion de vacunas inactivadas (Savini et
al., 2008), incrementos similares a los observados en nuestro estudio han sido descritos tras la
administracion de vacunas inactivadas frente a diferentes serotipos del virus de la LA
(Gethmann et al., 2009; Steinrigl et al., 2010). Dichas vacunas poseen similares adyuvantes a
los presentes en la vacuna administrada en nuestro ensayo y, pese a la ausencia de virus vivo
en dichas vacunas, parecen poseer una gran capacidad de estimulacion del sistema inmune
desde etapas muy tempranas tras su administracion. Dicha capacidad de estimulacion podria
atribuirse a los potentes adyuvantes presentes mas que al propio virus, como se ha podido
comprobar en otros ensayos donde, en ausencia de adyuvantes, el virus inactivado presente

en la vacuna no fue capaz de inducir fiebre (Di Emidio et al., 2004).

Cabe destacar que tras el desafio al que fueron sometidos los animales de los distintos
grupos vacunales (grupo A, B, C y D), salvo algunas excepciones individuales, no se aprecio
fiebre, estando dichos resultados en concordancia con los obtenidos en estudios previos tanto
con vacunas VLPs como con vacunas inactivadas (Eschbaumer et al., 2009; Hamers et al.,
2009; Stewart et al., 2010).

En los grupos de animales control no vacunados y desafiados frente al serotipo 1
(grupo E) y al serotipo 4 (grupo F), se aprecié un marcado incremento de la temperatura que
alcanzaria sus valores maximos entre los 7 y 9 dias tras la inoculacién, siguiendo un evolucién
similar a la descrita en el transcurso de inoculaciones experimentales con distintos serotipos
(LA17, LA2, LA8) (Ellis et al., 1990; Hamers et al., 2009; Worwa et al., 2010). Los animales
inoculados con el serotipo 1 mostraron un incrementé de temperatura en fechas mas
tempranas y alcanzaron valores mas elevados, prolongandose durante un mayor periodo de
tiempo que en el grupo de ovejas inoculadas con el serotipo 4. Dichas diferencias podrian
atribuirse a las distintas vias de inoculacion empleadas (intravenosa para el serotipo 1 e
intradérmica para el serotipo 4). Sin embargo, trabajos recientes en las que un mismo serotipo
(serotipo 23) fue inoculado en ovejas por ambas vias, puso de manifiesto un mayor incremento
de la temperatura en los animales inoculados por via intradérmica, hecho que podria ser

atribuido a la similitud con la ruta de infeccion natural (Umeshappa et al., 2011b).

Por tanto, la mayor capacidad pirégena del serotipo 1 podria relacionarse con la mayor
capacidad patdgena de dicho serotipo, cualidad sefialada en numerosos estudios (Allepuz et
al., 2010), y que explicaria la elevada prevalencia de dicho serotipo en especies de vida
salvaje (Garcia-Bocanegra et al., 2011), asi como su enorme capacidad para difundirse por
Europa (Wilson y Mellor, 2009) e inducir enfermedad en especies rumiantes (cabras, alpacas,

llamas) cuya sensibilidad habia sido subestimada (Meyer et al., 2009).
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La TI es una herramienta ampliamente utilizada en ciencias veterinarias para la
deteccion de fiebre en animales de produccion. Asi, la Tl ha sido empleada para la deteccion
de lesiones del aparato locomotor en caballos (Turner, 1991; Eddy et al., 2001), vacuno
(Nikkhah et al., 2005), asi como para la evaluacion de lesiones en piel causadas por sarna
sarcéptica en rumiantes de vida salvaje (Arenas et al., 2002). Otros estudios han empleado
dicha técnica para la deteccion temprana de animales de produccién afectados por diferentes
procesos viricos mediante el analisis facial (Schaefer et al., 2007; Rainwater-Lovett et al.,
2009).

A la hora de realizar estudios con esta herramienta enfocados a la deteccion de fiebre,
es fundamental tener en cuenta que distintos parametros externos pueden alterar los
resultados (Gerss-Dilmer et al.). La estandarizacion de la toma de imagenes con la camara
infrarroja en un ambiente controlado, como el existente en el interior de las instalaciones de
bioseguridad donde se llevd a cabo nuestro estudio, influiria favorablemente en la buena
correlacion existente entre las técnicas de medicion de la temperatura empleadas en este
trabajo, asi como en la sensibilidad y especificidad de la TI. Por tanto, cualquier factor
ambiental que pudiera influir en la temperatura corporal de los animales quedé descartado. Asi,
los cambios observados durante el experimento serian atribuibles a variaciones reales en la
temperatura de los animales inducidas por la vacuna inactivada o por los distintos serotipos del
virus de la LA.

El objetivo del empleo de la Tl fue el de determinar su posible uso para la deteccion de
casos febriles inducidos por el virus de la LA siguiendo para ello las pautas marcadas en
estudios previos en los que se detectd fiebre en bovinos afectados con el sindrome respiratorio
bovino (Schaefer et al., 2007). El analisis de las imagenes termogréaficas obtenidas y su
comparacién con las temperaturas rectales (grupos D, E y F), determinaron la existencia de
una correlacién entre la temperatura termografica y la rectal. Dicha correlacion nos muestra la
potencial capacidad de la TI como método para la deteccién de animales febriles afectados por
el virus de la LA. Ademas, se muestra como una técnica excelente para su uso tanto en granjas
centinelas como para la deteccién de fiebre en animales de vida libre, dado que se suprime la
necesidad de manipular a los animales para la toma de temperatura, reduciéndose ademas el

estrés generado (Grandin, 1997).

La correlacion observada fue muy variable entre grupos. Destacé el hecho de que en el
grupo donde se detecté un mayor nimero de mediciones de la temperatura rectal, con valores
superiores a los 40 °C (un total de 20), fue ademas el grupo que presenté un mayor coeficiente
de correlacion (grupo E, r: 0.85). En cambio, en los otros dos grupos donde se llevaron a cabo
mediciones para establecer dicha correlacion (grupo D y F), el nimero de mediciones de la
temperatura rectal con valores superiores a los 40 °C fue menor (un total de 9 en el grupo F y

sélo 7 en el grupo D). Por tanto, a mayor numero de valores de temperatura superiores a 40 °C
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mayor correlacién, siendo dicha correlacién mayor cuando se presentan casos de fiebre que
cuando los valores de temperatura se aproximan a valores fisiolégicos. Por tanto, dado que el
principal objetivo perseguido con el uso de esta herramienta fue el posible uso de la Tl para la
deteccion de casos de fiebre inducidos por el virus de la LA, y no la deteccidon de animales
sanos con valores cercanos a los fisiolégicos, queda demostrado su potencial uso para dicho

fin.

Los niveles de sensibilidad y especificidad que mostrd la Tl para la deteccion de
animales febriles infectados con el virus de la LA fueron bajos. Sin embargo, estos resultados
han servido como base en un posterior estudio con animales infectados experimentalmente con
el virus de la LA (Pérez de Diego, 2011), en el que se han llevado a cabo un mayor nimero de
mediciones que en el transcurso de nuestro experimento. En dicho estudio, se ha podido
establecer mediante TI, en condiciones ambientales controladas, los casos de fiebre por LA
con una sensibilidad del 82% y una especificidad de 90%. Por tanto, estos resultados

corroborarian el potencial de la Tl para la deteccién de fiebre en animales afectados por la LA.

%V.1.1.2. SEGUIMIENTO CLINICO Y LESIONES

Aunqgue la apariciébn de reacciones locales tras la administracién tanto de vacunas
VLPs como con la vacuna inactivada ha sido descrita (Savini et al., 2007; Savini et al., 2008;
Gethmann et al., 2009), dichas reacciones no fueron observadas en ninguno de los animales
empleados en nuestro estudio. Este hecho podria atribuirse a las medidas higiénicas tomadas
durante la vacunacion (limpieza y desinfeccién con alcohol al 70% del area de aplicacion de la
vacuna, uso de agujas desechables tras cada aplicacion), y a que la zona de inoculacién

elegida en cada caso se correspondié con areas de piel sin lana o con la lana muy corta.

Coincidiendo con estudios previos (Di Emidio et al., 2004; Eschbaumer et al., 2009;
Stewart et al., 2010), en ninguno de los grupos vacunales (grupo A, B, C y D) se observo
sintomatologia clinica caracteristica de LA tras la vacunacioén, revacunacion o desafio con la
excepcion de una animal perteneciente al grupo C. Dicho animal fue vacunado con la vacuna
VLP bivalente para los serotipos 1y 4. Tras el desafio con el serotipo 4, dicho animal desarrollé
una forma aguda de enfermedad con sintomatologia caracteristica de LA que provocd su
muerte. Cabe destacar que ninguno de los animales no vacunados del grupo control (grupo F)
y desafiados con el serotipo 4, desarrollaron una sintomatologia tan grave como la observada
en este animal, no produciéndose la muerte de ninguno de ellos. La excepcional muerte de
dicho animal pudo ser debida a factores individuales no determinados que afectaran
negativamente en la generacion de una RI protectora, ya que tanto las pautas seguidas durante
la vacunacién como durante el desafio fueron similares a las aplicadas en los deméas animales

de su grupo.
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En ambos grupos control (E y F), se observé sintomatologia clinica tipica de LA. La
sintomatologia fue variable no solo entre individuos del mismo grupo sino también entre ambos
grupos, si bien no resulté sorprendente, pues la diferencia de sintomatologia entre diferentes
serotipos es de sobra conocida (Maclachlan et al., 2009). A pesar de que tradicionalmente no
se ha considerado la relacién existente entre el aumento de la temperatura y la gravedad de la
sintomatologia en el transcurso de la LA (Erasmus, 1975), nuestros resultados mostraron que
aquellos animales con un mayor aumento de temperatura también presentaron mayor
sintomatologia, hecho que coincidié con los resultados apuntados en trabajos recientes (Worwa
et al., 2010).

Las necropsias realizadas a 9 de los 20 animales vacunados con vacunas VLP (grupos
A, By C), salvo en una de las ovejas del grupo C (5C) que presento lesiones caracteristicas de
LA (Maclachlan, 2011), no mostraron lesiones macroscopicas compatibles con esta
enfermedad. Igualmente, ninguno de los 5 animales pertenecientes al grupo D, mostro lesiones
macroscopicas resefiables. Salvo en el animal 5C, los posteriores estudios histopatolégicos no
revelaron la presencia de lesiones compatibles con LA.

En lo que se refiere a los grupos control (E y F), las lesiones tanto macroscépicas como
histopatolégicas caracteristicas de LA (Worwa et al., 2010), fueron de moderada intensidad.
Dichos animales fueron sacrificados al final del experimento en una fase de recuperacion de la
enfermedad, en la que la sintomatologia clinica fue muy escasa o ausente, lo que influiria en la

escasez de lesiones observadas.

V.1.2.DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS DEL VIRUS DE LA LENGUA AZUL

La ausencia de ARN virico en sangre indica que no se ha producido viremia, mientras
qgue la presencia de ARN virico no siempre implica la presencia de viremia, ya que puede
producirse un resultado positivo a RT-PCR sin que se pueda llevar a cabo el aislamiento del
virus. De hecho, se han descrito resultados positivos a RT-PCR hasta 90 dias después del

ltimo aislamiento virico (Singer et al., 2001).

En los animales vacunados con vacunas VLP, la aplicacién de la RT-PCR para la
deteccion de ARN del virus de la LA, mostr6 la existencia de resultados positivos en 3 de los 20
animales empleados (2A, 5C y 6C) en algin momento puntual del experimento tras el desafio,
fenomeno también descrito en trabajos previos tras el desafio de animales previamente
inmunizados con VLPs (Savini et al., 2007). Sin embargo, nuestros resultados no estarian en
linea con los obtenidos en un estudio reciente, en el que se apunté la ausencia de virus en
sangre en todos los animales vacunados con VLPs (Stewart et al., 2010). Como se ha
sefialado con anterioridad, la presencia de ARN virico no implica la existencia de viremia (Katz

et al., 1994). En consecuencia, la deteccién de acidos nucleicos en varios animales vacunados
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gue no mostraron sintomatologia clinica, como fue el caso de los animales 2A y 6C, seria

atribuible al desafio pero no al desarrollo de enfermedad.

Por otro lado, no se detecté genoma virico en ninguno de los animales del grupo D a lo
largo del experimento. Estos resultados, acordes con trabajos previos (Di Emidio et al., 2004;
Eschbaumer et al., 2009; Hamers et al., 2009; Oura et al., 2009; Paradell et al., 2010) ponen de
manifiesto que la administracidon subcutanea de vacunas inactivadas no produce la aparicion
ARN virico en sangre. Ademas, dichas vacunas previenen la replicacion virica tras el desafio
con virus homdlogo (Eschbaumer et al.,, 2009; Wackerlin et al., 2010) evitando asi la

diseminacién del virus y la expansion de la enfermedad a partir de animales vacunados.

Aungue como ya hemos apuntado, un resultado positivo obtenido con la aplicacion de
la RT-PCR para la deteccion del virus de la LA no implica viremia, nuestros resultados
demuestran que en aquellos animales donde los sintomas clinicos fueron mas intensos (grupo
E) se detectd una Ct menor tras la aplicacion de la RT-PCR, lo que implicaria la existencia de
mayor numero de copias del ARN del virus en la muestra de sangre. Este hecho pone de
manifiesto, de nuevo, la mayor capacidad patégena del serotipo 1 frente al serotipo 4, lo que
explicaria que en todos los animales del grupo E (desafiados con el serotipo 1) se detectara el
ARN virico 3 dias después del desafio, mientras que hubiera que esperar hasta 13 dias
después del desafio para encontrar positividad en todos los animales del grupo F (desafiados

con el serotipo 4).

V.2. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE

V.2.1. PUESTA A PUNTO DE LA RT-PCR PARA DETECCION DE ARN QUE CODIFICA
PARA CITOQUINAS

A la hora de afrontar el estudio del papel desempefiado por las citoquinas en el
transcurso de la RI, se pueden emplear distintas técnicas para su deteccién como la citometria
de flujo o diferentes técnicas de ELISA (Arora, 2002). Distintos estudios han empleado técnicas
de ELISA para detectar y cuantificar citoquinas presentes en el suero en el transcurso de
procesos infecciosos animales (Niborski et al., 2006; Flynn y Mulcahy, 2008; Li et al., 2010). Sin
embargo, dichas técnicas requieren de anticuerpos especificos aplicables en la especie ovina,
los cuales no estuvieron disponibles comercialmente al inicio de nuestro estudio. Ademas, la
utilizacion de kits ELISA o anticuerpos desarrollados para la deteccion de citoquinas en otras
especies, no garantizaba un resultado positivo al desconocerse la reactividad cruzada de los
mismos (Camara-Pellisd, 2007). El uso de la RT-PCR para la deteccion y cuantificacion de la
expresion de genes se presenta como una herramienta que ha cobrado gran importancia en los

ultimos afios (Klein, 2002), siendo numerosos los estudios que han empleado dichas técnicas
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con éxito no solo sobre muestras de sangre, sino también sobre tejidos en el transcurso de
distintos procesos patoldgicos (Montagne et al., 2001; Smeed et al., 2007; Wattegedera et al.,
2010). Para la aplicacion de dicha técnica, por tanto, no son necesarios reactivos especificos,
pudiéndose desarrollar facilmente nuevos protocolos de deteccibn en los laboratorios

convencionales, simplemente a partir de cebadores especificos facilmente sintetizables.

Otro de los inconvenientes que presentan las técnicas de ELISA frente a la RT-PCR
para la deteccion de citoquinas se refiere al hecho de que, con las técnicas de ELISA, no es
posible comparar cantidades de diferentes citoquinas, no solo por la posible diferencia de
mediciéon que presentan las técnicas de ELISA debidas, por ejemplo, a estandarizaciones
diferentes segun el kit, 0 a mediciones en diferentes unidades, sino también por la diferente
afinidad y cantidad de receptores presentes en las células. Asi, una citoquina producida en
grandes cantidades también puede ser captada en grandes cantidades por su receptor celular,
lo que dificultaria su deteccion, mientras que otra citoquina con menor produccion y afinidad
pueda presentar elevados niveles en suero (Wattegedera et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los cebadores empleados
para la deteccion en bovino de (- Actina, IL2, IL10 e IL12 (Konnai et al., 2003) también se
pueden utilizar en ovino; asimismo, aquellos descritos para la deteccion en ovino de GAPDH,
TNFa, IFNy e IL4 también permiten amplificar estas citoquinas en bovino (Gohin et al., 1997,
Smeed et al.,, 2007). En conclusion, mientras que con el empleo de técnicas de ELISA
necesitariamos un anticuerpo especifico para detectar cada citoquina en cada una de las
especies, mediante la RT-PCR puesta a punto en nuestro trabajo es posible aplicar la misma
herramienta para la deteccién y cuantificacion de dichas citoquinas con independencia de la
especie en la que se pretende estudiar (ovino y bovino).

V.2.1.1. OBTENCION DEL ARN

La obtencion del ARNm supone un paso clave en la cuantificacion de la expresion de
citoquinas, de modo que un protocolo de extraccion mal ejecutado podria influir negativamente
en la pureza del ARNm extraido debido a la existencia de fendbmenos de degradacion o a la
presencia de inhibidores, afectando asi al resultado final de la RT-PCR (Ho-Pun-Cheung et al.,
2008).

Los amplicones que se obtienen tras la PCR pueden provenir tanto del ARNm que se
esta transcribiendo, y que posteriormente sera traducido a proteinas, como directamente del
ADN gendmico (Crick, 1970). En ambos casos, el resultado de la PCR es positivo. La
diferencia radica en el hecho de que en el genoma encontramos intrones y exones, de manera
gue si los cebadores se localizan en dos exones diferentes, el amplicon sera de mayor tamafio

(exones mas intrones), mientras que en el caso de amplificar el ARNm dado que éste no
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contiene intrones, solo llevard a cabo la amplificacién de los exones, lo que dara lugar a un

amplicon de menor tamafio.

Para evitar este posible error de “contaminacion” o de falta de pureza en el producto
extraido de la muestra, existen dos estrategias a seguir. La primera consistiria en la utilizacion
de cebadores localizados en diferentes exones, de manera que el tamafio del amplicon variara
dependiendo de si s6lo se estan amplificando los exones de interés, o si por el contrario, se
esta amplificando algun intrén. En nuestro caso, sélo los cebadores para la deteccién de IL10
estuvieron situados en exones diferentes. En este caso, el amplicon de ARNm fue de 186 pb

mientras que en caso de amplificar ADN gendmico seria de mas de 1000pb.

La segunda estrategia consiste en realizar un tratamiento con DNAsa durante la
extraccion de ARN, o bien una vez finalizada dicha extraccion, siendo ésta Ultima la practica
méas comun llevada a cabo en la mayoria de los protocolos a fin de digerir y eliminar los restos
de ADN gendmico. Dicho tratamiento al final de la extraccién, necesita de la dilucion de la
muestra en un tampoén de reaccion de la DNAsa, lo que provoca una disminucién de la
concentracion final del ARN. A fin de evitar dicha reduccién de concentracién, en nuestro
estudio se opté por el uso de un kit de extraccién de ARN comercial (RNeasy Mini Kit® de
Quiagen) que incluia un paso intermedio de digestion con DNAsa. Una dilucion de la
concentracion final del ARN, hubiera obligado al empleo de un mayor volumen de reaccion
durante la RT, lo que hubiera impedido el uso del kit comercial de RT que posteriormente fue
utilizado.

Una vez comprobada la efectividad de la extraccion de ARN mediante el uso del kit de
columnas RNeasy mini kit de Quiagen a partir de linfocitos estimulados in vitro, se procedié a la
extraccion del ARNm a partir de sangre de ovejas. Las cantidades de ARN utilizadas para la
realizacion de la RT-PCR, fueron variables a lo largo del periodo de puesta a punto de la
técnica de RT-PCR, no siendo el objetivo principal durante dicho proceso la cuantificacién, sino
la adaptacion de la RT-PCR cualitativa a las condiciones de nuestro laboratorio, asi como la
comprobacion de la especificidad y la purificacion de los amplicones para su secuenciacion y
almacenamiento como stock de controles positivos. Por tanto, las variaciones en las cantidades
de ARN utilizado para cada reaccion, no supuso un problema a la hora de interpretar los

resultados.

Nuestros resultados demostraron que durante esta fase de puesta a punto, la
estimulacién de linfocitos in vitro con 10ug/ml de Con A indujo la expresiéon de genes de IL4,
IL2 e IFNy. Estos resultados estarian de acuerdo con los obtenidos en trabajos previos (Gohin
et al., 1997), en los que se indic6é que para la produccién de estas citoquinas seria necesaria la
utilizacion de Con A (7,5 upg/ml) junto con Phorbol Triacetate (5 ng/ml). Sin embargo, en
muestro estudio so6lo fue necesaria la utilizacion de Con A para la obtencion de resultados

similares. Por otro lado, trabajos previos habian demostrado que para la obtencién de TNFa e
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IL10, seria recomendable la aplicacion como mitdégeno de LPS (10 ug/ml) (Gohin et al., 1997),
resultados que coinciden con los obtenidos en el presente trabajo. Asimismo, trabajos previos
habian demostrado la induccién de la produccion de IL12 utilizando Gnicamente LPS (Budhia et
al., 2006). Nuestros resultados demostraron una estimulacién en la expresion de IL12 mediante
el uso combinado de Con Ay LPS, no siendo necesaria la utilizacién de otros mitdgenos, como

el pokweed mitogen sugerida en estudios previos (Konnai et al., 2003).

EV.2.1.2. RT-PCR EN DOS PASOS

Una vez comprobado que la técnica en un paso se mostraba como una herramienta
especifica que permitia la amplificacion y por tanto la deteccion del ARNm que codificaba para
las seis citoquinas estudiadas (TNFa, IFNy, IL2, IL4, IL10, IL12), se procedié a la puesta a
punto de la técnica de RT-PCR en dos pasos.

La utilizacién inicial de la técnica en un solo paso, previamente aplicada con éxito en
nuestro laboratorio (Kukielka et al., 2008; Kukielka y Sanchez-Vizcaino, 2009) se debié al
hecho de que éste procedimiento minimiza la contaminacién de la muestra de ARNm. Tras la
obtencién de los primeros resultados positivos con la técnica anterior, se procedié a la
realizacion de la técnica en dos pasos, ya que dicho procedimiento nos permitia realizar un
mayor nimero de PCRs con la misma cantidad inicial de ARNm que la técnica en un paso. Asi,
a partir de 1yl de muestra inicial se podian llevar a cabo hasta 20 PCRs, mientras que en el
caso de RT-PCR en un solo paso, 1yl de muestra inicial, s6lo permitia la realizacién de una
reaccion de RT-PCR.

Los resultados obtenidos con la utilizacion de RT-PCRs en tiempo real llevadas a cabo
con sonda inespecifica SYBR Green fueron satisfactorios, siendo comprobada la especificidad
de las parejas de cebadores mediante la comparacion de los productos de PCR con las
secuencias publicadas en las bases de datos. La mayor ventaja del uso de la sonda SYBR
Green radica en su coste, ya que se trata de una sonda mas barata que las sondas
especificas, pudiendo utilizarse para diferentes amplicones. Ademas, dicha sonda necesita
unas parejas de cebadores de menor coste que las sondas especificas, siendo por lo general la
utilizacion de un kit comercial de SYBR con cebadores especificos mas rentable

econdmicamente que la utilizacion de un kit comercial con sonda Tagman y cebadores.

En distintos trabajos previamente publicados se llevé a cabo el estudio de la expresion
de citoquinas en ovino mediante RT-PCR convencional, empleandose sustancias altamente
cancerigenas como el bromuro de etidio para comprobar la intensidad de la sefial fluorescente
emitida por las muestras en los geles (Gohin et al., 1997; Montagne et al., 2001; IPCS, 2006;
Craig et al., 2007). Otros estudios recurrieron al empleo de sondas Tagman para el estudio de
la expresion de genes que codifican para citoquinas, siendo dichas sondas altamente

especificas, a la vez que costosas (Budhia et al., 2006; Wattegedera et al., 2010). Asimismo,
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algunos trabajos han empleado la sonda SYBR Green a fin de estudiar la expresion de
citoquinas a partir de tejidos (Smeed et al., 2007; Verret et al., 2011). Pese a que las muestras
sobre las que se llevaron a cabo dichos estudios fueron distintas a las empleadas en nuestro
trabajo, asi como las citoquinas estudiadas, nuestros resultados estarian en linea con los
obtenidos en estas investigaciones previas, poniendo asi de manifiesto la aplicabilidad y
eficacia de los protocolos desarrollados. En este sentido cabe sefialar recientes trabajos in vivo
publicados donde se llevaron a cabo protocolos muy similares a los descritos en nuestro
trabajo y en los que se estudiaron, a partir de PBMCs y de muestras de ganglio linfatico pre-
escapular, los niveles de expresion y evolucién de citoquinas en animales vacunados con
vacuna inactivada tras el desafio con virus heterdlogo de la LA (Umeshappa et al., 2010). Otro
trabajo estudié la expresién de dichas citoquinas a partir de PBMCs procedentes de animales
vacunados frente a LA y posteriormente estimuladas in vitro con virus heterélogo de la LA

(Umeshappa et al., 2011a).

En trabajos previos en los que se emplearon células sanguineas como origen del
ARNmMm, dichas células fueron estimuladas in vitro previamente a la deteccion y cuantificacion de
citoquinas (Konnai et al., 2003). Sin embargo, existen trabajos llevados a cabo en otras
especies, distintas de la ovina, en los que se describe el empleo de RT-PCRs en tiempo real
con la sonda SYBR Green para la cuantificacion de la expresion de citoquinas, en los que no
fue necesaria la estimulacion previa de las PBMCs (Vernel-Pauillac y Merien, 2006; Salguero et
al., 2008).

La puesta a punto de las PCRs para los genes de expresion constante GAPDH y -
Actina, supuso una herramienta imprescindible para llevar a cabo la cuantificacién de la
expresion de genes que codifican para las citoquinas estudiadas, ya que fueron utilizadas para
llevar a cabo la normalizacién en la cuantificacion (Huggett et al., 2005). En todas las muestras
analizadas durante la fase de puesta a punto de la RT-PCR tanto en un paso como en dos, se
obtuvieron resultados positivos para dichos genes. A la hora de cuantificar, y en el caso de no
producirse la amplificacién para estos genes, las muestras no fueron consideradas validas, ya
gue la no deteccién de dichos genes en la muestra podria relacionarse con distintos problemas
surgidos durante la ejecucién de la técnica (errores de extraccion, errores en la digestiéon del
ADN, degradacién del ARN, problemas en la realizacién de la RT o de la PCR). De hecho, la
reaccion de RT ha sido descrita como una fuente de variabilidad en la RT-PCR en tiempo real
(Stahlberg et al., 2004), siendo éste uno de los motivos por los que se eligi6 la RT-PCR en dos
pasos para ser empleada en nuestro estudio. En nuestro trabajo, la realizacién de la RT en un
paso previo, nos permitio la utilizacion del ADNc procedente de una misma reaccion en
diferentes PCRs, asegurandonos asi que la concentracion inicial de ADNc fue la misma en
todas las PCRs (Wong y Medrano, 2005).
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Para evitar un posible error dirigido, no se utilizaron los cebadores disefiados para la
PCR en la reacciéon de RT, pues esto hubiera producido diferentes cantidades de ADNc
dependiendo de las afinidades y eficiencias de los cebadores. Ademas, distintos trabajos han
apuntado que la utilizacién de cebadores especificos no conlleva una mejora en la reaccion de
RT si comparamos dichos resultados con los obtenidos mediante la utilizacion de cebadores
inespecificos de tipo “‘random” u “Oligo dt’ (Stahlberg et al., 2004). En los protocolos
desarrollados en nuestro estudio se emplearon cebadores inespecificos, a partir de los cuales
fue posible obtener copias de todo el ARNm presente en la muestra, de manera que la
proporcién de la expresion que se obtuvo fue equivalente a la que se encontraba en la sangre
inicial. Ademas, la utilizacion de cebadores especificos hubiera obligado a la realizacion de 8
RT diferentes, lo que complicaria y multiplicaria el trabajo laboratorial. Ademas, de esta manera
nos hubiéramos visto obligados a utilizar la RT-PCR en un solo paso, lo que hubiera provocado
un aumento de la variabilidad. En los casos en los que se opta por la utilizacion de ARNm
como muestra, se recomienda la utilizacién de oligo (dT), ya que dichos cebadores se unen a la
cola Poly A del ARNm, evitando asi la RT de otros tipos de ARN como el ARNr o ARN virico,

siendo necesario para ello una muestra inicial de alta calidad (Bustin y Nolan, 2004).

Finalmente, en lo que a RT-PCR en dos pasos se refiere es importante recordar que
aunque se trata de una técnica cuyo uso se encuentra muy extendido para el estudio de la
expresion de genes, constituyendo una importante herramienta para la cuantificacién de niveles
celulares de ARNm, debe tenerse en cuenta que se trata de una técnica compleja, con
problemas asociados como la repetibilidad y la sensibilidad real (Bustin, 2000). En este sentido,
a fin de evitar variabilidad, asi como de minimizar errores, se recomienda la automatizacion de
las reacciones (Bustin, 2002), posibilidad esta Gltima que no fue posible llevar a cabo durante la
realizacion de este trabajo. Este hecho podria explicar, en parte, la existencia de errores que
podrian haber influido en los resultados obtenidos a partir de las muestras procedentes de los

animales durante el estudio in vivo.

V.2.1.3. CEBADORES

En el transcurso de este trabajo se han utilizado y adaptado 3 parejas de cebadores
(GAPDH, IFNy e IL4) para su utilizacion en la técnica de PCR en tiempo real, cebadores que
previamente habian sido empleados en técnicas de PCR convencional (Gohin et al., 1997).
Ademas, se han utilizado otros 5 pares de cebadores cuyo uso habia sido previamente descrito
en técnicas de RT-PCR en tiempo real, llevAndose a cabo una optimizacion de las
concentraciones y de las temperaturas a fin de facilitar la ejecucién de los protocolos a nivel
laboratorial, obteniéndose resultados satisfactorios para seis citoquinas (IFNy, TNFa, IL2, IL4,
IL10, IL12) y dos genes de expresion constante (GAPDH, (- Actina). Asi, cabe destacar la
utilizacion de dos temperaturas de anillamiento diferentes, lo que ha permitido la utilizacion de

un mismo programa para la realizacion de las PCRs de tres citoquinas y de un gen de
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expresion constante simultdneamente. De las 5 parejas de cebadores descritas para PCR en
tiempo real, 4 (B-Actina, IL2, IL10 e IL12) habian sido disefiadas para bovino aunque, con
posibilidades de uso también en ovino (Konnai et al., 2003), posibilidad que nuestros resultados

han demostrado.

La eleccion de las parejas de cebadores para los genes de expresion constante
(GAPDH, B-Actina) se realizo teniendo en cuenta su temperatura de anillamiento (60°C y 55°C),
a fin de facilitar la realizacion del maximo nimero de PCRs reduciendo asi el trabajo a realizar.
Se trataba de dos de los genes de expresion constante mas utilizados en los estudios de
cuantificacion de expresion de genes (Vandesompele et al., 2002; Huggett et al., 2005), hecho
que fue tenido en cuenta a la hora de su eleccién. Es un hecho conocido que su expresién
podria variar y, por tanto, dar lugar a resultados erréneos en la cuantificacién (Glare et al.,
2002; Li et al., 2005).

V.2.2. PUESTA A PUNTO DE LA CITOMETRIA DE FLUJO PARA EL ESTUDIO DE PBMCS
A PARTIR DE SANGRE OVINA

En el transcurso de este estudio, el procesado de leucocitos ovinos para su
inmunofenotipaje se llevdé a cabo utilizando soluciones de lisis y de fijacion comerciales
(solucién lisante FACS® y cell FIX® Becton-Dickinson), lo que permitié el almacenamiento de
las muestras (48h a 4°C) una vez procesadas. De esta manera se evitaron variaciones en el
procesado de las muestras, a la vez que se estandarizaron protocolos que permitirian la
comparacion de muestras tomadas a lo largo del ensayo in vivo con vacunas. El protocolo
estandarizado elegido para nuestro estudio minimizé la manipulacién de las muestras, a la vez

que redujo la cantidad de sangre necesaria durante la técnica.

Los anticuerpos seleccionados no so6lo han sido utilizados con éxito en muestras
procedentes de sangre ovina sino también a partir de muestras bovinas y caprinas (Larsen et
al., 1990; Harbo et al., 2004). Incluso se ha podido demostrar la reactividad del anticuerpo anti
CD14 con células procedentes de perro, gato, cabra, oveja vaca y humano (Brodersen et al.,
1998).

Ademas, estos anticuerpos han sido utilizados para diferentes técnicas, que van desde
la citometria de flujo hasta el estudio histoquimico en tejidos bovinos fijados e incluidos en

parafina (Gutierrez et al., 1999).

En el caso de la identificacion de los linfocitos T-y®, se utilizaron dos anticuerpos
diferentes, puesto que existen dos sub-poblaciones de este tipo celular en rumiantes, siendo la
poblacion minoritaria la equivalente a los linfocitos T-yd presentes en el ser humano, mientras

que la mayoritaria, y a la que se le supone un importante papel en rumiantes, estuvo
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representada por aquellas células que presentaron la molécula WC1, poblacion celular no

presente en el ser humano (Davis et al., 1996).

En estudios previos se ha analizado por citometria de flujo la evoluciéon de las
poblaciones CD4 y CD8 en ovino y bovino tras la infeccion con el virus de la LA (Ellis et al.,
1990), también se he estudiado la respuesta en forma de células CD8 en los nddulos linfaticos
regionales tras la infeccion con LA en terneros (Barratt-Boyes et al., 1995). Incluso, se ha
analizado la evolucién de todos los tipos celulares estudiados en nuestro trabajo (CD4", CD8",
CD25", linfocitos B, monocitos y linfocitos T-yd) tras la inoculacién in vitro de PBMCs obtenidos
de sangre bovina (Barratt-Boyes et al., 1992). Sin embargo, éste es el primer estudio en el que
se analiza la evolucibn de éstas seis poblaciones celulares del sistema inmune
simultaneamente, en un ensayo in vivo de vacunas (VLPs e inactivada) frente al virus de la LA

y en ganado ovino.

V.2.3. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL ENSAYO /N VIVO DE VACUNAS

Son numerosos los trabajos en los que se estudia la respuesta de anticuerpos
generada tras inoculaciones con el virus de la LA (Koumbati et al., 1999; Umeshappa et al.,
2011b), en respuesta a vacunas inactivadas (Di Emidio et al., 2004; Eschbaumer et al., 2009;
Gethmann et al., 2009; Oura et al., 2009; Wackerlin et al., 2010), asi como tras la inmunizacién

con vacunas VLPs (Savini et al., 2007; Stewart et al., 2010).

Asimismo, trabajos previos in vitro (Barratt-Boyes et al., 1992; Umeshappa et al.,
2011a) como in vivo (Ellis et al., 1990; Foster et al.,, 1991; Umeshappa et al., 2010), han
evaluado tanto la respuesta de citoquinas, como la evolucion de poblaciones celulares
inmunocompetentes tras la exposicién al virus de la LA, resultando escasos los trabajos en los
que se afronta el estudio de dichos parametros tras la aplicacion de vacunas (VLPs o
inactivadas) frente al virus de la LA en ganado ovino. Nuestros resultados, gran parte de ellos
cualitativos, muestran la tendencia en la evolucién de dichos pardmetros, estableciendo una
base sélida para futuras investigaciones en las que se deberian evaluar un mayor namero de

animales y muestras.

Como ya hemos indicado con anterioridad, durante la realizacion de este trabajo tan
sélo se analizé la evolucion de la expresion de genes que codifican para citoquinas en 11 de
las 20 ovejas vacunadas con VLPs, asi como en las 6 ovejas repartidas entre los dos grupos
control (E y F). Asimismo, se decidié no llevar a cabo dicho estudio de expresion de citoquinas
en el grupo D (animales vacunados con vacuna inactivada frente a serotipo 1), ya que
investigaciones similares, recientemente publicadas, han demostrado un incremento en la
expresion de IL2, IL12, IFNy tras el desafio de ovejas inmunizadas con una vacuna inactivada
frente al serotipo 1 (Umeshappa et al., 2010; Umeshappa et al., 2011a).
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Previamente a la ejecucion de los ensayos in vivo, se llevo a cabo el fenotipaje de las
diferentes PBMCs, a fin de establecer unos niveles basales de dichas poblaciones en los
animales objeto de estudio. En lo que se refiere a las distintas subpoblaciones de linfocitos T,
los T CD4" constituyeron entre el 22.36% y el 36.67% del total de PBMCs, presentando unos
valores superiores a los esperados (7.6% - 21.2%), mientras que los TCD8" supusieron entre
un 7.25%y un 13.84% del total de PBMCs, porcentajes dentro de los limites fisiol6gicos en
ovejas (Smith et al., 1994). Los linfocitos T reguladores CD25" constituyeron alrededor del 6%
de las PBMC, valores inferiores a los descritos para esta poblacion celular, que distintos
trabajos sittan alrededor del 10% de las PBMC (Bujdoso et al., 1993)

De manera fisiolégica la poblacion de linfocitos T-yd muestra unos rangos muy
variables, que van desde el 18 o 20% del total de linfocitos sefialado por algunos autores
(Boppana et al., 2004), al 22-68% apuntado en otros trabajos (Smith et al., 1994). Los
resultados basales obtenidos en nuestro estudio indicaron grandes variaciones atendiendo al
tipo de anticuerpo empleado. De hecho uno de los anticuerpos empleados (TCR1n6") sdélo
marco al 1% de las PBMCs, mientras que el otro se unié al 15.4% de las PBMCs, siendo la

suma de ambos porcentajes inferior a los valores basales establecidos.

En lo que se refiere a la poblacion de linfocitos B, los valores obtenidos (22.27%) se
situaron dentro del rango fisiologico esperado, aunque debe recordarse que se trata de una
poblacion muy variable, cuyos porcentajes pueden oscilar entre 11 - 50%, y donde podemos

dos poblaciones mediante citometria de flujo (Smith et al., 1994).

Finalmente sefialar que los resultados obtenidos tras el marcaje de la poblacién de
monocitos circulantes con el anticuerpo anti-CD14 (4.21%) se situaron dentro de los valores

normales en ovino (3.8%) para dicha poblacion celular (Kramer, 2000).

Las pequefias variaciones en los porcentajes de algunas de las subpobalciones
celulares estudiadas con respecto a valores previamente sefialados, podrian ser atribuidas a
distintos factores como la afinidad de los anticuerpos empleados, los protocolos de marcaje, el
citbmetro empleado para el recuento celular, las condiciones experimentales de los animales,

la variabilidad de la raza, etc.

V.2.3.1. VACUNA VLP
V.2.3.1.1. VLP MONOVALENTE (SEROTIPO 1)

La vacunacion de los animales del grupo A provocé un incremento de la expresion de
de IL2, IFNy y TNFa, expresién que se mantuvo positiva para estas citoquinas durante la mayor
parte del experimento, destacando de nuevo el incremento observado tras la revacunacion, asi
como el mantenimiento de dichos niveles de expresion hasta el final del experimento. Sin

embargo, los niveles de expresion de IL10 e IL12 apenas mostraron cambios relevantes a lo
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largo del experimento, siendo Unicamente destacable un ligero descenso observado en la
expresion de IL12 tras la revacunacion. Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de
un perfil de citoquinas asociado con una respuesta inmune de tipo 1 (Thl) que favoreceria,
ademas, la activacion de los linfocitos T reguladores CD25+, subpoblacién celular cuya
induccion estaria asociada con la activaciéon de una respuesta de tipo celular tras la vacunacion
(Bujdoso et al., 1993; Zhu y Paul, 2008). Asi, ademas de la capacidad de las vacunas VLPs de
inducir una Rl basada en la produccién de anticuerpos (Pearson y Roy, 1993; Roy, 2003),
nuestros resultados, acordes con trabajos previos (Roy et al., 1992; Noad y Roy, 2003),

demostrarian la capacidad de las vacunas VLPs para estimular una RI de tipo celular.

Tanto el IFNy como la IL2, destacan por su capacidad para estimular el crecimiento,
proliferacion y actividad citotdéxica de los linfocitos T (Mosmann y Sad, 1996; Stasny et al.,
2001), favoreciendo asi la proliferacion de células B y la estimulacion de la produccién de
inmunoglobulinas (Boehm et al.,, 1997; Samuel, 2001). En este sentido cabe destacar la
capacidad del IFNy para inducir un efecto autocrino sobre la sintesis de IL2, asi como el efecto
sinérgico existente entre el IFNy y el TNFa (Bach et al., 1997; Van Reeth et al., 1998). Por
tanto, el incremento en la expresion de estas citoquinas observado en la primera etapa del
experimento tras la vacunacion, junto al incremento de linfocitos T CD25", influiria en la
temprana respuesta de anticuerpos frente al virus de la LA detectada transcurridos 10 dias de
la vacunacion mediante la técnica de ELISA de doble reconocimiento. Asi, nuestros resultados
ponen de manifiesto el importante papel desempefiado por ciertas citoquinas en la activacion
de la RI celular y en la posterior Rl humoral protectora generada tras la aplicacion, en ovejas,
de una vacuna monovalente VLP frente al serotipo 1.

El importante papel que podria desempefiar la respuesta celular en animales
vacunados frente al virus de la LA, ya fue apuntado en trabajos previos (Jeggo et al., 1984a,
1985; Umeshappa et al., 2010). De hecho, la ausencia de respuesta humoral especifica en
forma de anticuerpos neutralizantes tras la vacunacién, como se comprobd en el caso de
ensayos llevados a cabo con vacuna bivalente inactivada frente a los serotipos 2 y 4 en
terneros, o en ovejas vacunadas con vacuna inactivada frente al serotipo 8, no implicaria
ausencia de proteccion frente al virus (Eschbaumer et al., 2009; Savini et al., 2009).

Finalmente cabria destacar que, en inoculaciones experimentales previas llevadas a
cabo en animales no vacunados (Foster et al.,, 1991), se habia sefialado una caida en los
niveles de IFNy alrededor da la segunda semana tras la inoculacion. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron los mayores niveles de expresién para esta citoquina precisamente en la
etapa final del experimento, tras el desafio con el virus de la LA. EI mantenimiento de los
niveles de expresion de esta citoquina hacia el final del experimento podria, por tanto, atribuirse

a los niveles previos generados tras la vacunacién y revacunacion.
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V.2.3.1.2. VLP BIVALENTE (SEROTIPOS 1Y 4)

En las ovejas vacunadas con la vacuna bivalente VLP frente a los serotipos 1y 4, y
desafiadas con el serotipo 1 (grupo B) y con el serotipo 4 (grupo C) respectivamente, el
principal cambio destacable fue un incremento en los niveles de expresion de IL12 tras la

vacunacién y revacunacion, asi como un aumento de IL2 tras la revacunacion.

En los animales del grupo B, dichos incrementos estuvieron asociados con el aumento
inicial de linfocitos T reguladores CD25", poniéndose de manifiesto de nuevo la activacion de
una respuesta de tipo celular tras la vacunacién (Bujdoso et al., 1993; Zhu y Paul, 2008). Dicha
activacion seria atribuible a la IL12, citoquina con una importante capacidad de estimulacién de
la respuesta inmune Thl, en la que participaria estimulando la diferenciacion de las células T
colaboradoras y la induccion de IL2 por dichas células (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995,
1997). Por tanto, la IL12 podria ser responsable de la activacion de los linfocitos T reguladores
CD25+, pese a la ausencia de un incremento en la expresion de otras citoquinas relacionadas

con la RI Th1 (IFNy o TNFa) tras la vacunacion.

Asimismo, el incremento en la expresion de IL12 tras la revacunacion podria estimular
el incremento de IL2 observado también tras la revacunacién tanto en los animales del grupo B
como en los animales del grupo C (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995, 1997). En ambos
grupos, dicha citoquina (IL2) alcanzaria sus niveles maximos de expresion tras el desafio,
pudiendo también influir el virus inoculado en el incremento observado en esta fase final del
experimento, fendomeno que ha sido sefialado en trabajos previos, donde animales previamente
inmunizados mostraron un incremento en la produccién de IL2 tras la exposicion al virus de la
LA (Umeshappa et al., 2010).

Estos resultados ponen una vez mas en evidencia que el incremento en la expresion de
estas citoquinas, y en especial de la IL12, observado en la primera etapa del experimento tras
la inmunizacion, junto al incremento de linfocitos T CD25", influiria en la temprana respuesta de
anticuerpos frente al virus de la LA detectada mediante técnicas de ELISA a los 10 dias del

experimento.

EV.2.3.2. VACUNA COMERCIAL INACTIVADA (SEROTIPO 1)

La vacuna inactivada frente al serotipo 1 indujo una RI efectiva en las 5 ovejas del
grupo D. La proteccion especifica conferida por este tipo de vacunas parece estar relacionada
con el importante papel desempefiado por la VP2 en la estimulacién de la inmunidad protectora
mediada por linfocitos B y linfocitos T (Takamatsu et al.,, 1990; Andrew et al., 1995). No
obstante, los mecanismos inmunolégicos involucrados en la proteccién observada en los

animales vacunados, incluido el posible papel de la RI celular, permanecen sin aclarar.
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14 dias después de la vacunacion, una respuesta de anticuerpos especifica frente al
virus LA fue observada en todas las ovejas del grupo D, la cual se mantendria hasta el final del
experimento. Esta respuesta de anticuerpos se presenté como la principal responsable de la
proteccién de las ovejas frente al virus de la LA. Los resultados obtenidos en este trabajo
estarian en concordancia con los obtenidos en estudios previos, donde los anticuerpos
especificos detectados mediante ELISA tras la administracién de una vacuna inactivada frente
al virus de la LA en ovejas, mostraron una evolucion similar a la de los anticuerpos
neutralizantes con capacidad protectora frente al virus (Savini et al., 2008; Oura et al., 2009),
cuya evolucioén en el tiempo es similar. A pesar de los intentos para demostrar una citotoxicidad
celular dependiente anticuerpos, el mecanismo por el cual los anticuerpos neutralizan al virus

de la LA in vivo permanece sin resolver (Jeggo et al., 1984a, 1985).

En nuestro estudio, la respuesta de anticuerpos detectada en las ovejas del grupo D
tras la vacunacion y tras la revacunacién, no estuvo relacionada con incrementos en las
poblaciones de células T (CD4", CD8" y WC1"), ni con cambios en las células reguladoras
CD25". Ademas, tampoco se observaron cambios significativos en la poblacién de monocitos
(CD14").

La falta de una respuesta mediada por células tras la vacunacion y la revacunacion
observada en este grupo de animales, podria ser atribuida a los diferentes componentes de la
vacuna, en la cual el virus inactivado estuvo acompafado de adyuvante que contenia aluminio
en su composicion. Estos adyuvantes retrasan la eliminacibn de antigenos tras la
administracion de la vacuna, prologando por tanto el estimulo antigénico. Ademas, estos
adyuvantes también promueven la respuesta de anticuerpos, a pesar de poseer poca
capacidad de estimular la respuesta mediada por células (Aucouturier et al.,, 2001;
Ramakrishnan et al., 2005; Iglesias et al., 2006). Dicha incapacidad para estimular una fuerte
respuesta mediada por células, junto con la variabilidad de respuestas que pueden generar las
células presentadoras de antigeno tras la exposicion al virus de la LA, atenuado o inactivado,
presente en las vacunas (Cresswell y Lanzavecchia, 2001; Singh y O'Hagan, 2003), podria
explicar la moderada participaciéon de la respuesta mediada por células tras la vacunacion y la
revacunacion, asi como la ausencia de cambios significativos en los porcentajes de estas

poblaciones de células inmunocompetentes.

Por otro lado, las células B son capaces de reconocer a la mayoria de los antigenos sin
necesidad de procesamiento previo, y ciertos antigenos pueden provocar la formacion de
anticuerpos en ausencia de células T auxiliares, proporcionando una sefial suficiente que
favorezca la proliferacion y diferenciacion de células B hacia células plasmaticas productoras

de anticuerpos (Gold, 2002; Tizard, 2009e). Este hecho podria explicar por qué el aumento
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significativo de los linfocitos B observado tras la vacunacion y la revacunacion estaria
relacionado con un aumento de anticuerpos especificos frente al virus de la LA.

Tras el desafio, no se detecté ARN virico en las ovejas del grupo D, lo que confirmaria
la proteccion especifica inducida por la respuesta de anticuerpos. De hecho, la respuesta de
anticuerpos después de la exposicion al virus, fue significativamente superior que la observada
tras la revacunacion, y éste aumento se asocié con un aumento significativo de los monocitos
CD14", de las células CD25", de los linfocitos B y de los linfocitos T CD8 *. La molécula CD14
se presenta como fundamental en los procesos de reconocimiento de antigeno y de interaccion
celular, donde juega un papel clave en la activacién de células T mediada por monocitos
(Andrew et al., 1995; Antal-Szalmas, 2000). Ademas junto con las células dendriticas (Hemati
et al.,, 2009), los monocitos-macréfagos juegan un importante papel en los procesos de
presentacion de antigeno, asi como en la propagacién del virus LA durante la infeccién
(Barratt-Boyes et al., 1995; Sanchez-Cordon et al., 2010b).

CD25 se ha definido como un receptor de baja afinidad para la IL2 que se expresa
principalmente en los linfocitos T activados por la interaccion con antigenos (Bujdoso et al.,
1993; Zhu y Paul, 2008). Por lo tanto, el aumento de monocitos CD14" y de células reguladoras
CD25" observado tras el desafio con el virus LAl podria co-estimular a las células B,
favoreciendo asi su activacion, proliferacion y diferenciacién hacia células plasmaticas

productoras de anticuerpos.

Finalmente, tras el desafio con LA 1, se observé un aumento de linfocitos T CD8", que
llego a ser significativo hacia el final del ensayo. Aumentos similares en linfocitos T CD8" y en
la expresion de IL2, asociados ambos con un aumento en la expresion de CD25, han sido
descritos tras la exposicién de ovejas vacunadas frente a LAl (Umeshappa et al., 2010). Tales
aumentos se han observado también durante infecciones experimentales (Jeggo et al., 1985;
Ellis et al., 1990; Hemati et al., 2009). Asi, la activacion y proliferacion de linfocitos TCD8", que
desempefian un papel clave en la respuesta Thl, también puede estar asociada con el

aumento de monocitos CD14" y de células reguladoras CD25" observado tras del desafio.

%V.2.3.3. ANIMALES DESAFIADOS NO VACUNADOS
V.2.3.3.1. ANIMALES DESAFIADOS CON EL SEROTIPO 1 (GRUPO E)

En el grupo de ovejas no vacunadas y desafiadas frente al serotipo 1 del virus de la LA,
la inoculacion de dicho serotipo provoco, principalmente, un incremento en la expresién de 1L2
e IL12. Ademas, los niveles observados de IL12 fueron superiores en todo momento a los
observados para la IL10, poniéndose de manifiesto el predominio de una RI de tipo Thl. Dada
la capacidad pro-inflamatoria y pirégena de la IL12 (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995,
1997), su incremento podria estar relacionado con el aumento de la temperatura y el

incremento de sintomatologia clinica observada en estos animales durante este periodo.
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Los incrementos en la expresion de estas citoquinas, se vieron acompafados de
incrementos en los porcentajes de linfocitos T CD4", TCD8" y Tyd (TCR1-N6), los cuales
alcanzaron sus valores maximos entre los 54 y 58 dias del experimento, no observandose
cambios resefables en el resto de poblaciones celulares del sistema inmune estudiadas
(linfocitos T reguladores CD25", monocitos CD14" y linfocitos B). Por tanto, la inoculacion del
virus indujo un incremento en la expresién de citoquinas asociadas con una respuesta Thl que
favoreceria un incremento de la sintomatologia clinica, asi como una respuesta de tipo celular
en la que participarian células T con capacidades reguladoras y citotdxicas, y cuyo objetivo
seria el control de la infeccién (Germain, 1994; Jondal et al., 1996).

A partir de los 58 dias del experimento (10 dias después de la inoculacién), se detecto
una respuesta de anticuerpos mediante el ELISA de doble reconocimiento que se mantendria
hasta el final del ensayo. Dicha respuesta de anticuerpos coincidié con la descrita en trabajos
previos en los que la presencia de anticuerpos frente a VP7 en animales no vacunados se
detect6 en las primeras semanas tras la inoculacién (Wade-Evans et al., 1996; Koumbati et al.,
1999; Oura et al., 2009). La instauracion de esta respuesta humoral podria estar relacionada
con la respuesta celular previamente observada, la cual podria ejercer su capacidad para
estimular la produccién de inmunoglobulinas (Mosmann y Sad, 1996; Stasny et al., 2001). Fue
a partir de esta fecha cuando los niveles de expresién del virus en sangre comenzaron a
disminuir, lo que evidencia la efectividad de la respuesta humoral y el papel desempefiado por
la respuesta celular en la regulacion y activacion de la misma. Ademas, cabe destacar que la
maxima expresion de IL10, citoquina reguladora con efectos anti-inflamatorios, asi como con
capacidad para desactivar la Rl celular (Hawrylowicz and O'Garra, 2005), se produjo al final del

experimento, una vez superada la fase clinica de la enfermedad.

V.2.3.3.2. ANIMALES DESAFIADOS CON EL SEROTIPO 4 (GRUPO F)

En el grupo de ovejas no vacunadas y desafiadas frente al serotipo 4 del virus de la LA,
resulté destacable el incremento observado en la expresion de IFNy, IL2 e IL12, asi como de
TNFa entre 5 y 6 dias después de la inoculacion (dias 53-54), poniéndose de manifiesto la
existencia de una respuesta de citoquinas asociadas con una RI de tipo Thl, asi como un
predomino de citoquinas con propiedades proinflamatorias. La presencia de estas citoquinas
seria la responsable tanto del incremento de la temperatura como de la aparicién de sintomas
caracteristicos de la LA (Channappanavar et al., 2011), cambios clinicos que en ambos casos
fueron menos intensos que los observados en los animales inoculados frente al serotipo 1.
Dichas diferencias sélo pudieron atribuirse a los menores niveles de expresion de 1L12
mostrados por los animales de este grupo con respecto a los animales no vacunados e
inoculados con el serotipo 1, ya que el resto de citoquinas con capacidades proinflamatorias
(TNFa e IFNy) mostraron unos niveles de expresion similares o incluso superiores, o que pone
de manifiesto el importante papel de la IL12 tanto en la induccién de la respuesta inflamatoria
como en la regulacién de la RI de tipo thl (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995, 1997).
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Como en el resto de grupos, la deteccidon de anticuerpos especificos frente al virus de
la LA mediante el kit de doble reconocimiento fue posible en fechas mas tempranas del
experimento que con el ELISA de competicidon, mostrando éste Ultimo una menor sensibilidad
previamente descrita (Oura et al., 2009). Pese a que la respuesta de anticuerpos generada
frente al serotipo 4 del virus de la LA, al igual que para el serotipo 1, se detecté mediante el
ELISA de doble reconocimiento a partir de los 58 dias del experimento (10 dias después de la
inoculacién), los niveles de anticuerpos generados fueron menores que en el caso de los
animales inoculados frente al serotipo 1. Este hecho pone de manifiesto que una RI celular mas
moderada, donde ciertas citoquinas presentaron unos niveles de expresiéon méas bajos, podria
influir en el establecimiento, asi como en la intensidad y eficacia, de la respuesta humoral

generada frente al virus.

év.2.3.4. COMPARACION DE LA RESPUESTA INMUNE OBSERVADA EN LOS DISTINTOS
. GRUPOS

La aparicion de fiebre como consecuencia de la vacunacion con la vacuna inactivada,
puede tener mas relacion con los adyuvantes, que con el propio virus, pues al ser inactivadas
no existe replicacién y por tanto no es esperable la aparicién de fiebre (Foster et al., 1991).

Esta ausencia de replicacion, es la responsable también en las VLPs de la ausencia de fiebre.

Atendiendo a la evolucién de las citoquinas y de las poblaciones celulares, y a pesar de
que si miramos los grupos de animales vacunados estos presentan variaciones especificas
como el aumento de IL2, IFNy tras la vacunacion en el grupo A, el aumento de IL12 tras
vacunacioén en el grupo B, o el estimulo de TNFa tras el desafio en el animal del grupo C, lo
que si se observa en todos los casos es la importancia de la IL2 tras el desafio. Ademas,
parece evidente que tanto la VLP monovalente como la VLP bivalente, han sido capaces de
estimular la RI celular. En ambos casos la evolucién de la IL2 y de la poblacion CD25" es
fundamental, lo que da una idea de la importancia de la RI celular en respuesta a las vacunas
VLPs. El aumento en la expresion de IL2 tras el desafio en los animales vacunados podria
ademas estar relacionado con un proceso de sensibilizacion previa como se ha comprobado en
estudios previos (Umeshappa et al., 2010; Umeshappa et al., 2011a). La estimulacién de la
expresion de esta citoquina fue observada también en los controles tras el desafio, lo que
evidencia la importancia de esta citoquina no sélo en respuesta al desafio en animales

previamente inmunizados sino también tras el primer contacto de los animales con el virus.

La importancia de la IL2 radica en su papel en la Rl celular (Garcia Cabrera, 2006),
siendo una util herramienta en el estudio de la Rl por su importancia en la repuesta de los
linfocitos T tras la exposicién al antigeno (Buchan et al., 1991). La cinética de la IL2 observada
en los animales vacunados con VLP monovalente, asi como la observada en la IL12 en los
vacunados con VLP bivalente, muestran una vez mas que las VLPs son capaces de estimular

la respuesta celular (Roy et al., 1992; Pearson y Roy, 1993; Noad y Roy, 2003).
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Parece evidente que en un mecanismo tan complejo como es la RI frente al virus de la
LA o frente a una vacuna, las citoquinas involucradas sean varias, aunque en este estudio los
resultados de todos los grupos coincidan sélo en la importancia de una, la IL2. Esto se debe,
entre otros posibles factores, a que se trata de un nimero pequefio de animales para tratar de
hacer andlisis estadisticos. Por otro lado, existe gran variabilidad en la Rl dependiente del
individuo. A esto se une, la variabilidad observada en los andlisis debida a variaciones en la
expresién de los genes de expresidn constante, que pueden haber provocado variaciones
erréneas en los valores de la expresion de citoquinas (Schmittgen y Zakrajsek, 2000; Glare et
al., 2002).

La utilizacibn de adyuvantes en las vacunas esta encaminada a favorecer la
estimulacién del sistema inmune, de hecho se sabe que en casos de adyuvantes tipo
agua/aceite/agua estos favorecen la Rl humoral como es el caso del montanide ISA 206
(Aucouturier et al., 2001). Cabe por tanto pensar que en los grupos E y F a los que se les
administré el adyuvante de las VLPs, la evolucion de las citoquinas previa al desafio sea
consecuencia de la estimulacién del adyuvante. Si bien, esto complica la comparacion con los
grupos vacunados, pues no parece légico que los niveles de expresiéon sean superiores en los
controles que en los animales vacunados, como sucede con el caso del IFNy en el grupo E,
siendo ademas una citoquina de RI celular mas que de RI humoral que es la que se supone

estimula adyuvante empleado.

Entre los grupos vacunados cabe recordar que la IL2 se estimuld tras las dos
vacunaciones solo en el grupo A, fallando esta estimulaciéon en alguna de las vacunaciones en
los grupos B y C. El aumento de CD25" en el grupo A presentd buena concordancia con la
expresién del ARNm que codifica para IL2, no sucediendo lo mismo en el grupo B que presenté
un aumento menor. Estos datos inducen a pensar que la RI celular generada fue menor en el

caso de la vacuna VLP bivalente que en el de la VLP monovalente.

A pesar de lo que se podia esperar de estos andlisis, la citoquina mas enfocada a la
produccién de anticuerpos por su papel en la Rl humoral, la IL4 no produjo ningan incremento
significativo. Aunque ésta falta de respuesta se debi6 a la ausencia de amplificacion de las
muestras obtenidas el dia 0, por tanto la ausencia de calibrador en relacion al cual analizar un
posible incremento impidié que se describieran posibles variaciones en esta IL4, pero no se

puede descartar que hayan existido.

Comparando los datos de las VLPs con los de la vacuna inactivada, queda claro, que
en ambos tipos de vacunas se estimulé la poblacion de células que presentan receptor de IL2,
es decir, que tanto en los grupos A y B como en el D, la vacunacion indujo una RI de tipo

celular.
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En el caso de la vacuna inactivada no sdlo se observo el estimulo de la Rl celular, sino
que la evolucién de los linfocitos B, implic6 la demostracién de la estimulacién de la Rl humoral.
Pero no cabe pensar que las VLPs no hayan estimulado la Rl humoral, pues en realidad tanto
con las VLPS, como con la vacuna inactivada, se ha comprobado que la produccién de

anticuerpos fue efectiva desde el dia 10-14 posterior a la primera dosis vacunal.

En todos los grupos vacunados (grupos A, B, C y D) se ha comprobado la ausencia de
viremia tras el desafio, aunque en el caso de los animales vacunados con VLP se han
observado excepciones en los grupos Ay C, en los que se obtuvieron sélo algunos resultados
positivos a la RT-PCR de manera excepcional (3/20) y con posible viremia sé6lo en el animal
que murié (5C). Estos resultados indican la capacidad que presentan ambos tipos de vacunas
para generar una RI suficiente que protege a los animales frente al desafio con virus homaélogo

virulento.

La evolucidn de los grupos control, demuestra una vez mas, la variabilidad en la RI de
ovejas frente al virus, asi como una diferencia en la capacidad patégena entre serotipos
observadose una mayor capacidad patégena del serotipo 1, que podria estar relacionada con
la mayor expresion de IL12 observada en los animales inoculados con el serotipo 1 en

comparacion con aguellos animales control inoculados con el serotipo 4

A pesar de que tradicionalmente se establece que las vacunas vivas atenuadas
estimulan principalmente una RI de tipo celular, mientras que las inactivadas y por tanto
también las VLPs estimulan principalmente una RI de tipo humoral (Sanchez-Vizcaino, 2006),
los resultados obtenidos mostraron que ambos tipos de Rl han sido estimulados tanto con las
VLPs como con la vacuna inactivada. En el caso de la vacuna inactivada, puede deberse a la
inclusion de adyuvantes pues el hidroxido de aluminio favorece la RI celular, gracias a la
liberacion lenta de los antigenos, favoreciendo la quimiotaxis y la presentacién de antigeno
(Sanchez-Vizcaino, 2006). En el caso de las VLPs no resulta sorprendente que tanto la vacuna
monovalente como la bivalente, sean capaces de estimular ambas respuestas, puesto que esta
estimulacién de ambos tipos de respuesta ya habia sido descrita (Pearson y Roy, 1993; Noad y
Roy, 2003).

158



VI. CONCLUSIONES






Conclusiones/conclusions/conclusions

PRIMERA

Las RT-PCR en tiempo real adaptadas en este trabajo permiten cuantificar la expresién de
TNFa, IFNy, IL2, IL4, IL10 e IL12 a partir de muestras sanguineas tanto en los animales

vacunados con VLPs como en los infectados con el virus de la LA.
FIRST

The real time RT-PCRs adapted in this study, allowed to quantify the expression of TNFa, IFNy,
IL2, IL4, IL10 and IL12 from blood samples in animals immunized with VLPs as in those
infected with the BT virus.

PREMIERE

Les RT-PCRs en temps réel adaptées dans cette étude permettent de quantifier I'expression de
TNFa, IFNy, IL2, IL4, IL10 et IL12 a partir d'échantillons de sang d’ animaux immunisés avec

des VLP et de ceux infectés par le virus de la FCM.

SEGUNDA

Se ha demostrado la correlacion entre la temperatura rectal y la temperatura ocular obtenida
mediante termografia infrarroja en ovejas merinas infectadas con el virus de la LA (r = 0.7).

SECOND

The correlation between rectal temperature and the eye surface temperature obtained by

infrared thermography has been demonstrated on merino sheep infected with the BTV (r = 0.7).
DEUXIEME

Il a été démontré la corrélation entre la température rectale et la température oculaire obtenue
par thermographie infrarouge de moutons mérinos infectés par le virus la fievre catarrhale du

mouton (r = 0.7).
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TERCERA

Las vacunas utilizadas en este estudio indujeron una respuesta de anticuerpos especificos
frente al virus de la LA tras la primera vacunacién, tanto en animales vacunados con
monovalente (VLP e inactivada) como con vacuna VLP bivalente, no generando sintomatologia
secundaria a la vacunacion, a excepcion de la aparicion de fiebre 24 horas después de cada
vacunacion (40.07°C y 40.2°C) en los animales vacunados con vacuna inactivada (Zulvac LA1).

THIRD

The vaccines used in this study induced a specific antibody response against BTV after the first
vaccination in animals vaccinated with monovalent vaccines (VLP and inactivated) as in animals
vaccinated bivalent VLP vaccine, generating no symptoms related to vaccination, except the
onset of fever 24 hours after each vaccination (40.07 © C and 40.2 ° C) in animals vaccinated

with inactivated vaccine (Zulvac BTV1).
TROISIEME

Les vaccins utilisés dans cette étude ont induit une réponse d’ anticorps spécifiques contre le
virus de fiévre catarrhale du mouton aprés la premiéere vaccination chez les animaux vaccinés
avec le vaccin monovalent (VLP et inactivé) et chez ceux vaccinés par le vaccin VLP bivalent,
sans générer de symptdmes secondaires liés a la vaccination, a I'exception de l'apparition de
fievre 24 heures aprés chaque vaccination (40.07 © C et 40.2 ° C) chez les animaux vaccinés

avec un vaccin inactivé (Zulvac BTV1).

CUARTA

Tanto la vacuna inactivada (Zulvac LA1) como las vacunas VLPs, indujeron una RI efectiva que
impidié la replicacién del virus y su diseminacién sanguinea, asi como la aparicion de
sintomatologia, lesiones macroscopicas e histopatolégicas compatibles con LA tras el desafio

con el virus homoélogo virulento.
FOURTH

Both the inactivated vaccine (Zulvac BTV1) as the VLPs vaccines induced an effective immune
response that prevents the virus replication and spread through the blood and the onset of
symptoms, gross and histopathologic lesions compatible with BT after challenge with

homologous virulent virus.
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QUATRIEME

Le vaccin inactivé (Zulvac LA1) et les vaccins VLPs, ont induit une réponse immunitaire efficace
qui a empéché la réplication du virus et sa propagation dans le sang, ainsi que l'apparition des
symptdmes, et des lésions macroscopiques et histopathologiques compatibles avec la FCM

apres défi face au virus virulent homologue.

QUINTA

Las vacunas VLPs produjeron una RI de tipo 1 (Thl) estimulando la vacuna VLP monovalente
(LA1) la expresion de IL2 y la vacuna bivalente (LAL1 y LA 4) la expresion de IL12. Asimismo,
se produjo tras la vacunacion con ambas VLPs la activacion de los linfocitos que presentan en
su membrana el receptor para IL2 (linfocitos T reguladores CD25%), siendo esta activacion
mayor con la VLP monovalente que con la VLP bivalente.

FIFTH

VLP vaccines produced a Thl immune response, in which monovalent VLP vaccine (BTV1)
stimulates the expression of IL2 whereas the bivalent VLP vaccine (BTV1 +BTV4) stimulates
the expression of IL12. Also after immunization with VLPs in both cases occurred the activation
of lymphocytes that express the IL2r in membrane (CD25" regulatory T cells), being this

activation greater with the monovalent VLP vaccine than with the bivalent VLP vaccine.
CINQUIEME

Les vaccins VLPs ont produit une réponse immunitaire de type 1 (Thl) puisque le vaccin VLP
monovalent (BTV1) a stimulé I'expression de I'lL2 et le vaccin bivalent (BTV1 et BTV4) a stimulé
I'expression de I'lL12. Il s’est également produit, aprés la vaccination avec ces deux VLPs,
I'activation des lymphocytes présentant dans leur membrane le récepteur pour IL2 (cellules T
régulatrices CD25"), cette activation étant supérieure avec la VLP monovalente qu'avec la VLP

bivalente.
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SEXTA

La vacunacion con Zulvac LAl indujo una respuesta de anticuerpos protectora frente al
serotipo 1 junto a un incremento de linfocitos B, a diferencia de las vacunas VLPs en las que

no se observo el incremento en los linfocitos B.
SIXTH

Vaccination with inactivated vaccine (Zulvac BTV1) induced a protective antibody response
against serotype 1 together with an increase in B lymphocytes, unlike VLPs vaccines in which

no increase on B lymphocytes was observed.
SIXIEME

La vaccination avec Zulvac LA1 a induit une réponse d’ anticorps protectrice contre le sérotype
1, avec une augmentation des lymphocytes B, contrairement aux vaccins VLP avec lesquels

aucune croissance du taux de lymphocytes B n'a été observée.

SEPTIMA

A diferencia de los sucedido en los animales vacunados con VLPs, tras el desafio con el virus
homalogo virulento, las ovejas inmunizadas con la vacuna inactivada (Zulvac LA1), presentaron
un nuevo incremento en los niveles de anticuerpos, asociado a un aumento en el porcentaje de
linfocitos B, monocitos CD14", células T reguladoras CD25" y linfocitos T CD8", sin que la RT-

PCR para deteccién de ARN virico fuera positiva en ninguno de los grupos vacunados.
SEVENTH

Unlike the case in animals vaccinated with VLPs, after challenge with the homologous virulent
virus, the sheep immunized with inactivated vaccine (ZULVAC LA1) showed again an increase
in antibody levels associated with an increase in the percentage of B lymphocytes, CD14 +,
CD25 + regulatory T cells and CD8 + T lymphocytes, without positive results for the RT-PCR for

detection of viral RNA in any of the vaccinated groups.
SEPTIEME

A la différence de ce qui a été observé dans le cas des animaux vaccinés avec des VLPs,
apres le défis avec le virus homologue virulent, les moutons vaccinés avec le vaccin inactivé

(Zulvac BTV1), ont montré une nouvelle augmentation des taux d'anticorps, associée a une
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augmentation du pourcentage de lymphocytes B, monocytes CD14 +, célules T régulatrices
CD25" et lymphocytes T CD8" , sans que la RT-PCR pour la détection de I'ARN viral soit

positive dans aucun des groupes vaccinés.

OCTAVA

Tanto el grupo control de ovejas no vacunadas y desafiadas con serotipo 1 como las
desafiadas con el serotipo 4, presentaron sintomas clinicos, lesiones macroscopicas e
histopatoldgicas compatibles con LA, presentado un cuadro més grave las ovejas inoculadas

con el serotipo 1 que las ovejas inoculadas con el serotipo 4.
EIGHTH

Both the control group of unvaccinated sheep challenged with serotype 1 and the control group
challenged with the serotype 4, showed clinical signs, gross and histopathologic lesions
compatible with BT, with presenting a more severe disease in sheep inoculated with serotype 1

that in sheep inoculated with serotype 4.
HUITIEME

Le groupe de contrble de moutons non vaccinés ainsi que celui défiés par le sérotype 1 et le
sérotype 4, ont montré des signes cliniques, des lésions macroscopiques et histopathologiques
compatibles avec la fievre catarrhale du mouton, présentant une pathologie plus grave les

moutons inoculés avec le sérotype 1 que les moutons inoculés avec le sérotype 4.

NOVENA

Las tres vacunas utilizadas en este trabajo (VLP monovalente, VLP bivalente e inactivada
monovalente), son capaces de estimular una RI efectiva tanto a nivel celular como humoral,
siendo mas intensa la respuesta celular observada con la vacuna VLP monovalente que con la
VLP bivalente. La RI estimulada por las tres vacunas confiere proteccion suficiente a los
animales para enfrentarse a un desafio con el virus homologo virulento, presentando mayor
eficacia a la hora de evitar la viremia las vacunas monovalentes (VLP e inactivada) que la

vacuna VLP bivalente.
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NINTH

The three vaccines used in this work (monovalent VLP, bivalent VLP and monovalent
inactivated) are capable of stimulating an effective cellular and humoral immune response,
being more intense the cellular response observed with monovalent VLP vaccine that with the
bivalent VLP. The immune response stimulated by all three vaccines confer enough protection
to face the challenge with homologous virulent virus, being more effective in preventing

viraemia monovalent vaccines (VLP and inactivated) than the bivalent VLP vaccine.
NEUVIEME

Les trois vaccins utilisés dans ce travail (VLP monovalent, VLP bivalent et monovalent inactivé)
sont capables de stimuler une réponse immunitaire effective au niveau cellulaire et humorale,
étant plus intense la réponse cellulaire observée avec le vaccin VLP monovalent que celle avec
le vaccin VLP bivalent. La RI stimulée par les trois vaccins confere une protection suffisante aux
animaux pour qu’ils fasse face a un défit par virus virulent homologue, présentant une plus
grande efficacité dans la prévention de virémie les vaccins monovalents (VLP et inactivés) que

le vaccin VLP bivalent.
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dillerant serotype s Mathews, 1982, Mertens and Diprose,
2004 1 Traditionally, sheep have been condiderad the most
severely allected livestock species, wheress cattle and
goats usually appesred & Bymplomatic resenar hists
{Maclachlan, 1994 ) However, the recent aithresks of BT
ocourred in both southermn 2nd nonthern Europe cased by
dillerent serotypes, some ol them never desonbed
previously in these countries, displayed severe clinical
signg in cattle, goats and dillerent species ol wilkl
ruminants charscteriesd by lever, depression, nasal dis-
charge, respirstory distress, oral uloeration and ha emoaor-
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et al, 200 Darclkeen at al_ 2007 Maclschlan et sl 2008
Epegerman el 2l 2081 Wild mminants have been
oimdidered lor & long time 23 mymptomatic hosts.
However, recent studies have reported BT charadenstic
aymptoms (Maeroy et Al 2008 ) and the presence of the
virms | Femandez-Pacheco et al, 2008) ar BT spedcihc
antibsodies (Linden et sl 2008; Kuiz-Fons et sl 2008 in
wild species like yaks (Bos grimniens gunmen L mowllong
(0vis ardes meusineon ) of wild red deer [ Gervas elaphusi
respectively. The role o wikllile in the prevalence and
apresding of BT i beginning to be elhicidated {Ruiz-Fons
et al_2008)

The mnalyii ol samples bBom wikl miminants &
becoming incremingly important in order to develap
ot rol programs and toelucidate the role of wildlile in the
apresding and persistence of the disease Bacently, a study
an the presence of BTV antibodies in wikl reminants in
Spain (Fuie-Fons et sl 2008) and the characterieation of
ETV1 in mowllons (0. ai&s masimon) (Femandez-Pachaco
et al_ 2008) have been published. The sdaptation of rapid
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with vinulent BTV-4, two of these animals had detectable viral levels of viral RNA, and one of these showed clinical signs
cofdistent with BTV infection and disd
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Introduction

Ehistongue & 2 vector-barne dissase of nmminants caussd by 2
double-stranded RNA (R NA) vinas of the genus Odiree in the
fmily Keasiridge. In southemn Africa, where Bleetongue is endemic,
Hhustongue ving (BTV) cycles hetwesn miadges of the Ol
gemis and wild and domestc ruminanis [1]. In Beesiock, deen
and catile can bhath be affactad but sheen zenerally shosw the most
severe chinical signs [2,54]. Hismiorically, 24 different seratypes of
BTV have heen characterimed. In additon, Toggenburng virus was
described m 2008 and & comidersd as 2 pauizive 257 BTV
seratype [56], and thers has been 2 recent repart of a 267
seratyme m Kuwait [ 7], Before 1998, outhreaks of blustongue
Eurape wers spondic and relagively small scale, However, simce
then there hawve heen sustained and repeated incursions into the
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cantinent of dfferent serotypes  that have had  substangal
emnamic, palitical and animel welare moacs [89,10,11,12,
15]. A conssquence of thess outhrealks has besn 2 renswed interest
in the development of vaccines to BTV,

Vaccination & an effective measure o conmol Hluetongue
dizease [10]; mmuniation with 2 number of different vaccmes
mcheling attenuated virus, mactivated virus, paox-tassd vaccmes
and recombinant prosein mmunages result mothe nduction of
neptralising amibodies and protection  against  disease and
vireemiz [3,10,11,14]. One of the vacdne apgroaches & the
mraduction of BTV vires e pargcles (VLPs. VLPs are nan
mfectious mamics of the ving ormed Fam expression. of anly virus
struchiral protsn i 2 haterolagous expression system 1415, 16].
As thess particles do nat comtain viral genstic maserial and their
praduction doss not mvaked the sspression of viral renscripdon
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The protective immune response generated by a commercial monovalent inactivated vaccine against Hustongue virus serobype
1 {BETV1) was studied. Five sheep were waccinated, boost-vaccinaied, and then challenged agains BTV ALG 2006 ET-PCR
did not detect viremia at amy time during the experiment. Except a temperature increass ohserved after the initial and boost
vaccinatiors, ne dinical signs or lesions were abserved. & specific and protective antibody resporss checked by ELISA was induced
aftervaccination and boostvaccination. This specific antibody response was associnted with a significant increase in B lymphaoytes
confirmed by flow cytemetry, while significant increases were not chserved in T brmphaonte subpopulations (CD4*, CDE*, and
WCL ), CD25* regulatory cells, ar CO1L4* monocyptes. Afver challenge with BTV, the antibody response was much higher than
during the boost vaccination pericd, and it was associated witha significant increase in B lrmphecytes, CD14Y monocytes, D254

regulatory cells, and CDE* opiotomic T lvmphooytes.

1. Introduction

Blustongus virus (ETV), 2 member of the Orfbivieus genus
in the Reoviridae family [1], shows considerable genstic
and antigenic varability, with at least 25 different serotypes
characterized to date [2, 3]. These serotypes do not confer
cross-protective immunity, which means that specific vac-
cines must be developed for each serotype [4].

Vaccination has proven very effective in BTV control and
eradication strategies [5, 6] A wide range of vaccines, based
on gither inactivated or medified live virus, are available
against different BTV serotypes [7]. Inactivated vaccines are
comsidered safer than vaccines based on modified live virus
becanse they do not allow the possibility of viral replication.
Therefore, they are ussfil for avoiding vires ciroalation
among susceptible species [ 8. 9). Indead, inactivated vaccines

hawve already been used successfully in field trials, and theyare
the vaccines most recommended by ELT authorities [8, 10].

Seweral inactivated BTV waccines have been shown to
confer protection mainly by inducing production of neutral-
izing antibodies [11-14]. Thess antibodies protect primarily
against homaologous serotvpes. and they appear ineffective
at cross-protacting against heterclogons serotypes [15, 16].
Sorme studies reveal that cell-mediated imrownity cowld play
an important role [17] when vaccinating with individual
antigens [18], or concretely just in some sheep [19]. Also,
inactivated vaccines have been shown to protect against ETV
in the absence of neutralizing antibodies [4, 20], bat it is well
Imown that the main effective response against BT is capable
togemerate nentralizing antibodies [11].

Evaluating the cell-mediated immunity in animals vac-
cinated against BTV could provide valuable information for
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POTENCIAL UTILIZACION DE LA TERMOGRAFIA INFRARROJA PARA LA
LECTURA DE LA IDTE EN CABRAS

POTENTIAL USE OF INFRARED TEEMOGREAPHY FOR MEASUREMENT OF
PPD TEST IN GOATS

A, C. Pérez de Diego Camacho, C. Ortega Martin, L. Dominguez Bodriguez v J. M.

Sanchez-Vizeaino Rodriguez
Centro de Vigilancia Samitaria Veterinaria VISAVET. Universidad Complutense de Madnid

Resumen

En este trabajo se pretende estudiar la potencial utilizacion de la TI (Termografia
mfrarroja) en la lectura de la IDTB (infradermotuberculinizacion) en cabras.

El andlisis de las temperaturas mestrd un  aumento sigmficative a las 24h  post-
moculacicn de la tuberculing en el conjunto de los mdividues, no observéndose influencia
significativa de la capa de los animales sobre las temperaturas. La comparacion de los
resultades de ambas técnicas no evidencid asociacion significativa.

Summary

The aim of this experiment is to study the potential use of IT (infrared termography) for
measurement of FPD (Purified protein derivate) test in goats.

The study of the temperatures showed a significant increase at 24hours pest-inoculation
of the PPD i the set of all the individuals, not being observed sigmificant mfluence of the
colour of the animals on the temperatures. The comparnison of the results from the PPD skin
test, and IT did not demonstrate significant association.

Palabras clave: Termografia inframroja; twberculosis; mtradermotuberculimzacicn;
cabras.

Kev Words: Infrared termography, mberculosis; Ppd skin test; goats

Introduccién

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa de Declaracion Obligatoria causada por
Mycobacterium Boviz (OIE, 2004) v descrita en ganade capnne por Mycobacterium Caprae
(Javed MLT et al 2007) Su impertancia radica en que produce grandes perdidas economicas, ¥
en gue s rata de una zoonosis que cusnfa con un amplio espactre de hospedadores; enie los
que cabe destacar el ganade bovino vy caprine; v en el caso de las especies silvestres los

jabalies v ciervos. (Plulips C.J.C. et al. 2003)
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Grafico1

1. El material de partida para rea-
lizar un ensayo de PCR (Polymerase
Chain Reaction, Reaccién en Cadena
de Polimerasa) suele ser sangre o
suero del animal que se quiere anali-
zar, pero en algunos casos también
se puede utilizar otro tipo de mues-
tras

2. como orina, heces, hisopos na-
sales, tejidos, etc., que requieren un
menor manejo del animal y pueden
aportar informacion adicional.

3. Una vez obtenida la muestra,
se procede a su homogenizacién, en
caso de tejidos o heces. En los de-
mas casos, la muestra se puede con-
servar en frio hasta que se realice la
extraccion de dcidos nucleicos

4. Uno de los métodos mds utili-
zados para la extracciéon de ARN es
el reactivo Trizol, que contiene una
mezcla de solventes orgdnicos que
facilitan la separacion de los compo-
nentes de la muestra estudiada en
dos fases: fase orginica, en la que se
encuentran restos de membranas ce-
lulares, orgdnulos y otros compues-
tos con alto contenido lipidico y fase
acuosa, donde se encuentra el ARN
debido a su fuerte carga iénica.

9. Una alternativa al Trizol, son
los kits de extraccién por columnas
de silice. Existen en el mercado dis-
tintos kits que permiten extraer tanto
ADN como ARN a partir de distintas
muestras biolégicas. Las columnas

tra manﬁra de
0 s mediante ia inc
liorescencia, como e

estdn cargadas positivamente, lo que
permite una fuerte interacciéon con
las cargas negativas del DNA. Los
kits para extraccién de ARN utilizan
isotiocianato de guanidina, una mo-
lécula que proporciona un ambiente
acidico en el que permanece el ARN,
mientras que le ADN precipita.

B.El dcido nucleico purificado y re-
suspendido en agua ultrapura esta
en condiciones 6ptimas para ser am-
plificado por PCR

Gréfico 2

A. La amplificacién de dcidos nu-
cléicos a partir de ARN requiere un
paso previo a la PCR, en el que, me-
diante la enzima Transcriptasa Rever-
sa (RT), se copia el ARN de la mues-
tra en ADN, tnica molécula a la que
se une la enzima polimerasa durante
la PCR.

B. Una vez obtenido ADN en el
paso A, se procede a la realizacion
de la PCR, que puede tener lugar en
un solo paso. La PCR consta de 3 eta-
pas:

v/ Desnaturalizacion: en la
que las dos cadenas del ADN se se-
paran mediante calor. Una vez sepa-

onitorizar el jncr men‘u de ADN amplifica-

SR

100
reen

© molecuias fque emiten

radas las cadenas, la muestra se en-
fria rapidamente para evitar que las
cadenas puedan volver a unirse.

v Anillamiento: entre 50-
60°C se produce la unién de los oli-
gonucledtidos o primers a sus se-
cuencias complementarias, que flan-
quean la regién del ADN que se va a
amplificar.

v/ Elongacién: la enzima
ADN polimerasa es una molécula
termoestable que tiene maxima acti-
vidad a 72°C y que es capaz de am-
plificar un fragmento de ADN a partir
del extremo 3’ libre de cada uno de
los primers.

Se repite este proceso desde el
paso 1 entre 30 y 40 veces, lo que
permite un aumento logaritmico del
nimero de copias de ADN de inte-
1és.

Grafico 3

1. Para poder visualizar el pro-
ducto de PCR obtenido, se utilizan
de manera habitual geles de agaro-
sa al 1-2% (peso/volumen) que per-
miten separar los fragmentos de
ADN por su tamano molecular. Es-
tos geles se tinen con colorantes

2. COMO FUNCIONA LA TECNICA DE PCR

/ 1. DETECCION DE PATOGENOS MEDIANTE PCR\
(ETAPAS DE LA TECNICA)
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SEGUIMIENTO CLINICO DEL ENSAYO DE UNA VACUNA VLP PARA LOS
SEROTIPOS1Y 1+4 DE LALENGUA AZUL EN GANADO OVINO

CLINICAL STUDY OF A TRIAL ON VLF VACCINE FOR BLUETONGUE VIRUS
SEORTYPES 1 & 1+4IN SHEEP

Ana Cristina Pérez de Diege, Pablo del Carmen, Javier Carvajal, José Manuel Sanchez-
Vizeaine
Centro de Vigilancia Samtaria Veterinana (WISAVET), UCM
Departamento de Sanidad Animal. Faculta de Veterinaria. TCM

Resumen

La Lengua azul es mma enfermedad virica sometida 2 un control sanitario compueste por
varias medidas de prevencidn, enmre ellas la vacunacién de las especies sensibles. En el
desarrolle de vacunas frente a esta enfermedad, wma nueva tendencia es la produccisn de
vacunas polivalentes mediante 1a técnica de VLP (virus like particles). Este trabajo ha temdo
como objetive valorar mediante seguimiento clinico 2 wacunas VLP, frente al serofipol y
frente a los serotipes 1+4. Los resultados confirman la falta de fiebre, sintomatologia
lesiones anatomopatologicas en los animales vacimados frente a los controles, lo gue indica
gue estas nuevas vacunas protegen frente a la aparicion de sintomatelogia cliniea.

Palabras clave: Vacunas Vims Like Particles | Lengua Azul, oveja

Abstract

Bluetongue Vims disease 1s an mfectous disease subnutted to a sanitary control composed by
several measures of prevention, and one of these measures is the vaccination of the sensible
species. In the development of vaccines opposite to this disease, a new trend 1s the preduction
of polyvalent vaccines by VLF's technology (virus like particles). Tlus work has had as aim to
value by climical survey, 2 VLP vaccines, for serotypes | and 1+4. The results confimm the
lack of fever, clinieal signs and pathelegie injurtes in vaceinated animals opposite to control
animals, which indicates that these new vaccines protect for the appearance of clinical signs.

Keywords: Vims Like Particles vaccines, Bluetongue virus, sheep
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VALORACION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN UN ENSAYO DE
VACUNAS VLP FRENTE ALOSSEROTIPOS 1 Y 4 DE LATENGUA AZUL
EVALUATION OF THE ANTIBODY PRODUCTION OF A TRIAL ON VLP

VACCINES FOR BLUETONGUE 1 AND 4 SEROTYPES

Ana Cristina Pérez de Diego, Laura Espinosa, José Manuel Sanchez-Vizeaino
Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinana VISAVET. UCML
Departamento de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria UCM.

RESUMEN

El chjetivo de este trabaje ha sido valorar mediante una prueba ELISA de competicicn los
anticuerpos frente a VP7 generados por las vacunas VLP frente a los serotipos 1 v 1+4 de la
lengua azul, asi como tras €] desafio de los animales, para poder conocer la respuesta humoral
generada por estas vacunas. Los tres grupos de amimales vacunados presentaron resultados
positivos a los 35 dias de la primera vacumacion, mientras que en los animales ne vacunados
s0lo se evidencio la presencia de anficuerpos a partir del dia 10 as el desafio.

La presencia de anficuerpes en los animales vacunados indiea la capacidad de las vacumas
WLP para estimular la respuesta humoral.

PALABEAS CLAVE: VLP. lengna azul, anticuerpos, ovine

ABSTRACT

The main purpose of this study was to evaluate by a competifive ELISA test the VP7
antibodies in response to VLPs vaccines for blustongue serotypes 1 & 1+4, and after the vims
challenge, to assess the humeoral immume response produced by these VLPs. The three
vaccinated groups showed positive results 33 days after the vaceination. However, in non
vaccinated animals antibodies were not detected before day 10 post virus challenge.

The presence of antibodies m vaccinated amimals implies that VLP Vaccines are able to
stimulate a humeoral response.

KEYWORDS: VLP, Bluetongue vims, Antibodies, sheep.

INTRODUCCION

La LA (lengna azul) es wna enfermedad infeeciosa causada por wn virus ARN bicatenario
pertensciente al género Orbivirus de la familiz Reoviridae (Schowartz-Comil et al,, 2008). De
los 25 serotipos de este virus que han sido descrites (Chalgnat ef al., 20090, cabe destacar la

presencia en Espania de los serotipos 1 v 8, v circulando en el resto de Europa el 2, 4, 2 v 16.
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DETECCIONES DE LA EXPRESION DE CITOQUINAS MEDIANTE
RT-PCR EN TIEMPO REAL EN GANADO OVINO
CYTOKINES GENE EXPRESSION DETECTION BY REAL TIME RT-
PCR IN SHEEP
Ana Cristing Pérez de Diego Camache, Almudena Sanchez Matameres, José Manuel
Sanchez-Vizeaino Fodriguez
Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET)

Departamento de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria UCHL

RESUMEN

Las citoquinas son moléculas proteicas secretadas por diferentes células, fimdamentalmente
del sistema inmumitario, come respuesta a una estimulacién innmnolagica. Existen diferentes
técmicas para estudiar la produccion ¥ aceién de estas en los mdividues. Este estudio consiste
en la puesta a punte de wna técnica de Retrotranscripeion- Eeaccidn en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) en tiempo real para la deteccidn de la expresion del APNm que
codifica seis citogquinas (TNF-g, IFNy, IL-4, IL2, IT-10, IL-12}. Los resultados preliminares
se obtuvieron fras la aplicacién de la técnica a linfocitos estinmlades in vire con Cond
(Concanavalina A) ¥ LPS (Lipopolisacanide de E.coli) demestrando la deteccién de AFNm
para IL-4 TL-2 e IFINy v TINF-u, IL-12 & IL-10, respectivamente; posteriormente se realizd el
estudio en ovejas inmunizadas frente a Chlamydophyla aborus, penmitiendo la deteccion de
la expresion de ARNm de las seis citoquinas. Estos resultados demuestran gue es una técnica
rapida, sensible y fiable para la deteccion de citoquinas.

Palabras clave: Citoquinas, ET-PCE, ovino

ABSTRACT

Cytokines are protein melecules that cells from the mmume system secrete in response to
e stimulation. There are differsnt techniques to study their production and their action
on individuals. This study consists of the development of a real time ET-PCE method for the
detection of the expression of mFINA coding for six eytokines (TINF-o, IFINy, IL-4, IL.2, TL-
10, IL-12). The preliminary results were obtained from the study of lymphocites stimnlated
with Con A and LPS, showing the detection of ARNm, IT-4, IL-2, IFNy and TNF-q, IL-12,
IL-10. respectively. Its subsequent application in sheep that were vaccimated against

Chlamydophila aborfus, allowed the detection of mPINA expression for the six cytolines.
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CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO:
CELULAS DENDRITICAS Y SU PAPEL EN LA LENGUA AZUL

P J. Sancrez Corpox®, M. Pepreral, A.C. Perez D Dico’, B. RODRIGUEZ-
Sanceezt, E. Ruiz-Viieasmor®, E]. PrecuezuveLos?t, M. Sancuez-Vizcamo?, [.C
GonEZ-VILLAMANDOS!

RESUMEN

Las células presentadoras de antigeno (CFA) desempefian un papel funda-
mental en el desarrollo de la respuesta inmuritaria mediante el procesamiente v la
presentacidn de antigenos, asf como a través de distintos estimulos que favorscen la
proliferaddn y diferenciacisn lmfocdtara. Entre las CFA, las células dendriticas (CDs)
son consideradas come las mds eficientes en las funciones de presentacién En este
trabajo se abordan aspectos generales relacionades con la localizacidn, estructura v
funcidn de estas células, asf como con su Importante papel en la Instauracién de la
repuesta nmunitaria. Junto a las células endotelhiales ¥ a los macréfages, las CDs
som consideradas cflulas blanco del wirus de la lengua azul (vLA), desempefiando
un importante papel en la diseminacién ergdnica de &ste. Ademads, las CD= parecen
Jugar un importante papel como productoras o inductoras de sustancias vasoactivas
responzables de los cambios vasoulares que caracterizan a la enfermedad, quedando
afn por determinar la influencia de estos mediadeores quimices en la instauracidn de
la respuesta inmuncldgica frente al virus, aspecto fundamental para el desarrolle ¥
mejora de vacunas.

IDwpartamento de Anatomia ¥ Anatomia Fatoldgrea Comparadas, Facultad de Vetennana, Univer-
sidad de Cordoba, Edificie Sanidad Andmal Campus de Babanales, 12014, Cordoba, Espafia
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Respuesta inmune a una vacuna inactivada frente al
virus de la Lengua Azul, serotipo 1, en ovejas Merinas

Ana Cristina Pérez de Diego Camacho
acperezceciegaietiemes

Pedro José Sanchez-Cordén. José Manuel Sénchez.Vizcaino

Resumen: La Lengua Azul (LA) e preducida per un Orbivirus, que se transmite 2 través
de vectores del género Culicoiges Actualmente, las vacunas utilizadas en las campafias
de control y erradicacién de la L en Espaiia son vacunas inactivadas. En este trabajo
5= ha vacunado a cince ovejas con una vacuna comercial inactivada frente al serotipo
1 Tras Ia revacunacién y el pertinente periodo de espers, fusron desafiadas con I
serotipo 1 del virus de 12 LA. Con el objetive de evaluar 12 respuesta inmune s realizd
el seguimiento ciinica  se temaron muestras de suero y sangre para detectar
anticuerpes, analizar la presencia de vims, y estudiar diferentes poblaciones
sanguineas mediante Ctometria de flujo.

£n alguncs animaies se observd figbre tras I3 vacunacién /o la Fevacunacién, pers no
s observd ni fiebre, ni simomas tras ol desafio. Se detectaron anticusrpos tas fa

: vacunal, éndose Ia variacién an | i fendo del
tipo de ELISA utiizado. Tras el desaFio no se detects viremia. Ls vacunacidn produjo un
figero aumento de CD25+ y G014+ lo que puso de manifesto uns estimulacién de los
fenémenos e prolferscién celular fundsmentales para la instauracin e una
respuesta inmuns eficaz. Como respussta al desafio, se obsENVG un aumento en COZs,
14wy CD25

£n definitiva, Ia vacuna inactivada induce una repussta inmuns, tanto humoral como
celular, que protege de Is enfermedad y de Ia infeccidn, ya que evita la viremis tras el
desafio con el virus.

Lengua Azul. E ia de flujo.
vesigacion Agcads
Comanicatin Oral

Recibido: 22 marzo 2011
Acepaco: 22 marzo 2011
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proceso febril, y consecuentemente de una po-

delaT j
G RA NADA 201 1 para la deteccién de fiebre producida sible infeccion, aumentando la sensibilidad de

en respuesta al virus de la Lengua Azul  los planes de vigilancia,

Pérez de Diego Camacha AC” ™, de las El objativo de este estudio ha sido evaluar la
Heras Sanchez A I ', Sanchez Cordon P.J Tl como heramienta para la deteccién de fie-
=, Sanchez-Vizeaino hcdriguez JM. bre, asi como establecer los limites a partir de
Geniro VISAVET. Departamento de los cuales un animal se puede considerar fe-

bril. Para ello, fueron desafiadas un tofal de 22

Sanidad Animal Facultad de Veterinaria ovejas con el virus de la LA, registrandose sus

Universidad Complutense de Madrid ),

Departamento de Anatomia y Anatomia temperaturas rectales y termograficas de ma-
Paibuics Comparadas, Favultad d6 nera estandarizada y en condiciones ambien-
e e ot tales controladas, antes y después del desaflo

Se obtuvieron un total de 389 registros rectales
La Termografia Infrarroja (T1) es una herramien- v 389 registros termograficos.
ta de medicion de la temperatura, basada en la
capacidad de los cuerpos para emitir y reflejar - Se comprobo a correlacion de las temperatu-
radiacion infrarroja, siendo ésta proporcional a - ras obtenidas entre ambas técnicas, validando
la temperatura superficial de los cuerpos. Esta  |a Tl como técnica para medir la temperatura
radiacion es recogida por una cdmara termo-  corporal en ovejas. La diferencia entre las tem-
grafica, que nos permiite transformana en una  peraturas rectales adguiridas en ovejas y las
imagen en la que la gama de colores se cores-  temperaturas por Tl es de 1,6682°C de media
ponde con un patron de temperaturas superior en |as temperaturas rectales. Al ufili-
Se han descrito diferentes aplicaciones deesta  Zar dicho valar coma factor de correccion, una
herramienta tanto en medicina humana como  temperatura rectal de 40°C equivaldria a una
en Vaterinaria, entre ellas destaca su uso en  temperatura de 38322°C en TI. Se establece
aeropuerios para la deteccién de fiebre en pa-  que valores superiores a 38,322°C detectados
sajeros sospechosos de SARS. Puesto que Mediante Tl comresponderian con estados febri-
la Tl es una tcnica rapida, no invasiva y con €5, obtenido una sensibilidad del 22% vy una
capacidad para defectar individuos febriles, es  especificidad del 30%.
considerada unaherramienta muy interesante g conciusion, se ha comprobado que la Tl es
para su usa en Medicina Preventiva Veterina- 3 herramienta eficaz en la deteccion de fie-
na bre originada por el virus de la LA en ovejas. £l
uso de la Tl puede reducir costes en las campa-
fias de vigilancia, al detectar precozmente nue-
vas infecciones y poder asi dirigir el muesires

! 8 981 e los animales centinelas analizando aguellos
género Culicoides. Uno de los signes clinicos

que presentan los animales infectados es la  9U€ Presenten fiebre

fiebre. N Espafia, Se llevan a cabo planes de  Prayecta financiado: MICINN AGL2009-13174
vigilancia de esta enfermedad, en los que se  -C02-01

. . analizan hasta 100.000 muesiras anuales pro- -
GRS PEPLEEY B ETRNCES LT C0ics oo anmales conimdasia T poda  PALABRAS CLAVE: Temoorafia Infarroa,
y Lengua Azul, Fiebre

La Lengua Azul (LA) es una enfermedad infec-
ciosa de los rumiantes producida por un orbivi-
TUs, que se transmite a través de vectores del
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