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INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que aparecen en los estudios de evaluacion de la
efectividad de las vacunas es determinar qué dosis infectante y qué via son adecuadas a la
hora de realizar la infeccidn experimental en los animales vacunados (challenge). Lo deseable
es lograr una infeccion en un plazo razonable de tiempo, utilizando una via de facil acceso
pero que no requiera una dosis del microorganismo excesivamente elevada, pues ésta no
permitiria detectar de forma apropiada el efecto protector de la vacuna. El objetivo del
presente trabajo es determinar la dosis infectante y la via de inoculacion apropiadas al realizar
una infeccion experimental con el virus Maedi Visna (VMV). La informacion obtenida es de
interés en ganado ovino, ya que en el momento actual se estan desarrollando y evaluando
vacunas frente a VMV,

MATERIALES Y METODOS

Antes de llevar a cabo la infeccion experimental in vivo, se tituld el virus sobre
cultivos celulares de fibroblastos obtenidos de explantes de piel, con el fin de conocer su
infectividad. Para ello, se determiné la dosis infectante que producia la muerte al 50% de las
células en los cultivos (TCIDso) (1).

Se utilizaron 18 ovejas de la raza Rasa Aragonesa, distribuyéndose 6 animales por
cada via de inoculacion (intradérmica, intravenosa e intratraqueal). De acuerdo con los
protocolos ya descritos (2), se llevd a cabo la inoculacion intradérmica e intravenosa. Al
realizar la inoculacion intratraqueal, se administro un tranquilizante a las ovejas para
posteriormente rasurar y desinfectar el cuello a la altura de la traquea. Manteniendo la cabeza
del animal erguida, se buscé el espacio intertraqueal con los dedos y se inoculé el virus (en un
volumen de 1 ml), manteniendo la posicion erguida de la cabeza durante unos minutos para
evitar la tos del animal.

En cada grupo de 6 animales, dos ovejas recibieron una dosis de 20 TCIDx,, dos
recibieron una dosis de 200 TCIDsqy dos recibieron una dosis de 2000 TCIDsg.

Tras la inoculacion del VMYV, se tomaron muestras de sangre semanalmente a los
animales para la realizacidn de las pruebas seroldgicas de inmunodifusion en gel de agar
(AGID) y ELISA. Asimismo, s¢ evalud la carga virica en sangre, utilizandose la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que permite la deteccion del genoma virico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segun los resultados expuestos en la Tabla [, en el caso de inoculacion intradérmica
no se obtuvo ninguna respuesta humoral en ELISA al cabo de 6 meses, por lo que dicha via
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quedd desestimada. Por via intravenosa, la respuesta humoral aparecio sélo en uno de los
animales y no antes de 2 meses, tras la inoculacién tanto de 2000 TCIDsy como de 200
TCIDsp. Asi, los resultados obtenidos por esta via eran variables, por lo que la dosis a inocular
deberia ser de 2000 TC1Dso 0 mayor para asegurar la infeccién, con el consiguiente riesgo de
que fuera excesiva y los animales se infectaran antes de poder determinar el efecto de la
vacunacion. En cuanto a la via intratraqueal, rapida inductora de respuesta inmunitaria (3), los
anticuerpos circulantes aparecicron en solo | semana en el caso de la dosis mds alta.

Tabla 1. Comparacién por ELISA de la precocidad de seroconversién al realizar la
inoculacién virica por distintas vias.

Dosis Periodo minimo transcurrido para
la aparicion de anticuerpos post-
inoculacion (post-challenge)

2000 TCIDsq > 24 semanas
Intradérmica 200 TCIDsq > 24 semanas

20TCIDsqo > 24 semanas

2000 TCIDsq 8 semanas
Intravenosa 200 TCIDsq 8 semanas

20TCIDsg > 24 semanas

2000 TCIDsq 1 semana
Intratraqueal 200 TCIDsy 2 semanas

20 TCIDsg > § semanas

Como puede observarse en la Tabla 2, en la que se ilustra la evolucion serologica tras
la inoculacion intratraqueal, se detectaron anticuerpos antes con la técnica ELISA que con el
AGID, ya que aquélla es méas sensible que esta ultima (4, 5), obteniéndose una positividad
continuada desde el momento en el que el animal seroconvirtio. En lo que respecta a la dosis
mas adecuada para inocular por via intratraqueal, ésta podria ser de 200 TCIDsy, dosis a la
cual las ovejas presentan anticuerpos circulantes entre las 2 y las 6 semanas tras la
inoculacion. Dosis mayores (2000 TCIDsy) podrian provocar una apariciéon de anticuerpos
muy rapida, detectable en el test 'T.ISA, pero dichas dosis podrian ser excesivas a la hora de
evaluar las vacunas. Dosis menores de 200 TCIDs no permitirian la deteccién de anticuerpos
séricos antes de, al menos, 2 meses tras la moculacion.

Tabla 2. Respuesta serolégica a lo largo de dos meses obtenida a distintas dosis
infectantes (TCIDsg, por via intratraqueal, segiin los anilisis de precipitacion en gel de
agar (AGID) y ELISA.

AGID
Dosis Oveja 1sem. 2sem. 3sem. 4sem. S5sem. 6sem. 7sem. 8sem.
(1CIDg p.i. p.i. pi.  p.i. p.i. p.i. p.i. p.i.
2000 20024 - - - - - dudoso  dudoso  dudoso
2000 2044 + + + + 4 + + +
200 9012 - t 1 4 + + + +
200 1060 . - = - . . . -
20 6918 ; ; ; . - . ; ;
20 7830 - - - - - - - -
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ELISA

Dosis Oveja 1sem. 2sem. 3sem. 4sem. 5sem. 6sem. 7sem. §8sem.

(1C1IDs) p.i. p.i. p.i. p-i. p-i. p.i. pi. p.i.
2000 2024 + + + + + + + +
2000 2044 + + + + oo + + +
200 9012 - + + + + i b }
200 1060 - - - - - + + +

20 6918 - - - - - - - -
20 7830 - - - - - - - -

En conclusion, estos resultados indican que la precocidad en la aparicién de
anticuerpos tras la inoculacion del VMV es dependiente de la dosis infectante (a mayor dosis
mayor precocidad). la via de inoculacién (la mtratraqucal es mas efectiva que la intravenosa y
¢ésta lo es mas que la intradérmica) y de la sensibilidad del test utilizado para determinar Ja
aparicion de anticuerpos f{icnte al microorganismo infectante (ELISA es mas sensible y
detecta seroconversion mas precozmente que AGID) (4, 5).

Por tanto, en las condiciones de este experimento, la utilizacion de la via intratraqueal
con una dosis infectante de 200 TCIDs, la aplicacion un test ELISA para la deteccion de la
respuesta seroldgica en lugar de AGID y la realizacion de un ensayo de PCR parecen ser
potencialmente validos para llevar a cabo un challenge con VMV y a la hora de evaluar las
respuestas en la inmunizacion frente a dicho virus.
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