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RESUMEN

El aborto enzoodtico ovino (AEO), cuyo agente etiologico es Chlamydophila abortus, es la principal causa
de aborto en los pequefios rumiantes en Espafa. Para su control existen en el mercado dos tipos de vacunas:
inactivadas y atenuada. Las vacunas inactivadas solo son capaces de proteger de manera limitada ya que,
aunque pueden evitar la aparicion de abortos en el rebaiio, no impiden la excrecion del microorganismo
durante el parto. La vacuna atenuada es una vacuna viva y, aunque ofrece mejores resultados que las
inactivadas, su uso entrafia un riesgo tanto para los animales vacunados como para el veterinario o ganadero.
En este estudio se evaltia y compara el nivel de proteccion que confieren cinco vacunas inactivadas disefiadas
experimentales, asociadas con diferentes adyuvantes como son el Hidroxido de Aluminio, las saponinas QS-21
y GPI 0100, y los Montanide ISA 773 e ISA 35, utilizando la linea de ratones C57BL/6Ha (H-2°), con
conocida resistencia a la infeccion por C. abortus y que se emplean como un excelente modelo para los
estudios de respuesta inmune contra este patdgeno. Para ello se observaron las lesiones que provocaron en el
lugar de inoculacién, el porcentaje de pérdida de peso que experimentaban los animales desde su infeccion al
sacrificio, la carga bacteriana presente en el higado y la presencia de IFN-g e IgG totales en suero. Todos los
parametros analizados demuestran que son el adyuvante oleoso Montanide ISA 773 y el derivado purificado
de la saponina QS-21, los que mejores resultados mostraron en cuanto al nivel de proteccion inducido por la
vacuna asociada a los mismos.
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SUMMARY

Ovine enzootic abortion (OEA), which is caused by Chlamydophila abortus (Chlamydia psittaci, serotype
1) is the main cause of abortion in small rumiants. There are two types of commercially available vaccines for
the control of this disease: inactivated vaccines and attenuated vaccine. Inactivated vaccines are avoid abortions
in the flock, but some shedding of the microorganism is still detectable during labour. The attenuated vaccine
is a live vaccine, so its use implies some danger for the veterinary and stockbreeder, and also may be
reactivated in the vaccinated animals. For the present study we used a mouse model C57BL/6Ha (H-2Y),
experimentally showed to be resistant to the infection with C. abortus. We have designed five experimental
inactivated vaccines against OEA associating the inactivated bacteria to different adjutants like Alum Hydroxyl,
QS-21, GPI-0100, Montanide ISA773 and Montanide ISA35. The protection conferred by these vaccines has
been analysed. In order to determine which was the most effective, we have evaluated several parameters:
inoculation site lesions, percentages of weight loss, bacterial recovery from liver, and IFN-g and IgG production
in sera at 4 days post-infection. The best protection was shown using the QS-21 and Montanide 773 experimental

vaccines.

Key Words: Chlamydophila abortus, ovine enzootic abortion, inactivated vaccines, adjutants,

protection.

INTRODUCCION

El aborto enzodtico ovino (AEO), cuyo agen-
te etioldgico es Chlamydophila abortus (ante-
riormente Chlamydia psittaci, serotipo 1), es en
la actualidad la principal causa de aborto en los
pequeiios rumiantes en nuestro pais (Uriarte Frai-
le y Gil Berduque, 1999), acarreando importan-
tes pérdidas economicas en el sector ganadero
ovino y caprino. Esta enfermedad esta presente
donde quiera que se exploten estas especies y
donde su comercio tenga cierta entidad. C.
abortus es una bacteria parasita intracelular obli-
gada de numerosas células eucariotas, teniendo
especial tropismo por las células de la placenta.
Las hembras susceptibles se infectan al estar en
contacto con las membranas fetales y descargas
vaginales de las hembras que abortan, permane-
ciendo como portadoras latentes de la infeccion
hasta la siguiente gestacion en la que pueden
aparecer abortos en los ultimos estadios de la
gestacion, nacidos débiles que mueren a los po-
cos dias, retenciones placentarias e infertilidad
(Rodolakis et al., 1998).

El control de esta enfermedad no solo es
importante desde el punto de vista de la sanidad
animal, sino también para prevenir su contagio
al hombre, ya que se ha demostrado el caracter
zoonosico de dicha infeccion (Buxton et al.,
1986). La medida de control mas aconsejada en
esta enfermedad es la vacunacion. Las vacunas
inactivadas, comercializadas actualmente en va-
rios paises europeos, incluida Espaiia, confieren
una proteccion limitada (Caro et al., 2001) y no
impiden la eliminacion del microorganismo du-
rante el parto. No obstante, estas vacunas pue-
den ser capaces de promover una cierta protec-
cion residual, proteccion que puede ser adecua-
da en rebafios de pequefios rumiantes vacuna-
dos, siempre y cuando la carga clamidial pre-
sente en el rebafio sea baja. Sin embargo, cuan-
do la carga bacteriana en el rebafio es alta, la
proteccion inducida es demasiado débil para
evitar la aparicion de signos clinicos, aparecien-
do los abortos. Esto explica el porqué propor-
cionan las vacunas inactivadas un resultado tan
irregular, existiendo brotes de aborto enzootico
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en rebafios vacunados (Aitken et al., 1990). La
vacunacion con una cepa atenuada de C. abortus
(Rodolakis y Souriau, 1983; Chalmers et al.,
1997) mejora el nivel de proteccidn, pero, pues-
to que se trata de una vacuna viva, el dafio
potencial que entrafia el uso de esta vacuna hace
que sea una solucion menos atractiva. Ademas,
la reciente identificacion de nuevas cepas con
estructura antigénica distinta a la cepa vacunal
(Vretou et al., 2001), ha hecho que esta vacuna
pueda ser menos efectiva. La busqueda de una
nueva vacuna atenuada resultaria un trabajo ar-
duo y dificil, ya que de nuevo deberia
conseguirse una cepa mutante hipovirulenta que
protegiera frente a todas las cepas identificadas
de C. abortus, y aun cuando se hubiera obteni-
do, seria muy probable que siguieran aparecien-
do nuevas cepas con determinantes antigénicos
distintos. Sin embargo, seria mucho mas senci-
llo afadir cepas de nueva descripcion y
antigénicamente diferentes a una vacuna
polivalente ya existente y eficaz, inactivada y
adyuvada, cuyo proceso de elaboracion es rela-
tivamente mas sencillo, sin tener que recurrir al
costoso proceso de seleccion de mutantes. Igual-
mente el empleo de vacunas subcelulares no ha
dado, hasta el momento, los resultados espera-
dos (Entrican et al., 2001), ni tampoco los ensa-
yos realizados con vacunas ADN (Hechard et
al., 2002; 2003). Por ello, las nuevas estrategias
vacunales van dirigidas hacia el empleo de nue-
vos adyuvantes asociados a vacunas inactivadas,
que potencien el desarrollo de una respuesta
inmune adecuada para evitar la infeccion y pos-
terior excrecion de C. abortus (Caro et al., 2003).

El modelo murino es una herramienta senci-
lla y economica para el estudio de la infeccion
por C. abortus. En animales no gestantes, la
infeccion experimental de los ratones provoca
un sindrome febril y una multiplicacion de C.
abortus en organos internos como bazo ¢ higa-
do. La infeccion es controlada rapidamente tras
una o dos semanas, segun la linea de raton utili-
zada (Del Rio et al., 2000). Por las similitudes
encontradas entre los pequefios rumiantes y el

modelo de infeccion experimental, los resulta-
dos obtenidos con el modelo murino pueden
extrapolarse a lo que ocurre en el hospedador
definitivo; por ello ha sido ampliamente utiliza-
do en estudios sobre patogénesis (Sanchez et
al., 1996; Buendia et al., 1998), respuesta inmu-
ne (Buendia et al., 1999b; 2002; Montes de Oca
et al., 2000; Del Rio et al., 2000; 2001) y en
estudios de nuevas vacunas experimentales
subcelulares (De Sa et al., 1995). También este
modelo ha sido utilizado para analizar el grado
de proteccion que confieren las vacunas dispo-
nibles comercialmente (Caro et al., 2001) o las
nuevas vacunas inactivadas experimentales (Caro
et al., 2003).

En anteriores trabajos sobre vacunas
inactivadas contra el aborto enzodtico (Caro et
al., 2001; 2003) en los que se estudiaron
adyuvantes, se utiliz6 como modelo experimen-
tal la linea de ratones CBA/JHa (H-2%), que se
caracteriza por su marcada sensibilidad frente a
la infeccion con C. abortus (Del Rio et al., 2000).
En este estudio, en cambio, hemos utilizamos
una linea de ratones (C57BL/6Ha (H-2")), con-
siderada como una de las mas resistentes frente
a C.abortus (Del Rio et al., 2000). Esta linea de
ratones tiene la ventaja de disponer de ratones
transgénicamente modificados, deficientes por
ejemplo en IL-12 (Del Rio et al., 2001), o que
carecen genéticamente de linfocitos B que sean
funcionales (Buendia et al., 2002), lo que per-
mite comparar animales transgénicos con la cepa
salvaje (C57BL/6). Esto nos abre las puertas a
futuros estudios en los que no s6lo se compara-
ran distintas vacunas inactivadas experimenta-
les, sino que nos permitira determinar el papel
que desempefan las distintas poblaciones celu-
lares y las citoquinas que éstas producen, al
comparar distintos tipos de adyuvantes.

Por ello, en el presente estudio hemos utili-
zado cinco adyuvantes: el Hidréxido de Alumi-
nio, que es un adyuvante de naturaleza mineral,
y ademas es el mas frecuentemente utilizado en
las vacunas inactivadas frente al AEO; el QS-21
y el GPI1 0100, de reciente aparicién, ambos son
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derivados sintéticos de la saponina, y los
Montanide ISA773 e ISA 35 de naturaleza
oleosa, todo ello con objeto de evaluar el nivel
de proteccion inducido en ratones C57BL/6.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratones hembras de la linea
C57BL/6Ha (H-2") (Harlan, Backthorn, UK). A
la llegada de los animales al laboratorio, se en-
contraban libres de patogenos, segun los con-
troles rutinarios realizados por la empresa pro-
veedora. Una vez en nuestro laboratorio se man-
tuvieron aislados y a una temperatura de 23°C,
hasta su sacrificio.

Microorganismo

Los animales se infectaron con la cepa AB7
de C. abortus, aislada a partir de un aborto ovi-
no (Salinas et al., 1995). La bacteria, para su
propagacion, se cultivo en saco vitelino de em-
brién de pollo, se tituld en funcion del nimero
de unidades formadoras de inclusion (UFI) so-
bre células McCoy, como describen Buendia et
al. (1999a), se alicuotd y se congeld a —80°C,
hasta el momento de su utilizacion. Cada raton
fue infectado mediante una inoculacion
intraperitoneal con una dosis de 10° UFI de C.
abortus en un volumen de 0,2 ml de tampon
fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7,2.

Produccion de antigeno vacunal

La produccion del antigeno destinado a la
elaboracion de las vacunas se realiz6 mediante
el cultivo de la bacteria sobre la linea celular
McCoy, como describieron Salinas et al. (1994),
con algunas modificaciones. Esta técnica con-
siste en diluir el inoculo con C. abortus a una
concentracion de 107 UFI/ml en un tampdn de
PBS, con 100 pg/ml de dietilaminoetil dextrano

(DEAE-D) (Fluka Biochemika, Busch, Suiza),
que se afiade a un cultivo de células McCoy y se
incuba durante 2 horas a 37°C, posteriormente
se centrifuga a 840 x g durante 30 min. Termi-
nada la centrifugacion, se lava suavemente con
PBS y se afade ciclohexamida (Sigma, Madrid,
Espafia) a una concentracion final de 2 pg/ml
en Medio Minimo Esencial de Eagle (Gibco,
Paisley, Escocia) suplementado con 10% de sue-
ro fetal bovino, 200 mM de L-glutamina, 2,5 ug
de fungizona y 10 pg de estreptomicina (todos
los reactivos de Sigma). El cultivo se mantiene
en una estufa a 37°C y 5% de CO, hasta el
momento de la purificacion. A los 6-7 dias post-
infeccion, se tripsinizaron las células y se mez-
claron con un volumen igual de PBS, esta mez-
cla se sonico, se centrifugd a 170 x g a 20°C
durante 10 minutos, el sobrenadante se depositd
sobre 8 ml de Urografin' (Schering, Madrid, Es-
pafia) al 35% en tampon Tris-0,15 M KCl, pH
7,5,y se centrifugd durante 1 hora a 50.000 X g
a 4 °C. El sedimento se diluy6 con tampon Tris
y se volvio a centrifugar a 50.000 x g durante 1
hora y a 4° C. El sedimento se resuspendié en
PBS y se sonico, para disgregar las bacterias.
La concentracion proteica se valord usando el
Kit del Acido Bicinchoninico (BCA) (Sigma).
Posteriormente se procedié a su inactivacion
mediante el método de la etilenimina binaria
(BEI), tal y como se describe en Caro et al.
(2003). La suspension bacteriana se incub6 con
un 1,5% de BEI durante 24-48 horas a 37°C y
con agitacion constante. El BEI residual se neu-
tralizdo mediante adicion de tiosulfato sddico a
una concentracion final de 0,15%.

Adyuvantes y elaboracion de las vacunas

En este estudio se utilizaron adyuvantes de
depdsito de naturaleza oleosa, como el
Montanide ISA773 y el Montanide ISA35 (ce-
didos por Seppic, Inc., Paris, Francia), un
adyuvante de depodsito de naturaleza mineral
como Hidroxido de Aluminio (Rehydragel,
Rehesis, Dublin, Irlanda) y dos adyuvantes de-
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rivados de la saponina como son el QS-21, ce-
dido por Antigenics Inc. (Framinghan, USA) y
el GPI-0100, cedido por Galenica
Pharmaceuticals Inc. (Birmingham, USA). To-
das las vacunas se prepararon bajo condiciones
asépticas. La proporcion a la que se utilizaron
los adyuvantes con respecto a la suspension
antigénica fue distinta en cada uno de ellos. Asi,
en el caso del Montanide ISA35 y del Hidroxi-
do de Aluminio esta proporcion fue de 1:3, mien-
tras que para los derivados de la saponina (QS-
21y GPI-0100) fue de 1:1. En este tltimo caso,
ambos adyuvantes fueron preparados en solu-
cioén acuosa con una concentracion de 75 mg/
ml. Finalmente, la proporcion del Montanide
773 con relacion a la suspension antigénica fue
de 7:3. En todos los casos se procedid incorpo-
rando el adyuvante gota a gota, mientras el
antigeno estaba en agitacion, homogenizandose
durante 10 minutos. La emulsién se mantuvo
toda la noche a 4°C en agitacion continua; pos-
teriormente, la vacuna asi preparada se conser-
v6 a 4°C, hasta su inoculacion. También se pre-
paro una vacuna con el antigeno diluido en PBS,
para utilizarla como testigo. Todas las vacunas
se utilizaron a una dosis de 200 ml/raton, conte-
niendo 20 mg del antigeno por dosis.

Disefio experimental

Los ratones fueron distribuidos en ocho gru-
pos, con un minimo de 5 ratones por grupo. De
estos ocho grupos, cinco se inmunizaron con las
vacunas experimentales: Antigeno+Hidroxido de
Aluminio (ALUM), Antigeno+QS-21 (QS-21),
Antigeno+GPI-0100 (GPI), Antigeno+Mon-
tanide ISA773 (Mo773), Antigeno+Montanide
ISA35 (Mo35); otro fue un grupo testigo inmu-
nizado con el antigeno pero sin adyuvante (CH),
un grupo testigo (TEST) no infectado ni vacu-
nado y, por ultimo, un grupo control de infec-
cion (CONT), en el que los ratones fueron
inmunizados con PBS.

Los animales fueron vacunados subcutanea-
mente dos veces, con un intervalo de 12 dias.

Un mes después de la ultima vacunacion se in-
fectaron intraperitonealmente con 10° UFI de la
cepa AB7 de C. abortus. El sacrificio se realizd
anestesiando a los animales con CO,, a los 4
dias p.i., y se extrajo sangre mediante puncion
intracardiaca. Tras dejarla coagular, el suero fue
recogido y conservado a -20°C, y posteriormen-
te se analizd para la deteccion de anticuerpos y
de IFN-y en el estudio de la respuesta inmune.
Durante la necropsia se extrajo a cada animal
un l6bulo hepatico, en condiciones estériles, que
se peso y se conservo a -80°C para realizar pos-
teriormente el aislamiento y recuento de C.
abortus.

Aislamiento de C. abortus

Se valor¢ la carga bacteriana presente en el
higado, mediante el recuento de UFI/g de mues-
tra, sobre una monocapa de células Mc Coy,
utilizando un microscopio de fluorescencia, se-
gin el método de Buendia et al. (1999a). El
limite de deteccion se situd en 2,6 log UFI por
muestra.

Deteccion de IFN-y en suero

La deteccion de IFN-y se realizd mediante
un ELISA tipo sandwich. El anticuerpo de cap-
tura que se utilizo fue el R4-6A2, y el anticuer-
po de deteccion biotinado fue el XMG1, ambos
proceden de PharMingen (San Diego, USA). La
biotina se detectod con estreptavidina conjugada
con peroxidasa (PharMingen), y posteriormente
un sustrato soluble, 2,2’-acino-bis(3-etilben-
tiazolina-6-acido sulfoénico) (ABTS) (Sigma). La
densidad optica se midi6 en un lector de placas
Asys Hitech (DigiScan), a 405 nm.

Valoracion de anticuerpos

Para valorar la produccién de anticuerpos en
suero se utilizd una técnica ELISA indirecta,
empleando como antigeno bacterias semipuri-
ficadas obtenidas a partir de la cepa AB7 de C.



114 AN. VET. (MURCIA) 19: 109-120 (2003). VACUNAS INACTIVADAS CONTRA CHLAMYDOPHILA ABORTUS. ORTEGA, N. ET AL.

abortus, multiplicada en saco vitelino de hue-
vos embrionados, una anti-inmunoglobulina de
ratén unida a la peroxidasa como conjugado y
ABTS como sustrato, tal y como se describe en
Buendia et al. (2001).

Estudio estadistico

Con los datos obtenidos se calcularon las
medias aritméticas de los valores correspondien-
tes a los animales de cada grupo + desviacion
tipica. Para comparar las mediciones entre gru-
pos de ratones se aplicd un test ¢ de Student a
los datos obtenidos, considerando como dife-
rencias significativas todos aquéllos con un va-
lor de P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En nuestro estudio se evalud el aspecto ex-
terno de los animales vacunados y una serie de
parametros para determinar el nivel de protec-
cion y la respuesta inmune que eran capaces de
conferir las vacunas experimentales.

Reacciones cutaneas adversas

Los lugares de inmunizacion se palparon al
menos una vez a la semana para detectar signos
de dolor y examinar la reaccidon cutanea en el
lugar de inmunizacion que presentaron algunos
ratones. Tras el sacrificio se procedié a la ne-
cropsia de todos los ratones y se realizé un ana-
lisis macroscopico de los lugares de inmuniza-
cion, no detectandose cambios clinicos ni lesio-
nes macroscopicas en los ratones en los que se
probaron los adyuvantes derivados de la saponina
(QS-21 y GPI-0100), tampoco en el grupo in-
munizado con el antigeno mas el Montanide
ISA35, ni en el grupo testigo inmunizado so6lo
con el antigeno. Sin embargo, en aquellos gru-
pos en los que se utilizd como adyuvante el
Hidroxido de Aluminio o el Montanide ISA773,
los ratones presentaron unos nédulos de unos 5-
8 mm de didmetro, que aparecieron 1 6 2 sema-

nas post-vacunacion, tanto en el primer como
en el segundo lugar de inoculacion. Tras su pal-
pacion, no se demostro que dichos nodulos cau-
saran dolor a los animales que los presentaron.
Tras la necropsia de dichos animales, pudimos
apreciar en los ratones en los que se inocul6 el
Hidroxido de Aluminio la presencia de forma-
ciones de color amarillo-blanquecinas, adheri-
das al tejido conjuntivo subcutaneo, que al corte
no exudaban liquido ni perdian su morfologia.
En el caso de los ratones vacunados con el
Montanide ISA773, estos nodulos aparecieron
adheridos de igual manera al tejido conjuntivo
subcutaneo, pero en lugar de ser prominentes,
como los que presentaron los ratones
inmunizados con la vacuna que contenia el Hi-
droxido de Aluminio, eran alargados y con for-
ma de gota, y a su corte exudaban un liquido
blanquecino. Lesiones similares han sido des-
critas en ratones CBA/J inmunizados con estos
mismos adyuvantes presentes, tanto en vacunas
comerciales (Caro et al., 2001) como en vacu-
nas experimentales (Caro et al., 2003).

Estas lesiones subcutaneas no constituyen un
problema para la salud del animal vacunado, aun-
que no hay que olvidar que suele ser un inconve-
niente importante inherente a las vacunas inactiva-
das cuando se asocian a adyuvantes de deposito.
Aunque en este trabajo estamos valorando vacu-
nas experimentales, se considera un factor positi-
vo, con vista a una vacuna que pudiera ser comer-
cializada, aquélla que evite la aparicion de reac-
ciones cutaneas adversas. Esto se debe a que los
ganaderos, y por extension las casas farmacéuticas
que comercializan una vacuna, van a preferir una
vacuna que no ocasione ningun tipo de lesion en
el lugar de inoculacién, en lugar de aquélla que,
aun cuando proteja de manera adecuada, provo-
que lesiones macroscopicas que muestren la canal
menos atractiva para el consumidor.

Porcentaje de pérdida de peso

La pérdida de peso que experimentaron los
ratones de los distintos grupos desde el dia que
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Figura 1: Pérdida de peso entre el dia 0 y el dia 4 p.i. de los diferentes grupos inmunizados e
infectados, expresada en porcentaje. * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo
control de infeccion (CONT). ** Diferencias significativas (P < 0,05) respecto al grupo vacunado

sin adyuvante (CH).

fueron infectados (dia 0) hasta el dia en que se
sacrificaron (dia 4 p.i.) se expresé en porcentaje
(Figura 1). Este parametro sirve para medir la
morbilidad de los ratones, detectandose que el
grupo que mayores pérdidas de peso experi-
mentd fue el grupo control (CONT), lo cual
resulta légico pues este grupo no habia sido
previamente inmunizado. Llama la atencion la
alta morbilidad de los ratones de los grupos
ALUM y GPI, que sufrieron pérdidas de peso
similares al grupo CONT, y significativamente
mayores al grupo testigo CH, que se inmunizé
con el antigeno pero sin ningun adyuvante. Este
resultado pone de manifiesto que algunos
adyuvantes no s6lo no van a evitar o reducir la
morbilidad causada tras la infeccion por C.
abortus, sino que la aumentan en comparacion
con una vacuna s6lo formulada con antigeno
pero sin adyuvante, aportando un efecto mas
bien negativo que positivo sobre el efecto de la
vacunacion. El grupo de ratones Mo773 mostrd
una importante pérdidad de peso, si bien ésta
fue significativamente menor que la producida
en el grupo CONT. Por ultimo, cabe destacar
los grupos QS-21 y Mo35, donde los ratones no
sufrieron apenas pérdida de peso, tal y como

sucedié con el grupo testigo no vacunado ni
infectado (TEST). Aparentemente estas dos va-
cunas experimentales lograron conseguir una
morbilidad nula, y ademas mostraron diferen-
cias significativas con respecto al grupo CH,
demostrando que estos adyuvantes son capaces
de potenciar la respuesta inmune, superando los
resultados de morbilidad que ofrece una vacuna
formulada con el antigeno pero sin ninglin
adyuvante.

Aislamiento de C. abortus en higado

Para determinar la carga bacteriana en higa-
do de los ratones de los distintos grupos se rea-
liz6 un aislamiento sobre células McCoy. Se
observo que la carga bacteriana detectada el dia
4 p.i. era significativamente menor en los rato-
nes vacunados con las vacunas experimentales,
en comparacion con el grupo control no vacu-
nado (Figura 2). Ademas, en los grupos QS-21
y Mo773 dicha carga fue significativamente
menor al grupo testigo CH (inmunizado con el
antigeno pero sin adyuvante), lo que de nuevo
pone de manifiesto el papel de estos adyuvantes
como potenciadores de la respuesta inmune. Los
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Figura 2: Aislamiento de C. abortus en higado de los diferentes grupos inmunizados e infecta-
dos, expresado como el log de las unidades formadoras de inclusion (UFI) por gramo de
higado. * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de infeccion (CONT).
** Diferencias significativas (P < 0,05) respecto al grupo vacunado sin adyuvante (CH).

ensayos de vacunacion realizados con ratones
CBA/J muestran resultados semejantes, siendo
también las vacunas QS-21 y Mo773 las que
mejores indices de proteccidon proporcionaron
(Caro et al., 2003).

Presencia de IFN-y en suero

Con este parametro se pretende medir la res-
puesta inflamatoria asociada a la infeccion con
C. abortus, y para ello se realizé un ELISA tipo
sandwich. Los resultados, expresados en pg/ml,
mostraron que la mayor presencia de INF-g en
suero se detectd en el grupo CONT (Figura 3);
valores muy semejantes aunque inferiores se
detectaron en el grupo ALUM, lo que se tradu-
ce en que es en estos dos grupos donde se ha
producido una mayor respuesta inflamatoria tras
la infeccion, hecho que explicaria el porqué pre-
cisamente en estos dos grupos se da la mayor
morbilidad (medida como el % de pérdida de
peso). Todo esto concuerda con el hecho de que
en estos dos grupos se den las mayores tasas de
aislamiento bacteriano en higado, es decir, a
mayor colonizacioén bacteriana, mayor respues-
ta inflamatoria, y mayor morbilidad. El resto de

los grupos vacunados mostraron una produc-
cion de IFN-g significativamente menor al gru-
po control, siendo el grupo en que se estudio el
adyuvante Montanide ISA35 en el que dicha
producciéon era menor, existiendo diferencias
significativas entre este grupo y el grupo testigo
CH. Todo ello coincide ademas con el hecho de
que en este grupo apenas existio variacion de
peso desde el dia en que fueron infectados los
animales hasta su sacrificio, lo que de nuevo
pone de manifiesto que una menor produccion
de IFN-g se asocia a una menor morbilidad.
Aunque el IFN-g desempeilie un papel funda-
mental en la resolucion de la infeccion por C.
abortus (Buendia et al,. 1999b), una baja pro-
duccién del mismo es suficiente para esta fun-
cion protectora, tal y como ocurre en ratones
deficientes de IL-12, cuya produccién de IFN-g
es residual, pero capaz de controlar la infeccion
por C. abortus (Del Rio et al., 2001). La pro-
duccién exacerbada de IFN-g, por el contrario,
tiene efectos muy negativos sobre el hospedador,
efectos que se acentiian en el caso de animales
gestantes, ya que se ha demostrado el efecto
abortigénico de esta citoquina en modelos expe-
rimentales con otros patégenos intracelulares
(Krishnan et al., 1996). En conclusidn, es nece-
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Figura 3: Presencia de IFN-y en suero (pg/ml) de los diferentes grupos inmunizados e infecta-
dos, medido mediante una técnica ELISA tipo sandwich. * Diferencias significativas (P < 0,05)
con respecto al grupo control de infeccion (CONT). ** Diferencias significativas (P < 0,05)

respecto al grupo vacunado sin adyuvante (CH).

sario que una vacuna induzca produccién de
IFN-g, pero dicha produccién ha de ser la mini-
ma capaz de controlar la infeccidn, ya que cual-
quier produccion excesiva provocaria efectos
negativos sobre la salud del animal vacunado y
posteriormente infectado.

Determinacion de IgG totales en suero

Para determinar la produccion de anticuerpos
debida al efecto de la vacunacion, se recogieron
los sueros de los ratones el dia 4 p.i. y con ellos
se realizo un ELISA indirecto. A la vista de los
resultados (Figura 4) se comprobd, en primer
lugar, que los ratones del grupo control apenas
tenian IgG especificas de C. abortus, lo que es
logico teniendo en cuenta el poco tiempo trans-
currido entre el momento de la infeccion y del
sacrificio (4 dias). Esto nos induce a pensar que
los niveles de anticuerpos encontrados en los
animales inmunizados son debidos a la propia
vacuna y no a la infeccion directamente. En
todos los grupos inmunizados con las vacunas
formuladas con un adyuvante, se detectaron ni-
veles de IgG totales, a una dilucién de los sue-
ros 1/100, significativamente mayores al detec-
tado en el grupo CONT. Sin embargo, no se

encontrd dicha diferencia significativa en el gru-
po inmunizado sélo con el antigeno (CH), lo
que demuestra que los adyuvantes estan favore-
ciendo, al menos en parte, el desarrollo de una
respuesta humoral basada en la produccion de
anticuerpos.

Aun asi, el nivel de anticuerpos detectado en
todos los grupos no fue excesivamente elevado,
especialmente si lo comparamos con los obteni-
dos en los ensayos con ratones CBA/J (Caro et
al., 2003). Este hecho estd estrechamente rela-
cionado con la linea de raton utilizada: Del Rio
et al. (2000) pusieron de manifiesto que no existe
una correlacion directa entre titulo mas alto de
anticuerpos y mayor resistencia a la infeccion.
Asi, en la linea CBA/J la produccion de
anticuerpos era mas elevada que en la linea de
ratones C57BL/6 que, sin embargo, son mas
resistentes a la infeccion por C. abortus. Por
otro lado, sabemos que, si bien la respuesta que
se busca es una respuesta celular citotoxica, ya
que C. abortus es una bacteria parasita
intracelular, esta respuesta nunca se da de for-
ma pura y siempre vendra acompanada de una
respuesta humoral mas o menos intensa, y que a
su vez puede favorecer una respuesta inmune
mas o menos eficaz, por lo que parece intere-
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Figura 4: Titulo de anticuerpos (IgG total) presentes en suero de los diferentes grupos
inmunizados e infectados, medido mediante un ELISA utilizando como antigeno cuerpos
elementales de C. abortus multiplicada en saco vitelino de huevos embrionados.

* Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de infeccion (CONT).

sante determinar cual de los adyuvantes utiliza-
dos es capaz de potenciar mas este tipo de res-
puesta inmune humoral.

En cuanto a la respuesta inmune de tipo ce-
lular, se sabe que la subpoblaciéon linfocitaria
mas importante para el control y la eliminacion
de la infeccion por C. abortus es la subpoblacion
de linfocitos CD8 citotoxicos (Buzoni-Gatel et
al., 1992). De hecho, la relativa resistencia a la
infeccion por parte de los ratones C57BL/6 con
relacién a los ratones CBA/J es debida, al me-
nos en parte, a las células CD8" (Del Rio et al.,
2000). Sin embargo, dado que los ratones fue-
ron inmunizados con vacunas inactivadas, es
decir, los antigenos clamidiales son de naturale-
za exdgena, los ratones no pueden desarrollar
una respuesta adecuada en linfocitos T CD8",
dada la imposibilidad de multiplicacion de la
bacteria. Por este motivo, es importante asociar
los antigenos vacunales con adyuvantes que po-
tencien la respuesta citotoxica, tales como el
QS-21 (Mikloska et al., 2000).

En nuestras experiencias esperabamos una
fuerte respuesta en anticuerpos que, unida al
incremento en el numero de células NK en rato-
nes inmunizados (como se observod en otras oca-
siones en nuestro laboratorio mediante estudios

con citometria de flujo -Buendia et al., 1999b-)
complementada por la produccién de [FN-g y la
accion directa neutralizante de los anticuerpos
asociados al sistema del complemento, podria
proporcionar un mecanismo alternativo. A pe-
sar de que la produccion de anticuerpos que se
ha detectado en los distintos grupos no es exce-
sivamente intensa, lo cierto es que, aquellas va-
cunas que protegen mas, segun muestran los
datos de aislamiento y de pérdida de peso (las
adyuvadas con el QS-21 y el Montanide
ISA773), mostraron diferencias evidentes en
cuanto a la produccion de anticuerpos, con res-
pecto a aquéllas que protegen menos, o al me-
nos lo hacen de una manera menos eficaz, ex-
cepto en el grupo ALUM, en el que no se obser-
v6 la correlacion entre la presencia de una ma-
yor concentracion de anticuerpos con un mayor
nivel de proteccion, lo que también fue puesto
de manifiesto cuando estas vacunas fueron en-
sayadas sobre ratones CBA/J (Caro et al., 2003).

En conclusion, pese a la existencia de dife-
rencias en cuanto a la susceptibilidad y respues-
ta inmune inducida entre los ratones mas sensi-
bles (CBA/J) y los mas resistentes (C57BL/6)
durante la infeccion por C. abortus, estos ulti-
mos pueden ser empleados en ensayos para la
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valoracion de vacunas inactivadas experimenta-
les contra el AEO, con la gran ventaja de que
pueden ser utilizados para un mejor conocimien-
to de los mecanismos inmunitarios efectores
puestos en marcha tras la vacunacion.
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