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INTRODUCCION

El conocimiento sobre la dinamica de la infeccidn por el lentivirus ovino Maedi Visna
(VMV) y la inmunidad frente a él es limitado, pero se sabe que una menor replicacion
virica en la fase aguda de la infeccidn por lentivirus, detectable por PCR o cocultivos,
esta asociada a una menor progresion de la enfermedad (Ourmanov et al., 2000).
Por otro lado, el efecto protector de los anticuerpos neutralizantes (AcNt) ha sido
motivo de controversia, afectando mas a los estadios tardios que a los tempranos
(Horton et al., 2002). Con altas dosis (10°-10° TCIDso) en la infeccién experimental
(i.e.) en individuos no inmunizados, se obtienen titulos elevados de AcNt frente a
VMV (Bird et al., 1993; Andresddttir et al., 2002), pero con bajas dosis (102 TCIDsp),
los AcNt aparecen en concentracion muy baja y homogénea entre animales,
mientras va aumentando la carga virica (Cuisinier et al., 1997). En este caso, los
AcNt no eliminan la infeccion y son indicio de replicacion virica y exposicion de los
antigenos virales al sistema inmune, indicio que deberia confirmarse (por ejemplo,
per PCR, cocultivos y ELLISA).

Para comprender la dinamica de la infeccion y la inmunidad frente al VMV, se ha
realizado en este trabajo un estudio longitudinal con distintas técnicas de deteccion
de la infeccion por VMV (PCR, ELISA, carga virica detectada mediante cocultivos, y
produccion de AcNt) en ovinos seronegativos de un rebano con VMV, sometidos a
un programa de inmunizacion-i.e. via mucosas (Gonzalez et al., 2002b).

MATERIAL Y METODOS

Inmunizacion e infeccion experimental. Las inmunizaciones se realizaron en
ovejas Rasa Aragonesa, con pistola de genes (Gonzalez et al., 2001a) en mucosa
vulvar a 300 psi de helio, administrandose por animal 5 ug de pcDNA-env (1 ug de
ADN/disparo). El grupo control recibio 5 ug de pcDNA-/acZ en lugar de pcDNA-env.
Un mes despues, las ovejas vacunadas recibieron 3 disparos de 1 ug de pcDNA-env
y 2 de 1 ug de pCR3.1-/FN-y, cada uno. Los animales del grupo control recibieron 3
disparos de 1 ng de pcDNA-lacZy 2 de 1 ug de pCR3.1-/FN-y. Tras 2 semanas, se
realizd la infeccion experimental (i.e.), con 1000 TCIDs, (dosis infectiva que produce
el 50% de pocillos con efecto citopatico por cada 10° PBMC) de la estirpe EV1 (la
usada para generar env), por via intratraqueal segun Gonzalez et al. (2001b).
Aislamiento de células y obtencion de ADN. Se utilizd sangre para aislar células
mononucleadas (PBMC) por flotacion (Ficoll-Hypaque, d=1,077; Lymphoprep Asix-
Shield, Oslo), obteniéndose el ADN por el sistema QlAamp DNA Blood Midi Kit
(QIAGEN GmbH. Hilden, Germany).

Deteccion de la carga virica por cocultivos, presencia virica por PCR y AcNt.
Tras realizar cocultivos de los PBMC de las ovejas estudiadas con células diana
(fibroblastos) de oveja libre de VMV (Bird et al., 1993), se midio la carga virica
(TCIDso). La presencia de VMV se detecté en ADN de PBMC por PCR de la region
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Pol (C.Woodall, Universidad de Edimburgo, comunicacion personal; Tolari et al.,
2000) siguiendo una metodologia semianidada puesta a punto en nuestro grupo. EI
titulo de AcNt se determind segun Gonzalez et al. (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION
Antes de la infeccidon experimental ninguno de los animales mostré evidencia de
infeccion por PCR o ELISA al inicio del estudio, pero tras la primera inmunizacion (2
semanas antes de la i.e.;Tabla 1),2 animales del grupo inmunizado y otros 2 del
grupo control fueron positivos en PCR mientras que en ELISA permanecian
negativos. La secuencia del DNA virico de ia oveja 7331, obtenida en este periodo,
correspondia a una estirpe de campo (WT3). En general la PCR fue mas sensible
que el ELISA para detectar la infeccion. De hecho, el ELISA fue negativo desde
antes de la i.e. y hasta 60 dias post i.e.. Quiza la baja presencia virica, antes de la
i.e. (nula al inicio) y tras la i.e.(dosis 10° TCIDs), condujo a bajos titulos de
anticuerpos, dificultando su deteccion por ELISA.
. En los 4 primeros dias tras la i.e., el grupo inmunizado no presentoé carga virica y
fue PCR negativo (Tabla 1). En esos dias, aunque no se detecto carga virica en el
grupo control, 2 animales de este grupo fueron PCR positivos, hallandose infectados
por estirpes de campo (WT1 y WT2) y no por la estirpe de la i.e. (EV1), segun datos
de PCR y secuenciacion.
El efecto protector de la inmunizacion frente a env se confirmdentre los 4 y 25 dias
post i.e., pues los 6 animales control presentaron evidencia de infeccion (por
cocultivos y/o PCR) y solo 2 de los 6 animales inmunizados la presentaron (solo por
cocultivos y sélo el dia 25). Asi, ambas pruebas, la PCR empleada y cocultivos
fueron valiosas para detectar VMV, pero quiza una PCR cuantitativa simplificaria la
cuantificacion de estirpes conocidas.
Los AcNT sdlo se produjeron en animales del grupo control, en titulos muy bajos y
no se detectaron hasta los 25 dias post i.e. (formandose en 4 animales, al menos
hasta los 60 dias post i.e.). En conjunto, estos resultados demuestran: a) el efecto
profilactico de la vacuna frente a EV1 en un rebano infectado en condiciones
naturales y lo sugieren para estirpe de campo (WT3); b) que el VMV es detectable
por la PCR puesta a punto o cocultivos antes que por anticuerpos y que bajas dosis
en la i.e. conducen a bajos titulos de AcNt durante la infeccidon (como observan
Cuisinier et al., 1997); y ¢) que los AcNT no eliminan la infeccién y se detectan en
ovinos con mayor presencia virica (grupo control), sugiriendo que el “escape
mutacional” del VMV es mas rapido que la produccion de AcNT frente a él.
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Tabla 1. Deteccidn de VMV por PCR y cocultivos ?, y de respuesta humoral frente a VMV por ELISA y anticuerpos neutralizantes
(AcNt), en un estudio longitudinal realizado en animales inmunizados frente a VMV (i) y conirol (c), antes (pre i.e) y tras infeccién
experimental (post.i.e.).

Animal ELISA/PCR® Carga virica/AcNt/ Carga virica/ Carga virica/PCR ELISA po. c/Titulo
y grupo preie. PCR (estirpe) AcNt/PCR (estirpe) AcNt a 25d po. c.
5s, 2s, alOyd4dpo. c a8-14d po.c. a25dpo.c. (ya60dpo.c.)

1spo.-12in, diade?2%in
3s pre-22in® (estirpe)

—L0F —

6317 ¢ - I+ 0/0/ +4d (WT1) + /0/8d - ++/- /2,5 (2 a 60 d)
7207 ¢ ' I+ 0/0/ - 4d ++/0/8d - 0/- -/2,5 (2 a 60 d)
5017 ¢ - e 0/0/ +4d (WT2) 0 /0/8d - +++ (WT3) /2,5 (2 a 60 d)
5040 ¢ /- - 0/0/ - 4d 0 /0/8d - o+ (EV1) /2,5 (2 a 60 d)
7218 ¢ o o 0/0/ - 4d 0 /0/8d NT ++ (EV1) -/2,5 (0 a 60 d)
5117 ¢ NT -NT 0/0/ - 4d ++/0/8d NT b -/2,5 (1 a 60 d)
5033 i /- - 0/0/ - 4d 0 /0/8d - ++/- -/0 (hasta 60 d)
5039 i - o 0/0/ - 4d 0 /0/8d NT e -/0 (hasta 60 d)
5076 i o NT 0/0/ - 4d 0 /0/8d - o/- -/0 (hasta 60 d)
7320 | INT - 0/0/ - 4d 0 /0/8dNT o/- -/0 (hasta 60 d)
6842 | /- e 0/0/ - 4d 0 /0/8d NT o/- -/0 (hasta 60 d)
7331 e S+ (WT3)  0/0/ - 4d 0 /0/8d - o/- -/0 (hasta 60 d)

@ Carga virica: 0, nula; +, < 2; ++, entre 2,1 y 10; PCR: +, reaccion; - ausencia de reaccion; NT no testado.

®Tests ELISA y PCR realizados a las 5 semanasantes de la i.e., es decir, 1 semana (s) tras la 12 inmunizacion o 3 s antes de la 22,
WT: PCR" en esta fecha, la secuencia corresponde a una estirpe de campo (WT1, WT2, W3).

EV1: PCR' en esta fecha, la secuencia corresponde a la estirpe (EV1) inoculada en la i.e. y utilizada para inmunizacién (i.).
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