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INTRODUCCIÓN 
El conocimiento sobre la dinámica de la infección por el lentivirus ovino Maedi Visna 
(VMV) y la inmunidad frente a él es limitado, pero se sabe que una menor replicación 
vírica en la fase aguda de la infección por lentivirus, detectable por PCR o cocultivos, 
está asociada a una menor progresión de la enfermedad (Ourmanov et al ., 2000). 
Por otro lado, el efecto protector de los anticuerpos neutralizantes (AcNt) ha sido 
motivo de controversia, afectando más a los estadías tardíos que a los tempranos 
(Horton et al., 2002). Con altas dosis (105-106 TCI050) en la infección experimental 
(i.e.) en individuos no inmunizados, se obtienen títulos elevados de AcNt frente a 
VMV (Bird et al., 1993; Andresdóttir et al ., 2002), pero con bajas dosis (102 TCID50) , 

los AcNt aparecen en concentración muy baja y homogénea entre animales, 
mientras va aumentando la carga vírica (Cuisinier et al ., 1997). En este caso, los 
AcNt no eliminan la infección y son indicio de replicación vírica y exposición de los 
antígenos virales al sistema inmune, indicio que debería confirmarse (por ejemplo, 
por PCR, cocultivos y ELISA). 
Para comprender la dinámica de la infección y la inmunidad frente al VMV, se ha 
realizado en este trabajo un estudio longitudinal con distintas técnicas de detección 
de la infección por VMV (PCR, ELISA, carga vírica detectada mediante cocultivos, y 
producción de AcNt) en ovinos seronegativos de un rebaño con VMV, sometidos a 
un programa de inmunización-i.e . vía mucosas (González et al., 2002b) . 

MATERIAL Y MÉTODOS 
Inmunización e infección experimental. Las inmunizaciones se realizaron en 
ovejas Rasa Aragonesa, con pistola de genes (González et al. , 2001a) en mucosa 
vulvar a 300 psi de helio, administrándose por animal 5 µg de pcDNA-env (1 µg de 
ADN/disparo) . El grupo control recibió 5 µg de pcDNA-/acZ en lugar de pcDNA-env. 
Un mes después, las ovejas vacunadas recibieron 3 disparos de 1 µg de pcDNA-env 
y 2 de 1 µg de pCR3.1-IFN-y, cada uno. Los animales del grupo control recibieron 3 
disparos de 1 µg de pcDNA-lacZ y 2 de 1 µg de pCR3.1-IFN-y. Tras 2 semanas, se 
realizó la infección experimental (i .e.) , con 1000 TCID50 (dosis infectiva que produce 
el 50% de pocillos con efecto citopático por cada 106 PBMC) de la estirpe EV1 (la 
usada para generar env) , por vía intratraqueal según González et al. (2001 b). 
Aislamiento de células y obtención de ADN. Se utilizó sangre para aislar células 
mononucleadas (PBMC) por flotación (Ficoll-Hypaque, d=1,077; Lymphoprep Asix­
Shield, Oslo), obteniéndose el ADN por el sistema OIAamp DNA Blood Midi Kit 
(QIAGEN GmbH. Hilden, Germany) . 
Detección de la carga vírica por cocultivos, presencia vírica 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 midió la carga vírica 
(TCIDso). La presencia de VMV se detectó en ADN de PBMC por PCR de la región 
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Poi (C.Woodall, Universidad de Edimburgo, comunicación personal; Tolari et al., 
2000) siguiendo una metodología semianidada puesta a punto en nuestro grupo. El 
título de AcNt se determinó según González et al. ( 1999). 

RESULTADOS Y DISCUSION 
Antes de la infección experimental ninguno de los animales mostró evidencia de 
infección por PCR o ELISA al inicio del estudio, pero tras la primera inmunización (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 permanecían 
negativos. La secuencia del DNA vírico de la oveja 7331 , obtenida en este período, 
correspondía a una estirpe de campo (WT3). En general la PCR fue más sensible 
que el ELISA para detectar la infección. De hecho, el ELISA fue negativo desde 
antes de la i.e. y hasta 60 días post i.e .. Quizá la baja presencia vírica, antes de la 
i.e. (nula al inicio) y tras la i.e.(dosis 103 TCID5o), condujo a bajos títulos de 
anticuerpos, dificultando su detección por ELISA. 
. En los 4 primeros días tras la i.e., el grupo inmunizado no presentó carga vírica y 
fue PCR negativo (Tabla 1 ). En esos días, aunque no se detectó carga vírica en el 
grupo control, 2 animales de este grupo fueron PCR positivos, hallándose infectados 
por estirpes de campo (WT1 y WT2) y no por la estirpe de la i.e. (EV1 ), según datos 
de PCR y secuenciación. 
El efecto protector de la inmunización frente a env se confirmóentre los 4 y 25 días 
post i.e., pues los 6 animales control presentaron evidencia de infección (por 
cocultivos y/o PCR) y sólo 2 de los 6 animales inmunizados la presentaron (sólo por 
cocultivos y sólo el día 25). Así, ambas pruebas, la PCR empleada y cocultivos 
fueron valiosas para detectar VMV, pero quizá una PCR cuantitativa simplificaría la 
cuantificación de estirpes conocidas. 
Los AcNT sólo se produjeron en animales del grupo control, en títulos muy bajos y 
no se detectaron hasta los 25 días post i.e. (formándose en 4 animales, al menos 
hasta los 60 días post i.e.). En conjunto, estos resultados demuestran: a) el efecto 
profiláctico de la vacuna frente a EV1 en un rebaño 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 títulos de AcNt durante la infección (como observan 
Cuisinier et al., 1997); y c) que los AcNT no eliminan la infección y se detectan en 
ovinos con mayor presencia vírica (grupo control) , sugiriendo que el "escape 
mutacional" del VMV es más rápido que la producción de AcNT frente a él. 
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Tabla 1. Detección de VMV por PCR y cocultivos ª, 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 control (c), antes (pre i.e) y tras infección 
exp~rimental (post.i. e.). 
Animal - ELISAJPCRb- --Carga vírica/AcNI/ - Carga vírica/ - Carga vírica/PCR ELISA po. c./Título 
y grupo pre i.e. PCR (estirpe) AcNl/PCR (estirpe) AcNt a 25 d po. c. 

5s, 2s, a0y4dpo.c. a8-14dpo.c. a25dpo.c. (ya60dpo. c.) 
1 s po.-1ª in, día de 2ª in 
3 s pre-2ª inb (estirpe) 

;-/-
/-

1WT3) 
(EV1 ) 
(EV1 ) 

/-
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