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La fórmula utilizada para realizar la cuantificación relativa fue:  

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

 Ratio =      ---------------------------------------------------- 

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

Esta metodología de cuantificación 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, permitió introducir en la fórmula la eficiencia de cada reacción de PCR (Pfaffl, 2001). 

III.3.2. ESTUDIO DE LAS POBLACIONES CELULARES DEL SISTEMA INMUNE POR 

CITOMETRÍA DE FLUJO 

Las muestras de sangre de 2 animales de los grupos A, B y E, se procesaron de 

acuerdo al protocolo de señalización de leucocitos de oveja, para su posterior análisis en el 

citómetro de flujo. 

En todos los tubos se analizaron un mínimo de 20.000 células. Una vez seleccionada la 

población de PBMCs, se analizó el porcentaje de células que emitían fluorescencia, es decir, 

que presentaban en su membrana la proteína 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 metodología a la que se sometieron las muestras de los animales de los 

grupos A, B y E fueron sometidas también las muestras de sangre de las 5 ovejas del grupo D, 

sustituyéndose en este caso el anticuerpo frente a la población TCR1N6
+
 (subpoblación 

minoritaria de linfocitos T-γδ) por otro frente a las células WC1
+
 (subpoblación mayoritaria de 

los linfocitos T-γδ 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 día 0. 

III.3.3.DETECCIÓN DE ANTICUERPOS FRENTE A VP7 

Se analizó la presencia de anticuerpos específicos 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 competición, mientras que el otro es un ELISA de 

doble reconocimiento. 
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III.3.3.1. ELISA DE COMPETICIÓN 

 Todas las muestras de suero obtenidas, fueron analizadas mediante un kit  comercial 

de ELISA de competición para la detección de anticuerpos frente a la proteína VP7 del virus de 

la LA (POURQUIER
®
 Bluetongue Competitive ELISA). Como se describe gráficamente en la 

figura 25, este test se basa en la competición entre el suero problema y un suero conjugado 

con peroxidasa de rábano, por el antígeno que se encuentra tapizando los pocillos de la placa 

de ELISA. De manera que, la ausencia de color tras la reacción enzimática implica la presencia 

de anticuerpos específicos frente a VP7 en el suero problema. 

 

Figura 25. Esquema del ELISA de competición para detección de anticuerpos frente a VP7 de LA. 

 Una vez procesada la placa de ELISA, se midió la densidad óptica de cada pocillo a 

450nm, en un lector de placas Anthos 2001
®
. A continuación, se calculó el ratio de cada 

muestra, realizando la división del dato de densidad óptica de la muestra entre la densidad 

óptica del control negativo, siendo multiplicado el resultado por 100 a fin de obtener el ratio en 

forma de porcentaje. El criterio de interpretación 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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III.3.3.2.ELISA DE DOBLE RECONOCIMIENTO 

El ELISA de doble reconocimiento, al igual que el de competición, presenta al antígeno 

(VP7) adsorbido a la placa de ELISA. La diferencia radica en que una vez añadido el suero, el 

siguiente paso consiste en la adición de antígeno conjugado. De manera que, si la muestra es 

positiva y presenta anticuerpos, estos se unen al antígeno de la placa y posteriormente también 

se unen al antígeno marcado. En definitiva, en este caso, la presencia de color indica 

positividad como se representa en la figura 26. 

 

Figura 26. Esquema del ELISA de doble reconocimiento para detección de anticuerpos frente a VP7 de 
LA. 
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Figura 39. Representación gráfica de la puntuación individual de los animales del grupo E desde el 
desafío (D) hasta fin de experimento. 

 

IV.1.1.2.3.B. GRUPO F (DESAFÍO LA4) 

 

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

 

El desafío con el virus LA4 de los animales pertenecientes a este grupo produjo 

escasos síntomas clínicos. Los animales presentaron apatía (1/3), descarga nasal leve (3/3), 

congestión en mucosas (2/3), edema labial (1/3) (Figura 40). Las manifestaciones clínicas 

aparecieron alrededor del día 59 llegando a su máximo el día 62 al igual que sucedió en el 

grupo E (Figura 41). 
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Figura 41. Representación gráfica de la puntuación individual de los animales del grupo F desde el 
desafío (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 

macroscópicas significativas. El dato más 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 realizó la necropsia a fin de experimento. En cambio, en la necropsia del animal 5C que 

murió el día 66 se observaron lesiones destacando la presencia de linfadenitis hemorrágica en 

ganglios cervicales, hidrotórax, edema intersticial en pulmón, hidropericardio, hemorragia 

subepicárdica en ambas aurículas, edema alveolar, hemorragia petequial en base de la arteria 

pulmonar, hemorragia en miocardio, ascitis, arena y piedras en vejiga, ligero aumento de 

tamaño en las glándulas 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 reveló la presencia de lesiones 

macroscópicas reseñables.  

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

posterior análisis mediante RT-PCR, a fin de determinar la presencia del virus de la LA. 
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Figura 42. Imágenes tomadas durante la necropsia del animal 5C donde se observa: espuma en tráquea 
que indica edema alveolar, hidrotórax, hemorragias epicárdicas en aurícula, hemorragia petequial en la 

arteria pulmonar e hiperemia cerebral. 

 

Entre las lesiones macroscópicas observadas en los animales del grupo E (desafiados 

con LA1) cabe destacar la existencia de un predominio de pulpa esplénica blanca (2/3), médula 

ósea 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. DETECCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEÍCOS DEL VIRUS DE LA LENGUA AZUL 

A fin de determinar la presencia de ARN del virus de la LA, se empleó la RT-PCR como 

método de diagnóstico. A continuación 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 mostró resultados positivos a la presencia de ARN 

vírico en sangre entre los días 51 y 61, siendo negativa la presencia de ARN vírico 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, sólo el animal 5C, presentó resultados positivos a la 
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presencia de ARN vírico, detectándose la presencia de virus en sangre desde el día 54. En los 

tejidos tomados tras su muerte el día 66, la presencia del virus fue detectada en pulmón, 

hígado, bazo, rodete coronario, lengua, corazón y diferentes nódulos linfáticos. En este mismo 

grupo, el animal 6C también presentó positividad frente al virus de la LA de manera puntual el 

día 61.  

 

Figura 43. Representación de los Ct resultantes en la RT-PCR de detección 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 detectó la presencia de ARN vírico en ninguna de las muestras de 

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

       

Figura 44. Representación de los Ct resultantes en la RT-PCR de detección 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 detección del virus en los tres animales mediante RT-PCR fue posible 

desde el día 51 hasta el final del experimento a los 68 días. Por otro lado, en el grupo F la 

primera detección vírica se produjo en uno de los animales el día 51, siendo los tres animales 

positivos a partir del día 61 (Figura 45). En ambos grupos, las muestras tomadas de bazo, 

pulmón y nódulos linfáticos resultaron positivas. 
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Figura 45. Representación de los Ct resultantes en la RT-PCR de detección 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 sección 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.  

IV.2.1. PUESTA A PUNTO DE LA RT-PCR PARA DETECCIÓN 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), así como directamente a partir de dichas muestras, se pudo 

extraer ARNm codificante para las 6 citoquinas.   

IV.2.1.1.1. OBTENCIÓN 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 mitógeno, se pudo detectar la presencia del ARNm para IFNγ (442pb), IL2 

(217pb) e IL4 (311pb) mediante la aplicación de las PCRs. La estimulación con LPS de E.coli  

dio lugar a resultados positivos para las PCRs diseñadas con el objetivo de amplificar regiones 

del ARNm para TNFα (228pb), IL10 (186pb) e IL12 (186pb). Finalmente, la estimulación 

conjunta con concentraciones de 10 μg/ml de Con A y 5 μg/ml de LPS permitió la detección 

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

A continuación se exponen los valores medios de cada uno de los grupos a lo largo del 

experimento para la temperatura rectal (Figura 66), la sintomatología (Figura 67), la detección 

de ARN vírico en sangre (Figura 68), así como las diferentes citoquinas (Figuras 69 - 73) y 

poblaciones celulares del sistema inmune (Figuras 74-78) y la presencia de anticuerpos 

(Figura 79). 

 

Figura 66. Representación de la temperatura rectal media de cada uno de los grupos. (V) Vacunación,  
(D) desafío. 

 

Figura 67. Representación de puntuación de la sintomatología media observada en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación, (D) desafío. 
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Figura 68. Representación de los Cts. obtenidos en la RT-PCR para detección de ARN vírico desde el día 
del desafío (D). 

 

La comparación de la evolución del IFNγ, mostró un aumento en la expresión de esta 

citoquina tras la vacunación en el grupo A y tras el desafío en el grupo F (Figura 69). 

 

Figura 69. Representación de la cuantificación relativa media de la expresión de IFNγ en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación, (D) desafío. 

 

La comparación de la expresión del TNFα mostró que los dos grupos desafiados con 

LA4 (grupos C y F) sufrieron un aumento en la expresión de esta citoquina el día 53, como 

consecuencia del desafío (Figura 70). 
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Figura 70. Representación de la cuantificación relativa media de la expresión de TNFα en cada uno de 
los grupos. (V) Vacunación, (D) desafío. 

 

La evolución de la IL2 fue diferente dependiendo de cada grupo, de manera que 

mientras la VLP monovalente (grupo A) estimula la IL2 tras cada vacunación, en el caso de la 

vacuna bivalente solo se estimula en el grupo C tras la primera dosis vacunal. El desafío 

produjo un incremento en la expresión de esta citoquina en todos los grupos, pero en diferentes 

días y cantidades (Figura 71).   

 

Figura 71. Representación de la cuantificación relativa media de la expresión de IL2 en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación, (D) desafío. 
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La IL10 mostró niveles inferiores a los basales, tras la vacunación y revacunación con 

VLP bivalente (Grupos B y C), mientras que la evolución del grupo A presenta ligeros aumentos 

y descensos. Tras el desafío se observa aumento en la expresión de IL10 en los grupos B, C y 

E pero en diferentes momentos (Figura 72).  

 

Figura 72. Representación de la cuantificación relativa media de la expresión de IL10 en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación, (D) desafío. 

 

La vacunación con la VLP bivalente estimuló la expresión de IL12 en ambos grupos 

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

grupos control (Figura 73).  

 

Figura 73. Representación de la cuantificación relativa media de la expresión de IL12 en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación, (D) desafío. 
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La evolución de los porcentajes de PBMCs, mostró que en el grupo control (Grupo E) 

se produjo un descenso en la población CD4
+
 tras el desafío (Figura 74), coincidiendo con el 

descenso de las células CD8
+ 

(Figura 75).  

 

Figura 74. Representación de evolución de los porcentajes medios de PBMCs CD4+, en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación,  (D) desafío.* grupo D: días 10 y 14 en gráfico, son muestras de los días 14 y 16. 

 

 

Figura 75. Representación de evolución de los porcentajes medios de PBMCs CD8+, en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación,  (D) desafío. * grupo D: días 10 y 14 en gráfico, son muestras de los días 14 y 16. 

 

En lo referente a las células reguladoras CD25
+
, se observa que la vacunación indujo 

un aumento en todos los grupos vacunados (grupos A, B y D). Además en el grupo D se 

observó el mayor aumento en esta población tras el desafío (Figura 76). Los linfocitos B 

aumentaron tras la primera vacuna en los grupos A, B y D, mostrando a lo largo del 

experimento una evolución variable (Figura 77).  
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Figura 76. Representación de evolución de los porcentajes medios de PBMCs CD25+, en cada uno de los 
grupos. (V) Vacunación,  (D) desafío. * grupo D: días 10 y 14 en gráfico, son muestras de los días 14 y 16. 

 

 

Figura 77. Representación de evolución de los porcentajes medios linfocitos B dentro de las PBMCs en 
cada uno de los grupos. (V) Vacunación,  (D) desafío. * grupo D: días 10 y 14 en gráfico, son muestras de 

los días 14 y 16. 

 

La vacunación con VLP monovalente indujo un aumento de los monocitos (CD14
+
), 

mientras que en el resto de grupos, solo se observan ligeras variaciones pre-desafío (Figura 

78).  

 

Figura 78. Representación de evolución de los porcentajes medios monocitos (CD14+) dentro de las 
PBMCs en cada uno de los grupos. (V) Vacunación,  (D) desafío. * grupo D: días 10 y 14 en gráfico, son 

muestras de los días 14 y 16. 
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La comparación de la presencia de anticuerpos detectados mediante ELISA de doble 

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

vacunación (Figura 79).  

 

Figura 79. Representación de los resultados obtenidos en el ELISA de doble reconocimiento, para todos 
los grupos. Se consideran positivos los valores de densidad óptica > 0.25. (V) vacunación, (D) desafío. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto Discusión: “Black sheep” (http://photography.nationalgeographic.com/photography/photo-of-

the-day/black-sheep/) 
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V.1. EXPERIMENTACIÓN IN VIVO 

El ensayo in vivo se realizó a fin de evaluar la RI generada por diferentes vacunas, así 

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 acción del virus de la LA 

(Maclachlan et al., 2009), siendo además una de las principales razas del sector ovino español, 

donde representa el 18% de la cabaña ovina, y constituyendo alrededor 20% del censo mundial 

ovino (ANCGM., 2011). 

V.1.1.MONITORIZACIÓN DE LOS ANIMALES 

En el transcurso de este experimento, los animales de cada grupo (grupos A, B, C y D) 

fueron vacunados y revacunados, siendo sometidos posteriormente a un seguimiento clínico  a 

fin de evaluar la aparición de reacciones adversas, tanto locales como generalizadas, que 

pudieran aparecer como consecuencia de la vacunación. Dicha monitorización también se llevó 

a cabo en todos los grupos de animales, vacunados y no vacunados (grupos A, B, C, D, E y F), 

tras el desafío llevado cabo a los 48 días del experimento con virus virulento de serotipo 

homólogo. Los protocolos de vacunación, desafío y monitorización se establecieron siguiendo 

las pautas establecidas en trabajos previos con vacunas de tipo VLP (Pearson y Roy, 1993; 

Stewart et al., 2010).  

V.1.1.1. REGISTRO DE LA TEMPERATURA RECTAL Y DE LA TEMPERATURA 
TERMOGRÁFICA 

Diferentes guías de referencia enfocadas hacia el examen clínico del ganado ovino 

señalan que, una temperatura de 40ºC marcaría el límite entre la temperatura rectal fisiológica 

y la temperatura rectal patológica. De este modo, valores superiores a 40ºC serían 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 vacunación ni la revacunación indujeron 

fiebre, observándose sólo valores cercanos a los 40ºC poco después de la revacunación (día 

21). En los grupos de animales vacunados con vacuna VLP bivalente (grupo B y C), la 

temperatura media evolucionó de manera similar, acercándose o sobrepasando sólo de forma 

puntual los 40ºC después de la revacunación (día 21). Dicho incremento puntual de 

temperatura tras la revacunación no había sido descrito hasta la fecha en ensayos previos con 

este tipo de vacunas VLPs, ni tras la vacunación ni tras la revacunación de ovejas (Stewart et 

al., 2010).  
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El incremento de temperatura observado en la mayoría de los animales del grupo D 

(vacuna inactivada frente al serotipo 1) tras la vacunación y revacunación, podría reflejar una 

activación/estimulación del sistema inmune. Aunque tradicionalmente se ha defendido la 

ausencia de reacciones tales como fiebre tras la aplicación de vacunas inactivadas (Savini et 

al., 2008), incrementos similares a los observados en nuestro estudio han sido descritos tras la 

administración 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 estimulación del sistema inmune 

desde etapas muy tempranas tras su administración. Dicha capacidad de estimulación podría 

atribuirse a los potentes adyuvantes presentes más 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 desafío al que fueron sometidos los animales de los distintos 

grupos vacunales (grupo A, B, C y D), salvo algunas excepciones individuales, no se apreció 

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 apreció un marcado incremento de la temperatura que 

alcanzaría sus valores máximos entre los 7 y 9 días tras la inoculación, siguiendo un evolución 

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 incrementó de temperatura en fechas más 

tempranas y alcanzaron valores más elevados, prolongándose durante un mayor periodo de 

tiempo que en el grupo de ovejas inoculadas con el serotipo 4. Dichas diferencias podrían 

atribuirse a las distintas vías de inoculación 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 vías, puso de manifiesto un mayor incremento 

de la temperatura en los animales inoculados por vía intradérmica, hecho que podría ser 

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

Por tanto, la mayor capacidad pirógena del serotipo 1 podría relacionarse con la mayor 

capacidad patógena de dicho serotipo, cualidad señalada en numerosos estudios (Allepuz et 

al., 2010), y que explicaría la elevada prevalencia de dicho serotipo en especies de vida 

salvaje (Garcia-Bocanegra et al., 2011),  así como su enorme capacidad para difundirse por 

Europa (Wilson y Mellor, 2009) e inducir enfermedad en especies rumiantes (cabras, alpacas, 

llamas) cuya sensibilidad había sido subestimada (Meyer et al., 2009). 
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La TI es una herramienta ampliamente utilizada en ciencias veterinarias para la 

detección de fiebre en animales de producción. Así, la TI ha sido empleada para la detección 

de lesiones del aparato locomotor en caballos (Turner, 1991; Eddy et al., 2001), vacuno 

(Nikkhah et al., 2005), así como para la evaluación de lesiones en piel causadas por sarna 

sarcóptica en rumiantes de vida salvaje (Arenas et al., 2002). Otros estudios han empleado 

dicha técnica para la detección temprana de animales de producción afectados por diferentes 

procesos víricos mediante el análisis facial (Schaefer et al., 2007; Rainwater-Lovett et al., 

2009). 

A la hora de realizar estudios con esta herramienta enfocados a la detección de fiebre, 

es fundamental tener en cuenta que distintos parámetros externos pueden alterar los 

resultados (Gerss-Dülmer et al.). La estandarización de la toma de imágenes con la cámara 

infrarroja en un ambiente controlado, como el existente en el interior de las instalaciones de 

bioseguridad donde se llevó a cabo nuestro estudio, influiría favorablemente en la buena 

correlación existente entre las técnicas de medición de la temperatura empleadas en este 

trabajo, así como en la sensibilidad y especificidad de la TI. Por tanto, cualquier factor 

ambiental que pudiera influir en la temperatura corporal de los animales quedó descartado. Así, 

los cambios observados durante el experimento serían 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 TI fue el de determinar su posible uso para la detección de 

casos febriles inducidos por el virus de la LA siguiendo para ello las pautas marcadas en 

estudios previos en los que se detectó fiebre en bovinos afectados con el síndrome respiratorio 

bovino (Schaefer et al., 2007). El análisis de las imágenes termográficas obtenidas y su 

comparación con las temperaturas rectales (grupos D, E y F), determinaron la existencia de 

una correlación entre la temperatura termográfica y la rectal. Dicha correlación nos muestra la 

potencial capacidad de la TI como método para la detección de animales febriles afectados por 

el virus de la LA. Además, se muestra como una técnica excelente para su uso tanto en granjas 

centinelas como para la detección de fiebre en animales de vida libre, dado que se suprime la 

necesidad de manipular a los animales para la toma de temperatura, reduciéndose además el 

estrés generado (Grandin, 1997). 

La correlación observada fue muy variable entre grupos. Destacó el hecho de que en el 

grupo donde se detectó un mayor número de mediciones de la temperatura rectal, con valores 

superiores a los 40 ºC (un total de 20), fue además el grupo que presentó un mayor coeficiente 

de correlación (grupo E, r: 0.85). En cambio, en los otros dos grupos donde se llevaron a cabo 

mediciones para establecer dicha correlación (grupo D y F), el número de mediciones de la 

temperatura rectal con valores superiores a los 40 ºC fue menor (un total de 9 en el grupo F y 

sólo 7 en el grupo D). Por tanto, a mayor número de valores de temperatura superiores a 40 ºC  
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mayor correlación, siendo dicha correlación mayor cuando se presentan casos de fiebre que 

cuando los valores de temperatura se aproximan a valores fisiológicos. Por tanto, dado que el 

principal objetivo perseguido con el uso de esta herramienta fue el posible uso de la TI  para la 

detección de casos de fiebre inducidos por el virus de la LA, y no la detección de animales 

sanos con valores cercanos a los fisiológicos, queda demostrado su potencial uso para dicho 

fin. 

Los niveles de sensibilidad y especificidad que mostró la TI para la detección 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 número 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 

corroborarían el potencial de la TI para la detección de fiebre en animales afectados por la LA. 

V.1.1.2. SEGUIMIENTO CLÍNICO Y LESIONES 

Aunque la aparición de reacciones locales tras la administración 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 podría atribuirse a las medidas higiénicas tomadas 

durante la vacunación (limpieza y desinfección con alcohol al 70% del área de aplicación de la 

vacuna, uso de agujas desechables tras cada aplicación), y a que la zona de inoculación 

elegida en cada caso se correspondió con áreas 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 observó 

sintomatología clínica característica de LA tras la vacunación, revacunación o desafío con la 

excepción de una animal perteneciente al grupo C. Dicho animal fue vacunado con la vacuna 

VLP bivalente para los serotipos 1 y 4. Tras el desafío con el serotipo 4, dicho animal desarrolló 

una forma aguda de enfermedad con sintomatología característica de LA que provocó su 

muerte. Cabe destacar que ninguno de los animales no vacunados del grupo control (grupo F) 

y desafiados con el serotipo 4, desarrollaron una sintomatología 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 generación de una RI protectora, ya que tanto las pautas seguidas durante 

la vacunación como durante el desafío fueron similares a las aplicadas en los demás animales 

de su grupo.  
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En ambos grupos control (E y F), se observó sintomatología clínica típica de LA. La 

sintomatología fue variable no solo entre individuos del mismo grupo sino también entre ambos 

grupos, si bien no resultó sorprendente, pues la diferencia de sintomatología entre diferentes 

serotipos es de sobra conocida (Maclachlan et al., 2009).  A pesar de que tradicionalmente no 

se ha considerado la relación existente  entre el aumento de la temperatura y la gravedad de la 

sintomatología en el transcurso de la LA (Erasmus, 1975), nuestros resultados mostraron que 

aquellos animales con un mayor aumento de temperatura también presentaron mayor 

sintomatología, hecho que coincidió 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, B y C), salvo en una de las ovejas del grupo C (5C) que presentó lesiones características de 

LA (Maclachlan, 2011), no mostraron lesiones macroscópicas compatibles con esta 

enfermedad. Igualmente, ninguno de los 5 animales pertenecientes al grupo D, mostró lesiones 

macroscópicas reseñables. Salvo en el animal 5C, los posteriores estudios histopatológicos no 

revelaron la presencia de lesiones compatibles con LA.  

En lo que se refiere a los grupos control (E y F), las lesiones tanto macroscópicas como 

histopatológicas características de LA (Worwa et al., 2010), fueron de moderada intensidad. 

Dichos animales fueron sacrificados al final del experimento en una fase de recuperación de la 

enfermedad, en la que la sintomatología clínica fue muy escasa o ausente, lo que influiría en la 

escasez de lesiones observadas.  

V.1.2.DETECCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEÍCOS DEL VIRUS DE LA LENGUA AZUL 

La ausencia de ARN vírico en sangre indica que no se ha producido viremia, mientras 

que la presencia de ARN vírico 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 días después del 

último aislamiento vírico (Singer et al., 2001). 

En los animales vacunados con vacunas VLP, la aplicación de la RT-PCR para la 

detección de ARN del virus de la LA, mostró la existencia de resultados positivos en 3 de los 20 

animales empleados (2A, 5C y 6C) en algún momento puntual del experimento tras el desafío, 

fenómeno también descrito en trabajos previos tras el desafío de animales previamente 

inmunizados con VLPs (Savini et al., 2007). Sin embargo, nuestros resultados no estarían en 

línea con los obtenidos en un estudio reciente, en el que se apuntó la ausencia de virus en 

sangre en todos los animales vacunados con VLPs (Stewart et al., 2010). Como se ha 

señalado con anterioridad, la presencia de ARN vírico no implica la existencia de viremia (Katz 

et al., 1994). En consecuencia, la detección de ácidos nucleicos en varios animales vacunados 
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que no mostraron sintomatología clínica, como fue el caso de los animales 2A y 6C, sería 

atribuible al desafío pero no al desarrollo de enfermedad.  

Por otro lado, no se detectó genoma vírico 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 administración subcutánea de vacunas inactivadas no produce la aparición 

ARN vírico en sangre. Además, dichas vacunas previenen la replicación vírica tras el desafío 

con virus homólogo (Eschbaumer et al., 2009; Wackerlin et al., 2010) evitando así la 

diseminación del virus y la expansión de la enfermedad a partir de animales vacunados. 

Aunque como ya hemos apuntado, un resultado positivo obtenido con la aplicación de 

la RT-PCR para la detección del virus de la LA no implica viremia, nuestros resultados 

demuestran que en aquellos animales donde los síntomas clínicos fueron más intensos (grupo 

E) se detectó una Ct menor tras la aplicación de la RT-PCR, lo que implicaría la existencia de 

mayor número de copias del ARN del virus en la muestra de sangre. Este hecho pone de 

manifiesto, de nuevo, la mayor capacidad patógena del serotipo 1 frente al serotipo 4, lo que 

explicaría que en todos los animales del grupo E (desafiados con el serotipo 1) se detectara el 

ARN vírico 3 días después del desafío, mientras que hubiera que esperar hasta 13 días 

después del desafío 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 DETECCIÓN DE ARN QUE CODIFICA 

PARA CITOQUINAS  

A la hora de afrontar el estudio del papel desempeñado por las citoquinas en el 

transcurso de la RI, se pueden emplear distintas técnicas para su detección como la citometría 

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 específicos aplicables en la especie ovina, 

los cuales no estuvieron disponibles comercialmente al inicio de nuestro estudio. Además, la 

utilización de kits ELISA o anticuerpos desarrollados para la detección de citoquinas en otras 

especies, no garantizaba un resultado positivo al desconocerse la reactividad cruzada de los 

mismos (Cámara-Pellisó, 2007). El uso de la RT-PCR para la detección y cuantificación de la 

expresión de genes se presenta como una herramienta que ha cobrado gran importancia en los 

últimos años (Klein, 2002), siendo numerosos los estudios que han empleado dichas técnicas 
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con éxito no sólo sobre muestras de sangre, sino también sobre tejidos en el transcurso de 

distintos procesos patológicos (Montagne et al., 2001; Smeed et al., 2007; Wattegedera et al., 

2010). Para la aplicación de dicha técnica, por tanto, no son necesarios reactivos específicos, 

pudiéndose desarrollar fácilmente nuevos protocolos de detección en los laboratorios 

convencionales, simplemente a partir de cebadores específicos fácilmente sintetizables.  

Otro de los inconvenientes que presentan las técnicas de ELISA frente a la RT-PCR 

para la detección de citoquinas se refiere al hecho de que, con las técnicas de ELISA, no es 

posible comparar cantidades de diferentes citoquinas, no sólo por la posible diferencia de 

medición que presentan las técnicas de ELISA debidas, por ejemplo, a estandarizaciones 

diferentes según el kit, o a mediciones en diferentes unidades, sino también por la diferente 

afinidad y cantidad de receptores presentes en las células. Así, una citoquina producida en 

grandes cantidades también puede ser captada en grandes cantidades por su receptor celular, 

lo que dificultaría su detección, mientras que otra citoquina con menor producción 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 detección en bovino de β- Actina, IL2, IL10 e IL12 (Konnai et al., 2003) también se 

pueden utilizar en ovino; asimismo, aquellos descritos para la detección en ovino de GAPDH, 

TNFα, IFNγ e IL4 también permiten amplificar estas citoquinas en bovino (Gohin et al., 1997; 

Smeed et al., 2007). En conclusión, mientras que con el empleo de técnicas de ELISA 

necesitaríamos un anticuerpo específico 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 detección y cuantificación de dichas citoquinas con independencia de la 

especie en la que se pretende estudiar (ovino y bovino). 

V.2.1.1. OBTENCIÓN DEL ARN 

La obtención del ARNm supone un paso clave en la cuantificación de la expresión de 

citoquinas, de modo que un protocolo de extracción mal ejecutado podría influir negativamente 

en la pureza del ARNm extraído debido a la existencia de fenómenos de degradación o a la 

presencia de inhibidores, afectando así 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 

está transcribiendo, y que posteriormente será traducido a proteínas, como directamente del 

ADN genómico (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 

que si los cebadores se localizan en dos exones diferentes, el amplicón será de mayor tamaño 

(exones más intrones), mientras que en el caso de amplificar el ARNm dado que éste no 
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contiene intrones, sólo llevará a cabo la amplificación de los exones, lo que dará lugar a un  

amplicón de menor tamaño.  

Para evitar este posible error de “contaminación” o de falta de pureza en el producto 

extraído de la muestra, existen dos estrategias a seguir. La primera consistiría en la utilización 

de cebadores localizados en diferentes exones, de manera que el tamaño del amplicón variará 

dependiendo de si sólo se están amplificando los exones de interés, o si por el contrario, se 

está amplificando algún intrón. En nuestro caso, sólo los cebadores para la detección de IL10 

estuvieron situados en exones diferentes. En este caso, el amplicón de ARNm fue de 186 pb 

mientras que en caso de amplificar ADN genómico sería de más de 1000pb. 

La segunda estrategia consiste en realizar un tratamiento con DNAsa durante la 

extracción de ARN, o bien una vez finalizada dicha extracción, siendo ésta última la práctica 

más común llevada a cabo en la mayoría de los protocolos a fin de digerir y eliminar los restos 

de ADN genómico. Dicho tratamiento al final de la extracción, necesita de la dilución de la 

muestra en un tampón de reacción de la DNAsa, lo que provoca una disminución de la 

concentración final del ARN. A fin de evitar dicha reducción de concentración, en nuestro 

estudio se optó por el uso de un kit de extracción de ARN comercial (RNeasy Mini Kit
®
 de 

Quiagen) que incluía un paso intermedio de digestión con DNAsa. Una dilución de la 

concentración final del ARN, hubiera obligado al empleo de un mayor volumen de reacción 

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 extracción de ARN mediante el uso del kit de 

columnas RNeasy mini kit de Quiagen a partir de linfocitos estimulados in vitro, se procedió a la 

extracción del ARNm a partir de sangre de ovejas. Las cantidades de ARN utilizadas para la 

realización 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 cuantificación, sino 

la adaptación de la RT-PCR cualitativa a las condiciones de nuestro laboratorio, así como la 

comprobación de la especificidad y la purificación de los amplicones para su secuenciación y 

almacenamiento como stock de controles positivos. Por tanto, las variaciones en las cantidades 

de ARN utilizado para cada reacción, no supuso un problema a la hora de interpretar los 

resultados. 

Nuestros resultados demostraron que durante esta fase de puesta a punto, la 

estimulación de linfocitos in vitro con 10μg/ml de Con A indujo la expresión de genes de IL4, 

IL2 e IFNγ. Estos resultados estarían de acuerdo con los obtenidos en trabajos previos (Gohin 

et al., 1997), en los que se indicó que para la producción de estas citoquinas sería necesaria la 

utilización de Con A (7,5 μg/ml) junto con Phorbol Triacetate (5 ng/ml). Sin embargo, en 

muestro estudio sólo fue necesaria la utilización de Con A para la obtención de resultados 

similares. Por otro lado, trabajos previos habían demostrado que para la obtención de TNFα e 
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IL10, sería recomendable la aplicación como mitógeno de LPS (10 μg/ml) (Gohin et al., 1997), 

resultados que coinciden con los obtenidos en el presente trabajo. Asimismo, trabajos previos 

habían demostrado la inducción de la producción de IL12 utilizando únicamente LPS (Budhia et 

al., 2006). Nuestros resultados demostraron una estimulación en la expresión de IL12 mediante  

el uso combinado de Con A y LPS, no siendo necesaria la utilización de otros mitógenos, como 

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

V.2.1.2. RT-PCR EN DOS PASOS 

Una vez comprobado que la técnica en un paso se mostraba como una herramienta 

específica que permitía la amplificación y por tanto la detección del ARNm que codificaba para 

las seis citoquinas estudiadas (TNFα, IFNγ, IL2, IL4, IL10, IL12), se procedió a la puesta a 

punto de la técnica de RT-PCR en dos pasos. 

La utilización 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 debió al 

hecho de que éste procedimiento minimiza la contaminación de la muestra de ARNm. Tras la 

obtención de los primeros resultados positivos con la técnica anterior, se procedió a la 

realización de la técnica en dos pasos, ya que dicho procedimiento nos permitía realizar un 

mayor número de PCRs con la misma cantidad inicial de ARNm que la técnica en un paso. Así, 

a partir de 1μl de muestra inicial se podían llevar a cabo hasta 20 PCRs, mientras que en el 

caso de RT-PCR en un solo paso, 1μl de muestra inicial, sólo permitía la realización de una 

reacción de RT-PCR. 

Los resultados obtenidos con la utilización de RT-PCRs en tiempo real llevadas a cabo 

con sonda inespecífica SYBR Green fueron satisfactorios, siendo comprobada la especificidad 

de las parejas de cebadores mediante la comparación 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 más barata que las sondas 

específicas, pudiendo utilizarse para diferentes amplicones. Además, dicha sonda necesita 

unas parejas de cebadores de menor coste que las sondas específicas, siendo por lo general la 

utilización de un kit comercial de SYBR con cebadores específicos más rentable 

económicamente que la utilización de un kit comercial con sonda Taqman y cebadores.  

En distintos trabajos previamente publicados se llevó a cabo el estudio de la expresión 

de citoquinas en ovino mediante RT-PCR convencional, empleándose sustancias altamente 

cancerígenas como el bromuro de etidio para comprobar la intensidad de la señal 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 Taqman para el estudio de 

la expresión de genes que codifican para citoquinas, siendo dichas sondas altamente 

específicas, 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 expresión 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, así como las citoquinas estudiadas, nuestros resultados estarían en línea con los 

obtenidos en estas investigaciones previas, poniendo así de manifiesto la aplicabilidad y 

eficacia de los protocolos desarrollados. En este sentido cabe señalar 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 linfático pre-

escapular, los niveles de expresión y evolución de citoquinas en animales vacunados con 

vacuna inactivada tras el desafío con virus heterólogo  de  la LA (Umeshappa et al., 2010). Otro 

trabajo estudió la expresión de dichas citoquinas a partir de PBMCs procedentes de animales 

vacunados frente a LA y posteriormente estimuladas in vitro con virus heterólogo de la LA 

(Umeshappa et al., 2011a).  

En trabajos previos en los que se emplearon células sanguíneas como origen del 

ARNm, dichas células fueron estimuladas in vitro previamente a la detección y cuantificación 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 cuantificación de la expresión de citoquinas, en los que no 

fue necesaria la estimulación previa de las PBMCs (Vernel-Pauillac y Merien, 2006; Salguero et 

al., 2008). 

La puesta a punto de las PCRs para los genes de expresión constante GAPDH y β-

Actina, supuso una herramienta imprescindible para llevar a cabo la cuantificación de la 

expresión de genes que codifican para las citoquinas estudiadas, ya que fueron utilizadas para 

llevar a cabo la normalización en la cuantificación (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 amplificación para estos genes, las muestras no fueron consideradas válidas, ya 

que la no detección de dichos genes en la muestra podría relacionarse con distintos problemas  

surgidos durante la ejecución de la técnica (errores de extracción, errores en la digestión del 

ADN, degradación del ARN, problemas en la realización de la RT o de la PCR). De hecho, la 

reacción 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 eligió la RT-PCR en dos 

pasos para ser empleada en nuestro estudio. En nuestro trabajo, la realización de la RT en un 

paso previo, nos permitió la utilización del ADNc procedente de una misma reacción en 

diferentes PCRs, asegurándonos así que la concentración 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 diseñados para la 

PCR en la reacción de RT, pues esto hubiera producido diferentes cantidades de ADNc 

dependiendo de las afinidades y eficiencias de los cebadores. Además, distintos trabajos han 

apuntado que la utilización de cebadores específicos no conlleva una mejora en la reacción de 

RT si comparamos dichos resultados con los obtenidos mediante la utilización de cebadores 

inespecíficos de tipo “random” u “Oligo dt” (Stahlberg et al., 2004). En los protocolos 

desarrollados en nuestro estudio se emplearon cebadores inespecíficos, a partir de los cuales 

fue posible obtener copias de todo el ARNm presente en la muestra, de manera que la 

proporción de la expresión que se obtuvo fue equivalente a la que se encontraba en la sangre 

inicial. Además, la utilización de cebadores específicos hubiera obligado a la realización de 8 

RT diferentes, lo que complicaría y multiplicaría el trabajo laboratorial. Además, 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 utilización de ARNm 

como muestra, se recomienda la utilización de oligo (dT), ya que dichos cebadores se unen a la 

cola Poly A del ARNm, evitando así la RT de otros tipos de ARN como el ARNr o ARN vírico, 

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 

expresión de genes, constituyendo una importante herramienta para la cuantificación 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, así como de minimizar errores, se recomienda la automatización de 

las reacciones (Bustin, 2002), posibilidad esta última que no fue posible llevar a cabo durante la 

realización de este trabajo. Este hecho podría explicar, en parte, la existencia de errores que 

podrían 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, IFNγ e IL4) para su utilización en la técnica de PCR en tiempo real, cebadores que 

previamente habían sido empleados en técnicas de PCR convencional (Gohin et al., 1997). 

Además, se han utilizado otros 5 pares de cebadores cuyo uso había sido previamente descrito 

en técnicas de RT-PCR en tiempo real, llevándose a cabo una optimización de las 

concentraciones y de las temperaturas a fin de facilitar la ejecución de los protocolos a nivel 

laboratorial, obteniéndose resultados satisfactorios para seis citoquinas (IFNγ, TNFα, IL2, IL4, 

IL10, IL12) y dos genes de expresión constante (GAPDH,  β- Actina). Así, cabe destacar la 

utilización de dos temperaturas de anillamiento diferentes, lo que ha permitido la utilización de 

un mismo programa para la realización de las PCRs de tres citoquinas y de un gen de 
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expresión constante simultáneamente. De las 5 parejas de cebadores descritas para PCR en 

tiempo real, 4 (β-Actina, IL2, IL10 e IL12) habían sido diseñadas para bovino aunque, con 

posibilidades de uso también en ovino (Konnai et al., 2003), posibilidad que nuestros resultados 

han demostrado.  

La elección de las parejas de cebadores para los genes de expresión constante 

(GAPDH, β-Actina) se realizó teniendo en cuenta su temperatura de anillamiento (60ºC y 55ºC), 

a fin de facilitar la realización del máximo número de PCRs reduciendo así el trabajo a realizar. 

Se trataba de dos de los genes de expresión constante más utilizados en los estudios de 

cuantificación de expresión de genes (Vandesompele et al., 2002; Huggett et al., 2005), hecho 

que fue tenido en cuenta a la hora de su elección. Es un hecho conocido que su expresión 

podría variar y, por tanto, dar lugar a resultados erróneos en la cuantificación (Glare et al., 

2002; Li et al., 2005).  

V.2.2. PUESTA A PUNTO DE LA CITOMETRÍA 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 llevó a cabo utilizando soluciones de lisis y de fijación comerciales 

(solución lisante FACS
®
 y cell FIX

®
 Becton-Dickinson), lo que permitió el almacenamiento de 

las muestras (48h a 4ºC) una vez procesadas. De esta manera se evitaron variaciones en el 

procesado de las muestras, a la vez que se estandarizaron protocolos que permitirían la 

comparación de muestras tomadas a lo largo del ensayo in vivo con vacunas. El protocolo 

estandarizado elegido para nuestro estudio minimizó la manipulación de las muestras, a la vez 

que redujo la cantidad de sangre necesaria durante la técnica. 

Los anticuerpos seleccionados no sólo 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).  

Además, estos anticuerpos han sido utilizados para diferentes técnicas, que van desde 

la citometría de flujo hasta el  estudio histoquímico en tejidos bovinos fijados e incluidos en 

parafina (Gutierrez et al., 1999). 

En el caso de la identificación de los linfocitos T-γδ, se utilizaron dos anticuerpos 

diferentes, puesto que existen dos sub-poblaciones de este tipo celular en rumiantes, siendo la 

población minoritaria la equivalente a los linfocitos T-γδ 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, población celular no 

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

En estudios previos se ha analizado por citometría de flujo la evolución de las 

poblaciones CD4 y CD8 en ovino y bovino tras la infección con el virus de la LA (Ellis et al., 

1990), también se he estudiado la respuesta en forma de células CD8 en los nódulos linfáticos 

regionales tras la infección con LA en terneros (Barratt-Boyes et al., 1995). Incluso, se ha 

analizado la evolución de todos los tipos celulares estudiados en nuestro trabajo (CD4
+
, CD8

+
, 

CD25
+
, linfocitos B, monocitos y linfocitos T-γδ) tras la inoculación 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 evolución de éstas seis poblaciones celulares del sistema inmune 

simultáneamente, 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 IN 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), así como tras la inmunización 

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 evolución de poblaciones celulares 

inmunocompetentes tras la exposición al virus de la LA, resultando escasos los trabajos en los 

que se afronta el estudio de dichos parámetros tras la aplicación 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 evolución de dichos parámetros, estableciendo una 

base sólida para futuras investigaciones en las que se deberían evaluar un mayor número de 

animales y muestras. 

Como ya hemos indicado con anterioridad, durante la realización de este trabajo tan 

sólo se analizó la evolución de la expresión de genes que codifican para citoquinas en 11 de 

las 20 ovejas vacunadas con VLPs, así como en las 6 ovejas repartidas entre los dos grupos 

control (E y F). Asimismo, se decidió no llevar a cabo dicho estudio de expresión 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 

expresión de IL2, IL12, IFNγ tras el desafío 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 ejecución de los ensayos in vivo, se llevó 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 límites fisiológicos 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 población celular, que distintos 

trabajos sitúan alrededor del 10% de las PBMC (Bujdoso et al., 1993)   

De manera fisiológica la población de linfocitos T-γδ muestra unos rangos muy 

variables, que van desde el 18 o 20% del total de linfocitos señalado 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
+
) sólo 

marcó al 1% de las PBMCs, mientras que el otro se unió 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 población de linfocitos B, los valores obtenidos (22.27%) se 

situaron dentro del rango fisiológico esperado, aunque debe recordarse que se trata de una 

población muy variable, cuyos porcentajes pueden oscilar entre 11 - 50%, y donde  podemos 

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

Finalmente señalar que los resultados obtenidos tras el marcaje de la población de 

monocitos circulantes con el anticuerpo anti-CD14 (4.21%) se situaron dentro de los valores 

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

Las pequeñas variaciones en los porcentajes de algunas de las subpobalciones 

celulares estudiadas con respecto a valores previamente señalados, podrían ser atribuidas a 

distintos factores como la afinidad de los anticuerpos empleados, los protocolos de marcaje, el 

citómetro 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 vacunación de los animales del grupo A provocó un incremento de la expresión de  

de IL2, IFNγ y TNFα, expresión que se mantuvo positiva para estas citoquinas durante la mayor 

parte del experimento, destacando de nuevo el incremento observado tras la revacunación, así 

como el mantenimiento de dichos niveles de expresión hasta el final del experimento. Sin 

embargo, los niveles de expresión de IL10 e IL12 apenas mostraron cambios relevantes a lo 
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largo del experimento, siendo únicamente destacable un ligero descenso observado en la 

expresión de IL12 tras la revacunación. Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de 

un perfil de citoquinas asociado con una respuesta inmune de tipo 1 (Th1) que favorecería, 

además, la activación de los linfocitos T reguladores CD25+, subpoblación celular cuya 

inducción estaría asociada con la activación de una respuesta de tipo celular tras la vacunación 

(Bujdoso et al., 1993; Zhu y Paul, 2008). Así, además de la capacidad de las vacunas VLPs de 

inducir una RI  basada en la producción de anticuerpos (Pearson y Roy, 1993; Roy, 2003), 

nuestros resultados, acordes con trabajos previos (Roy et al., 1992; Noad y Roy, 2003), 

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

Tanto el IFNγ como la IL2, destacan por su capacidad para estimular el crecimiento, 

proliferación y actividad citotóxica de los linfocitos T (Mosmann y Sad, 1996; Stasny et al., 

2001), favoreciendo así la proliferación de células B y la estimulación de la producción de 

inmunoglobulinas (Boehm et al., 1997; Samuel, 2001). En este sentido cabe destacar la 

capacidad del IFNγ para inducir un efecto autocrino sobre la síntesis de IL2, así como el efecto 

sinérgico existente entre el IFNγ y el TNFα (Bach et al., 1997; Van Reeth et al., 1998). Por 

tanto, el incremento en la expresión de estas citoquinas observado en la primera etapa del 

experimento tras la vacunación, junto al incremento de linfocitos T CD25
+
, influiría en la 

temprana respuesta de anticuerpos frente al virus de la LA detectada transcurridos 10 días de 

la vacunación mediante la técnica de ELISA de doble reconocimiento. Así, nuestros resultados 

ponen de manifiesto el importante papel desempeñado por ciertas citoquinas en la activación 

de la RI celular y en la posterior RI humoral protectora generada tras la aplicación, en ovejas, 

de una vacuna monovalente VLP frente al serotipo 1.  

El importante papel que podría desempeñar 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 específica en 

forma de anticuerpos neutralizantes tras la vacunación, como se comprobó 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 implicaría 

ausencia de protección frente al virus (Eschbaumer et al., 2009; Savini et al., 2009). 

Finalmente cabría destacar que, en inoculaciones experimentales previas llevadas a 

cabo en animales no vacunados (Foster et al., 1991), se había señalado una caída en los 

niveles de IFNγ alrededor da la segunda semana tras la inoculación. Sin embargo, nuestros 

resultados mostraron los mayores niveles de expresión para esta citoquina precisamente en la 

etapa final del experimento, tras el desafío con el virus de la LA. El mantenimiento de los 

niveles de expresión de esta citoquina hacia el final del experimento podría, por tanto, atribuirse 

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

En las ovejas vacunadas con la vacuna bivalente VLP frente a los serotipos 1 y 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 expresión de IL12 tras la 

vacunación y revacunación, así como un aumento de IL2 tras la revacunación.  

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 activación de 

una respuesta de tipo celular tras la vacunación (Bujdoso et al., 1993; Zhu y Paul, 2008). Dicha 

activación sería atribuible a la IL12, citoquina con una importante capacidad de estimulación de 

la respuesta inmune Th1, en la que participaría estimulando la diferenciación de las células T 

colaboradoras y la inducción de IL2 por dichas células (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995, 

1997). Por tanto, la IL12 podría ser responsable de la activación de los linfocitos T reguladores 

CD25+, pese a la ausencia de un incremento en la expresión de otras citoquinas relacionadas 

con la RI Th1 (IFNγ o TNFα) tras la vacunación.  

Asimismo, el incremento en la expresión de IL12 tras la revacunación podría estimular 

el incremento de IL2 observado también tras la revacunación 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) alcanzaría sus niveles máximos de expresión tras el desafío, 

pudiendo también influir el virus inoculado en el incremento observado en esta fase final del 

experimento, fenómeno que ha sido señalado en trabajos previos, donde animales previamente 

inmunizados mostraron un incremento en la producción de IL2 tras la exposición al virus de la 

LA (Umeshappa et al., 2010). 

Estos resultados ponen una vez más en evidencia que el incremento en la expresión de 

estas citoquinas, y en especial de la IL12, observado en la primera etapa del experimento tras 

la inmunización, junto al incremento de linfocitos T CD25
+
, influiría en la temprana respuesta de 

anticuerpos frente al virus de la LA detectada mediante técnicas de ELISA a los 10 días del 

experimento. 

V.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 protección específica conferida por este tipo de vacunas parece estar relacionada 

con el importante papel desempeñado por la VP2 en la estimulación de la inmunidad protectora 

mediada por linfocitos B y linfocitos T (Takamatsu et al., 1990; Andrew et al., 1995). No 

obstante, los mecanismos inmunológicos involucrados en la protección observada en los 

animales vacunados, incluido el posible papel de la RI celular, permanecen sin aclarar. 
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14 días después de la vacunación, una respuesta de anticuerpos específica frente al 

virus LA fue observada en todas las ovejas del grupo D, la cual se mantendría hasta el final del 

experimento. Ésta respuesta de anticuerpos se presentó como la principal responsable de la  

protección de las ovejas frente al virus de la LA. Los resultados obtenidos en este trabajo 

estarían en concordancia con los obtenidos en estudios previos, donde los anticuerpos 

específicos detectados mediante ELISA tras la administración de una vacuna inactivada frente 

al virus de la LA en ovejas, mostraron una evolución similar a la de los anticuerpos  

neutralizantes con capacidad protectora frente al virus (Savini et al., 2008; Oura et al., 2009), 

cuya evolución 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 vacunación y tras la revacunación, no estuvo relacionada con incrementos en las 

poblaciones de células T (CD4
+
, CD8

+
 y WC1

+
), ni con cambios en las células reguladoras 

CD25
+
. Además, tampoco se observaron cambios significativos en la población de monocitos 

(CD14
+
). 

 

La falta de una respuesta mediada por células tras la vacunación y la revacunación 

observada en este grupo de animales, podría ser atribuida a los diferentes componentes de la 

vacuna, en la cual el virus inactivado estuvo acompañado de adyuvante que contenía  aluminio 

en su composición. Estos adyuvantes retrasan la eliminación de antígenos tras la 

administración de la vacuna, prologando por tanto el estímulo antigénico. Además, 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 antígeno tras la exposición al virus de la LA, atenuado o inactivado, 

presente en las vacunas (Cresswell y Lanzavecchia, 2001; Singh y O'Hagan, 2003), podría 

explicar la moderada participación de la respuesta mediada por células tras la vacunación y la 

revacunación, así 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 mayoría de los antígenos sin 

necesidad de procesamiento previo, y ciertos antígenos pueden provocar la formación de 

anticuerpos en ausencia de células T auxiliares, proporcionando una señal suficiente que 

favorezca la proliferación y diferenciación de células B hacia células plasmáticas productoras 

de anticuerpos (Gold, 2002; Tizard, 2009e). Este hecho podría explicar por qué el aumento 
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significativo de los linfocitos B observado tras la vacunación y la revacunación estaría 

relacionado con un aumento de anticuerpos específicos frente al virus de la LA. 

Tras el desafío, no se detectó ARN vírico en las ovejas del grupo D, lo que confirmaría 

la protección específica inducida por la respuesta de anticuerpos. De hecho, la respuesta de 

anticuerpos después de la exposición al virus, fue significativamente superior que la observada 

tras la revacunación, y éste aumento se asoció 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 antígeno y de interacción 

celular, donde juega un papel clave en la activación de células T mediada por monocitos 

(Andrew et al., 1995; Antal-Szalmas, 2000). Además junto con las células dendríticas (Hemati 

et al., 2009), los monocitos-macrófagos juegan un importante papel en los procesos de  

presentación de antígeno, así como en la propagación del virus LA durante la infección 

(Barratt-Boyes et al., 1995; Sánchez-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 interacción con antígenos (Bujdoso et al., 

1993; Zhu y Paul, 2008). Por lo tanto, el aumento de monocitos CD14
+
 y de células reguladoras 

CD25
+
 observado tras el desafío con el virus LA1 podría co-estimular a las células B, 

favoreciendo así su activación, proliferación y diferenciación hacía células plasmáticas 

productoras de anticuerpos. 

 

Finalmente, tras el desafío con LA 1, se observó un aumento de linfocitos T CD8
+
, que 

llegó a ser significativo hacia el final del ensayo. Aumentos similares en linfocitos T CD8
+
 y en 

la expresión de IL2, asociados ambos con un aumento en la expresión de CD25
+
, han sido 

descritos tras la exposición de ovejas vacunadas frente a LA1 (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). Así, la activación y proliferación de linfocitos TCD8
+
, que 

desempeñan un papel clave en la respuesta Th1, también puede estar asociada con el 

aumento de monocitos CD14
+
 y de células reguladoras CD25

+
 observado tras del desafío. 

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 inoculación de dicho serotipo provocó, principalmente, un incremento en la expresión de IL2 

e IL12. Además, 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  Th1. Dada 

la capacidad pro-inflamatoria y pirógena de la IL12 (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995, 

1997), su incremento podría estar relacionado con el aumento de la temperatura y el 

incremento de sintomatología clínica observada en estos animales durante este periodo. 
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Los incrementos en la expresión de estas citoquinas, se vieron acompañados de 

incrementos en los porcentajes de linfocitos T CD4
+
, TCD8

+
 y Tγδ (TCR1-N6), los cuales 

alcanzaron sus valores máximos entre los 54 y 58 días del experimento, no observándose 

cambios reseñables en el resto de poblaciones celulares del sistema inmune estudiadas 

(linfocitos T reguladores CD25
+
, monocitos CD14

+
 y linfocitos B). Por tanto, la inoculación del 

virus indujo un incremento en la expresión de citoquinas asociadas con una respuesta Th1 que 

favorecería un incremento de la sintomatología clínica, así como una respuesta de tipo celular 

en la que participarían células T con capacidades reguladoras y citotóxicas, y cuyo objetivo 

sería el control de la infección (Germain, 1994; Jondal et al., 1996).  

A partir de los 58 días del experimento (10 días después de la inoculación), se detectó 

una respuesta de anticuerpos mediante el ELISA de doble reconocimiento que se mantendría 

hasta el final del ensayo. Dicha respuesta de anticuerpos coincidió con la descrita en trabajos 

previos en los que la presencia de anticuerpos frente a VP7 en animales no vacunados se 

detectó en las primeras semanas tras la inoculación (Wade-Evans et al., 1996; Koumbati et al., 

1999; Oura et al., 2009). La instauración de esta respuesta humoral podría estar relacionada 

con la respuesta celular previamente observada, la cual podría ejercer su capacidad para 

estimular la producción de inmunoglobulinas (Mosmann y Sad, 1996; Stasny et al., 2001).  Fue 

a partir de esta fecha cuando los niveles de expresión del virus en sangre comenzaron a 

disminuir, lo que evidencia la efectividad de la respuesta humoral y el papel desempeñado por 

la respuesta celular en la regulación y activación de la misma. Además, cabe destacar que la 

máxima expresión de IL10, citoquina reguladora con efectos anti-inflamatorios, así como con 

capacidad para desactivar la RI celular (Hawrylowicz and O'Garra, 2005), se produjo al final del 

experimento, una vez superada la fase clínica 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, 

resultó destacable el incremento observado en la expresión de IFNγ, IL2 e IL12, así  como de 

TNFα entre 5 y 6 días después de la inoculación (días 53-54), poniéndose de manifiesto la 

existencia de una respuesta de citoquinas asociadas con una RI de tipo Th1, así como un 

predomino de citoquinas con propiedades proinflamatorias. La presencia de estas citoquinas 

sería la responsable tanto del incremento de la temperatura como de la aparición de síntomas 

característicos de la LA (Channappanavar et al., 2011), cambios clínicos que en ambos casos 

fueron menos intensos que los observados en los animales inoculados frente al serotipo 1. 

Dichas diferencias sólo pudieron atribuirse a los menores niveles de expresión de IL12 

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 

(TNFα e IFNγ) mostraron unos niveles de expresión similares o incluso superiores, lo que pone 

de manifiesto el importante papel de la IL12 tanto en la inducción de la respuesta inflamatoria 

como en la regulación de la RI de tipo th1 (Trinchieri et al., 1992; Trinchieri, 1995, 1997).  
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Como en el resto de grupos, la detección de anticuerpos específicos frente al virus de 

la LA mediante el kit de doble reconocimiento fue posible en fechas más tempranas del 

experimento que con el ELISA de competición, mostrando éste último 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 detectó mediante el 

ELISA de doble reconocimiento a partir de los 58 días del experimento (10 días después de la 

inoculación), 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 más 

moderada, donde ciertas citoquinas presentaron unos niveles de expresión más bajos, podría 

influir en el establecimiento, así como en la intensidad y eficacia, de la respuesta humoral 

generada frente al virus. 

V.2.3.4. COMPARACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE OBSERVADA EN LOS DISTINTOS 

GRUPOS 

La aparición de fiebre como consecuencia de la vacunación con la vacuna inactivada, 

puede tener más relación con los adyuvantes, que con el propio virus, pues al ser inactivadas 

no existe replicación y por tanto no es esperable la aparición de fiebre (Foster et al., 1991). 

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

Atendiendo a la evolución 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, IFNγ tras la vacunación en el grupo A, el aumento de IL12 tras 

vacunación en el grupo B, o el estímulo de TNFα tras el desafío en el animal del grupo C, lo 

que si se observa en todos los casos es la importancia de la IL2 tras el desafío. Además, 

parece evidente que tanto la VLP monovalente como la VLP bivalente, han sido capaces de 

estimular la RI celular. En ambos casos la evolución de la IL2 y de la población 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 expresión de IL2 tras el desafío en los animales vacunados podría 

además estar relacionado con un proceso de sensibilización previa como se ha comprobado en 

estudios previos (Umeshappa et al., 2010; Umeshappa et al., 2011a). La estimulación de la 

expresión de esta citoquina fue observada también en los controles tras el desafío, lo que 

evidencia la importancia de esta citoquina no sólo en respuesta al desafío 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 RI celular (García Cabrera, 2006), 

siendo una útil herramienta en el estudio de la RI por su importancia en la repuesta de los 

linfocitos T tras la exposición al antígeno (Buchan et al., 1991). La cinética de la IL2 observada 

en los animales vacunados con VLP monovalente, así como la observada en la IL12 en los 

vacunados con VLP bivalente, muestran una vez más 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 sólo en la importancia de una, la IL2. Esto se debe, 

entre otros posibles factores, a que se trata de un número pequeño de animales para tratar de 

hacer análisis estadísticos. Por otro lado, existe gran variabilidad en la RI dependiente del 

individuo. A esto se une, la variabilidad observada en los análisis debida a variaciones en la 

expresión de los genes de expresión constante, que pueden haber provocado variaciones 

erróneas en los valores de la expresión de citoquinas (Schmittgen y Zakrajsek, 2000; Glare et 

al., 2002). 

La utilización de adyuvantes en las vacunas está encaminada a favorecer la 

estimulación del sistema inmune, de hecho se sabe que en casos de adyuvantes tipo 

agua/aceite/agua estos favorecen la RI 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 

administró el adyuvante de las VLPs, la evolución de las citoquinas previa al desafío sea 

consecuencia de la estimulación del adyuvante. Si bien, esto complica la comparación con los 

grupos vacunados, pues no parece lógico que los niveles de expresión sean superiores en los 

controles que en los animales vacunados, como sucede con el caso del IFNγ en el grupo E, 

siendo además una citoquina de RI celular más que de RI humoral que es la que se supone 

estimula adyuvante empleado. 

Entre los grupos vacunados cabe recordar que la IL2 se estimuló tras las dos 

vacunaciones sólo en el grupo A, fallando esta estimulación en alguna de las vacunaciones en 

los grupos B y C. El aumento de CD25
+
 en el grupo A presentó buena concordancia con la 

expresión del ARNm que codifica para IL2, no sucediendo lo mismo en el grupo B que presentó 

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 podía esperar de estos análisis, la citoquina más enfocada a la 

producción de anticuerpos por su papel en la RI humoral, la IL4 no produjo ningún incremento 

significativo. Aunque ésta falta de respuesta se debió a la ausencia de amplificación de las 

muestras obtenidas el día 0, por tanto la ausencia de calibrador en relación al cual analizar  un 

posible incremento impidió 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 estimuló la población de células que presentan receptor de IL2, 

es decir, que tanto en los grupos A y B como en el D, la vacunación indujo una RI de tipo 

celular.  
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En el caso de la vacuna inactivada no sólo se observó el estimulo de la RI celular, sino 

que la evolución de los linfocitos B, implicó la demostración de la estimulación de la RI humoral. 

Pero no cabe pensar que las VLPs no hayan estimulado la RI humoral, pues en realidad tanto 

con las VLPS, como con la vacuna inactivada, se ha comprobado que la producción de 

anticuerpos fue efectiva desde el día 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 desafío, aunque en el caso de los animales vacunados con VLP se han 

observado excepciones en los grupos A y C, en los que se obtuvieron sólo algunos resultados 

positivos a la RT-PCR de manera excepcional (3/20) y con posible viremia sólo en el animal 

que murió (5C). Estos resultados indican la capacidad que presentan ambos tipos de vacunas 

para generar una RI suficiente que protege a los animales frente al desafío con virus homólogo 

virulento. 

La evolución de los grupos control, demuestra una vez más, la variabilidad en la RI de 

ovejas frente al virus, así como una diferencia en la capacidad patógena entre serotipos 

observadose una  mayor capacidad  patógena del serotipo 1, que podría  estar relacionada con 

la mayor expresión de IL12 observada en los animales inoculados con el serotipo 1 en 

comparación con aquellos 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 (Sánchez-Vizcaíno, 2006), 

los resultados obtenidos mostraron que ambos tipos de RI han sido estimulados tanto con las 

VLPs como con la vacuna inactivada. En el caso de la vacuna inactivada, puede deberse a la 

inclusión de adyuvantes pues el hidróxido de aluminio favorece la RI celular, gracias a la 

liberación lenta de los antígenos, favoreciendo la quimiotaxis y la presentación de antígeno 

(Sánchez-Vizcaíno, 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 

estimulación de ambos tipos de respuesta ya había sido descrita (Pearson y Roy, 1993; Noad y 

Roy, 2003). 
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PRIMERA 

Las RT-PCR en tiempo real adaptadas en este trabajo permiten cuantificar la expresión de 

TNFα, IFNγ, IL2, IL4, IL10 e IL12 a partir de muestras sanguíneas 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 TNFα, IFNγ, 

IL2, IL4, IL10 and IL12 from blood samples in animals immunized with VLPs as in those 

infected with the BT virus. 

PREMIÈRE 

Les RT-PCRs en temps réel adaptées dans cette étude permettent de quantifier l'expression de 

TNFα, IFNy, IL2, IL4, IL10 et IL12  à 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 correlación entre la temperatura rectal y la temperatura ocular obtenida 

mediante termografía 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). 

DEUXIÈME 

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 fièvre catarrhale du 

mouton (r = 0.7). 
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TERCERA 

Las vacunas utilizadas en este estudio indujeron una respuesta de anticuerpos específicos 

frente al virus de la LA tras la primera vacunación, tanto en animales vacunados con 

monovalente (VLP e inactivada) como con vacuna VLP bivalente, no generando sintomatología 

secundaria a la vacunación, a excepción de la aparición de fiebre 24 horas después de cada 

vacunación (40.07ºC y 40.2ºC) 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 º C and 40.2 ° C) in animals vaccinated 

with inactivated vaccine (Zulvac BTV1). 

TROISIÈME 

Les vaccins utilisés dans cette étude ont induit une réponse d’ anticorps spécifiques contre le 

virus de fièvre catarrhale du mouton après la première vaccination chez les animaux vaccinés 

avec le vaccin monovalent (VLP et inactivé) et chez ceux vaccinés par le vaccin VLP bivalent, 

sans générer de symptômes secondaires liés à la vaccination, à l'exception de l'apparition de 

fièvre 24 heures après chaque vaccination (40.07 º 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 

impidió la replicación del virus y su diseminación sanguínea, así como la aparición de 

sintomatología, lesiones macroscópicas e histopatológicas compatibles con LA tras el desafío 

con el virus homólogo 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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QUATRIÈME 

Le vaccin inactivé (Zulvac LA1) et les vaccins VLPs, ont induit une réponse immunitaire efficace 

qui a empêché la réplication du virus et sa propagation dans le sang, ainsi que l'apparition des 

symptômes, et des lésions macroscopiques et histopathologiques compatibles avec la FCM 

après défi face au virus virulent homologue. 

 

QUINTA 

Las vacunas VLPs produjeron una RI de tipo 1 (Th1) estimulando la vacuna VLP monovalente 

(LA1) la expresión de IL2 y la vacuna bivalente (LA1 y LA 4)  la expresión de IL12. Asimismo, 

se produjo tras la vacunación con ambas VLPs la activación de los linfocitos que presentan en 

su membrana el receptor para IL2 (linfocitos T reguladores CD25
+
), siendo esta activación 

mayor con la VLP monovalente que con la VLP bivalente. 

FIFTH 

VLP vaccines produced a Th1 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. 

CINQUIÈME 

Les vaccins VLPs ont produit une réponse immunitaire de type 1 (Th1) puisque le vaccin VLP 

monovalent (BTV1) a stimulé l'expression de l'IL2 et le vaccin bivalent (BTV1 et BTV4) a stimulé 

l'expression de l'IL12. Il s’est également produit, après la vaccination avec ces deux VLPs, 

l'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 vacunación con Zulvac LA1 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 observó 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. 

SIXIÈME 

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. 

 

SÉPTIMA 

A diferencia de los sucedido en los animales vacunados con VLPs, tras el desafío con el virus 

homólogo 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 detección de ARN vírico 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. 

SEPTIÈME 

A la différence de ce qui a été observé dans le cas des animaux vaccinés avec des VLPs, 

après 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 à 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 l'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 síntomas clínicos, lesiones macroscópicas e 

histopatológicas compatibles con LA, presentado un cuadro más 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. 

HUITIÈME 

Le groupe de contrôle 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 fièvre 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 más intensa la respuesta celular observada con la vacuna VLP monovalente que con la 

VLP bivalente. La RI estimulada por las tres vacunas confiere protección suficiente a los 

animales para enfrentarse a un desafío con el virus homólogo 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. 

NEUVIÈME 

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 confère une protection suffisante aux 

animaux pour qu’ils fasse face à 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. 

 



  Bibliografía 

167 

 

VII. BIBLIOGRAFÍA 

Abbas, A., Lichtman, AH:, 2003a, Citocinas, In:   Inmunología celular y molecular. Elsevier España SA., 
Madrid, pp. 243-274. 

Abbas, A., Lichtman, AH:, 2003b, Células y tejidos del Sistema Inmunitario, In:   Inmunología celular y 
molecular. Elsevier España SA., Madrid, pp. 16-40. 

Afshar, A., Thomas, F.C., Wright, P.F., Shapiro, J.L., Anderson, J., 1989, Comparison of competitive ELISA, 
indirect ELISA and standard AGID tests for detecting blue-tongue virus antibodies in cattle and 
sheep. Vet Rec 124, 136-141. 

Aguero, M., Arias, M., Romero, L.J., Zamora, M.J., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2002, Molecular 
differentiation between NS1 gene of a field strain Bluetongue virus serotype 2 (BTV-2) and NS1 
gene of an attenuated BTV-2 vaccine. Vet Microbiol 86, 337-341. 

Alba, A., Casal, J., Domingo, M., 2004, Possible introduction of bluetongue into the Balearic Islands, 
Spain, in 2000, via air streams. Vet Rec 155, 460-461. 

Alexander, K.A., MacLachlan, N.J., Kat, P.W., House, C., O'Brien, S.J., Lerche, N.W., Sawyer, M., Frank, 
L.G., Holekamp, K., Smale, L., et al., 1994, Evidence of natural bluetongue virus infection among 
African carnivores. Am J Trop Med Hyg 51, 568-576. 

Allepuz, A., Garcia-Bocanegra, I., Napp, S., Casal, J., Arenas, A., Saez, M., Gonzalez, M.A., 2010, 
Monitoring bluetongue disease (BTV-1) epidemic in southern Spain during 2007. Prev Vet Med 
96, 263-271. 

ANCGM. 2011. http://www.razamerina.com/laraza/laraza.html (Madrid). 

Anderson, E.C., Rowe, L.W., 1998, The prevalence of antibody to the viruses of bovine virus diarrhoea, 
bovine herpes virus 1, rift valley fever, ephemeral fever and bluetongue and to Leptospira sp in 
free-ranging wildlife in Zimbabwe. Epidemiol Infect 121, 441-449. 

Anderson, G.A., Stott, J.L., Gershwin, L.J., Osburn, B.I., 1987, Identification of bluetongue virus-specific 
immunoglobulin E in cattle. J Gen Virol 68 ( Pt 9), 2509-2514. 

Andrew, M., Whiteley, P., Janardhana, V., Lobato, Z., Gould, A., Coupar, B., 1995, Antigen specificity of 
the ovine cytotoxic T lymphocyte response to bluetongue virus. Vet Immunol Immunopathol 
47, 311-322. 

Antal-Szalmas, P., 2000, Evaluation of CD14 in host defence. Eur J Clin Invest 30, 167-179. 

Arenas, A.J., Gomez, F., Salas, R., Carrasco, P., Borge, C., Maldonado, A., O'Brien, D.J., Martinez-Moreno, 
F.J., 2002, An evaluation of the application of infrared thermal imaging to the tele-diagnosis of 
sarcoptic mange in the Spanish ibex (Capra pyrenaica). Vet Parasitol 109, 111-117. 

Arjona, A., 2006, Células implicadas en la Respuesta Inmune, In:   Manual de Inmunologia Veterinaria. 
Pearson Educación S.A., Madrid, pp. 41-62. 

Arora, S.K., 2002, Analysis of intracellular cytokines using flowcytometry. Methods Cell Sci 24, 37-40. 

Aucouturier, J., Dupuis, L., Ganne, V., 2001, Adjuvants designed for veterinary and human vaccines. 
Vaccine 19, 2666-2672. 

Bach, E.A., Aguet, M., Schreiber, R.D., 1997, The IFN gamma receptor: a paradigm for cytokine receptor 
signaling. Annu Rev Immunol 15, 563-591. 

http://www.razamerina.com/laraza/laraza.html


Bibliografía   

168 

 

Barratt-Boyes, S.M., Rossitto, P.V., Stott, J.L., MacLachlan, N.J., 1992, Flow cytometric analysis of in vitro 
bluetongue virus infection of bovine blood mononuclear cells. J Gen Virol 73 ( Pt 8), 1953-1960. 

Barratt-Boyes, S.M., Rossitto, P.V., Taylor, B.C., Ellis, J.A., MacLachlan, N.J., 1995, Response of the 
regional lymph node to bluetongue virus infection in calves. Vet Immunol Immunopathol 45, 
73-84. 

Batten, C.A., Maan, S., Shaw, A.E., Maan, N.S., Mertens, P.P., 2008, A European field strain of 
bluetongue virus derived from two parental vaccine strains by genome segment reassortment. 
Virus Res 137, 56-63. 

Belhouchet, M., Mohd Jaafar, F., Firth, A.E., Grimes, J.M., Mertens, P.P., Attoui, H., 2011, Detection of a 
fourth orbivirus non-structural protein. PLoS One 6, e25697. 

Belyaev, A.S., Roy, P., 1993, Development of baculovirus triple and quadruple expression vectors: co-
expression of three or four bluetongue virus proteins and the synthesis of bluetongue virus-like 
particles in insect cells. Nucleic Acids Res 21, 1219-1223. 

Birner, J., Garnet, J.R., 1964, Thimerosal as a Preservative in Biological Preparations. 3. Factors Affecting 
the Concentration of Thimerosal in Aqueous Solutions and in Vaccines Stored in Rubber-
Capped Bottles. J Pharm Sci 53, 1424-1426. 

Biron, C.A., 1998, Role of early cytokines, including alpha and beta interferons (IFN-alpha/beta), in 
innate and adaptive immune responses to viral infections. Semin Immunol 10, 383-390. 

Bitar, D., Goubar, A., Desenclos, J.C., 2009, International travels and fever screening during epidemics: a 
literature review on the effectiveness and potential use of non-contact infrared thermometers. 
Euro Surveill 14. 

Blacksell, S.D., Lunt, R.A., 1996, A simplified fluorescence inhibition test for the serotype determination 
of Australian bluetongue viruses. Aust Vet J 73, 33-34. 

Blanco Gutierrez, M., 2006, Inmunidad frente a virus, In:   Manual de Inmunologia Veterinaria. Pearson 
Educación S.A., Madrid. 

Boehm, U., Klamp, T., Groot, M., Howard, J.C., 1997, Cellular responses to interferon-gamma. Annu Rev 
Immunol 15, 749-795. 

Boone, J.D., Balasuriya, U.B., Karaca, K., Audonnet, J.C., Yao, J., He, L., Nordgren, R., Monaco, F., Savini, 
G., Gardner, I.A., Maclachlan, N.J., 2007, Recombinant canarypox virus vaccine co-expressing 
genes encoding the VP2 and VP5 outer capsid proteins of bluetongue virus induces high level 
protection in sheep. Vaccine 25, 672-678. 

Boppana, D.K., Dhinakar Raj, G., John, L., Wikel, S.K., Latha, B.R., Gomathinayagam, S., 2004, In vivo 
immunomodulatory effects of ixodid ticks on ovine circulating T- and B-lymphocytes. Parasite 
Immunol 26, 83-93. 

Bowen, R.A., Howard, T.H., Entwistle, K.W., Pickett, B.W., 1983, Seminal shedding of bluetongue virus in 
experimentally infected mature bulls. Am J Vet Res 44, 2268-2270. 

Bowen, R.A., Howard, T.H., Pickett, B.W., 1985, Seminal shedding of bluetongue virus in experimentally 
infected bulls. Prog Clin Biol Res 178, 91-96. 

Breard, E., Pozzi, N., Sailleau, C., Durand, B., Catinot, V., Sellem, E., Dumont, P., Guerin, B., Zientara, S., 
2007, Transient adverse effects of an attenuated bluetongue virus vaccine on the quality of ram 
semen. Vet Rec 160, 431-435. 



  Bibliografía 

169 

 

Brodersen, R., Bijlsma, F., Gori, K., Jensen, K.T., Chen, W., Dominguez, J., Haverson, K., Moore, P.F., 
Saalmuller, A., Sachs, D., Slierendrecht, W.J., Stokes, C., Vainio, O., Zuckermann, F., Aasted, B., 
1998, Analysis of the immunological cross reactivities of 213 well characterized monoclonal 
antibodies with specificities against various leucocyte surface antigens of human and 11 animal 
species. Vet Immunol Immunopathol 64, 1-13. 

Brunda, M.J., 1994, Interleukin-12. J Leukoc Biol 55, 280-288. 

Buchan, G.S., Grimmett, D.J., Griffin, J.F., 1991, Cervine T-lymphocyte growth factors and their 
measurement in tuberculosis. Vet Immunol Immunopathol 29, 115-126. 

Budhia, S., Haring, L.F., McConnell, I., Blacklaws, B.A., 2006, Quantitation of ovine cytokine mRNA by 
real-time RT-PCR. J Immunol Methods 309, 160-172. 

Bujdoso, R., Lund, B.T., Evans, C.W., McConnell, I., 1993, Different rates of interleukin 2 receptor 
expression by ovine gamma/delta and alpha/beta T cells. Vet Immunol Immunopathol 39, 109-
114. 

Bustin, S.A., 2000, Absolute quantification of mRNA using real-time reverse transcription polymerase 
chain reaction assays. J Mol Endocrinol 25, 169-193. 

Bustin, S.A., 2002, Quantification of mRNA using real-time reverse transcription PCR (RT-PCR): trends 
and problems. J Mol Endocrinol 29, 23-39. 

Bustin, S.A., Nolan, T., 2004, Pitfalls of quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain 
reaction. J Biomol Tech 15, 155-166. 

Calistri, P., Goffredo, M., Caporale, V., Meiswinkel, R., 2003, The distribution of Culicoides imicola in 
Italy: application and evaluation of current Mediterranean models based on climate. J Vet Med 
B Infect Dis Vet Public Health 50, 132-138. 

Calistri, P., Giovannini, A., Savini, G., Bonfanti, L., Cordioli, P., Lelli, R., Caporale, V., 2010, Antibody 
response in cattle vaccinated against bluetongue serotype 8 in Italy. Transbound Emerg Dis 57, 
180-184. 

Calvete, C., Miranda, M.A., Estrada, R., Borras, D., Sarto i Monteys, V., Collantes, F., Garcia-de-Francisco, 
J.M., Moreno, N., Lucientes, J., 2006, Spatial distribution of Culicoides imicola, the main vector 
of bluetongue virus, in Spain. Vet Rec 158, 130-131. 

Cámara-Pellisó, S., 2007. Evaluación de los oefectos inmunotoxicológicos de contaminates ambientales 
en las células del delfín mular Universidad Complutense de Madrid, Madrid. 

Caporale, V., Giovannini, A., Patta, C., Calistri, P., Nannini, D., Santucci, U., 2004, Vaccination in the 
control strategy of bluetongue in Italy. Dev Biol (Basel) 119, 113-127. 

Clavijo, A., Heckert, R.A., Dulac, G.C., Afshar, A., 2000a, Isolation and identification of bluetongue virus. J 
Virol Methods 87, 13-23. 

Clavijo, A., Munroe, F., Zhou, E.M., Booth, T.F., Roblesky, K., 2000b, Incursion of bluetongue virus into 
the Okanagan Valley, British Columbia. Can Vet J 41, 312-314. 

Coen, M.L., Ellis, J.A., O'Toole, D.T., Wilson, W.C., 1991, Cytokine modulation of the interaction between 
bluetongue virus and endothelial cells in vitro. Vet Pathol 28, 524-532. 

Comisión de la Unión Europea 2002. Decisión 2002/906/CE  por la que se modifica la Decisión 
2001/783/CE relativa a las zonas de protección y de vigilancia en relación con la fiebre catarral 
ovina en Italia (Diario Oficial de las Comunidades Europeas). 



Bibliografía   

170 

 

Consejo de la Unión Europea 2000. Directiva 2000/75 por la que se aprueban disposiciones específicas 
relativas a las medidas de lucha y erradicación de la fiebre catarral ovina (Diario Oficial de las 
Comunidades Europeas). 

Cowley, J.A., Gorman, B.M., 1987, Genetic reassortants for identification of the genome segment coding 
for the bluetongue virus hemagglutinin. J Virol 61, 2304-2306. 

Craig, N.M., Miller, H.R., Smith, W.D., Knight, P.A., 2007, Cytokine expression in naive and previously 
infected lambs after challenge with Teladorsagia circumcincta. Vet Immunol Immunopathol 
120, 47-54. 

Cresswell, P., Lanzavecchia, A., 2001, Antigen processing and recognition. Curr Opin Immunol 13, 11-12. 

Crick, F., 1970, Central dogma of molecular biology. Nature 227, 561-563. 

Cutuli de Simón, M., 2006, Inmunidad innata, In:   Manual de Inmunologia Veterinaria. Pearson 
Educación S.A., Madrid. 

Chaignat, V., Worwa, G., Scherrer, N., Hilbe, M., Ehrensperger, F., Batten, C., Cortyen, M., Hofmann, M., 
Thuer, B., 2009, Toggenburg Orbivirus, a new bluetongue virus: initial detection, first 
observations in field and experimental infection of goats and sheep. Vet Microbiol 138, 11-19. 

Channappanavar, R., Singh, K.P., Singh, R., Umeshappa, C.S., Ingale, S.L., Pandey, A.B., 2011, Enhanced 
proinflammatory cytokine activity during experimental bluetongue virus-1 infection in Indian 
native sheep. Vet Immunol Immunopathol. 

Chavez-Galan, L., Arenas-Del Angel, M.C., Zenteno, E., Chavez, R., Lascurain, R., 2009, Cell death 
mechanisms induced by cytotoxic lymphocytes. Cell Mol Immunol 6, 15-25. 

Chomczynski, P., Sacchi, N., 1987, Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 162, 156-159. 

D'Andrea, A., Aste-Amezaga, M., Valiante, N.M., Ma, X., Kubin, M., Trinchieri, G., 1993, Interleukin 10 
(IL-10) inhibits human lymphocyte interferon gamma-production by suppressing natural killer 
cell stimulatory factor/IL-12 synthesis in accessory cells. J Exp Med 178, 1041-1048. 

Dalod, M., Hamilton, T., Salomon, R., Salazar-Mather, T.P., Henry, S.C., Hamilton, J.D., Biron, C.A., 2003, 
Dendritic cell responses to early murine cytomegalovirus infection: subset functional 
specialization and differential regulation by interferon alpha/beta. J Exp Med 197, 885-898. 

Darpel, K., Monaghan, P., Anthony, SJ., Takamatsu, H., Mertens, PC., 2009, Bluetongue virus in the 
mammalian host and the induced immune response, In:  Mertens, P.P., Baylis, M., Mellor, P. 
(Ed.) Bluetongue. Academic Press, Saint Louis, pp. 265-284. 

Davidson, W.R., Crum, J.M., Blue, J.L., Sharp, D.W., Phillips, J.H., 1985, Parasites, diseases, and health 
status of sympatric populations of fallow deer and white-tailed deer in Kentucky. J Wildl Dis 21, 
153-159. 

Davies, F.G., Walker, A.R., 1974, The distribution in Kenya of bluetongue virus and antibody, and the 
Culicoides vector. J Hyg (Lond) 72, 265-272. 

Davis, W.C., Brown, W.C., Hamilton, M.J., Wyatt, C.R., Orden, J.A., Khalid, A.M., Naessens, J., 1996, 
Analysis of monoclonal antibodies specific for the gamma delta TcR. Vet Immunol 
Immunopathol 52, 275-283. 

De Clercq, K., Vandenbussche, F., Vandemeulebroucke, E., Vanbinst, T., De Leeuw, I., Verheyden, B., 
Goris, N., Mintiens, K., Meroc, E., Herr, C., Hooybergs, J., Houdart, P., Sustronck, B., De Deken, 



  Bibliografía 

171 

 

R., Maquet, G., Bughin, J., Saulmont, M., Lebrun, M., Bertels, G., Miry, C., 2008, Transplacental 
bluetongue infection in cattle. Vet Rec 162, 564. 

DeMaula, C.D., Leutenegger, C.M., Bonneau, K.R., MacLachlan, N.J., 2002, The role of endothelial cell-
derived inflammatory and vasoactive mediators in the pathogenesis of bluetongue. Virology 
296, 330-337. 

Desmecht, D., Bergh, R.V., Sartelet, A., Leclerc, M., Mignot, C., Misse, F., Sudraud, C., Berthemin, S., 
Jolly, S., Mousset, B., Linden, A., Coignoul, F., Cassart, D., 2008, Evidence for transplacental 
transmission of the current wild-type strain of bluetongue virus serotype 8 in cattle. Vet Rec 
163, 50-52. 

Di Emidio, B., Nicolussi, P., Patta, C., Ronchi, G.F., Monaco, F., Savini, G., Ciarelli, A., Caporale, V., 2004, 
Efficacy and safety studies on an inactivated vaccine against bluetongue virus serotype 2. Vet 
Ital 40, 640-644. 

Dinarello, C.A., 1984, Interleukin-1. Rev Infect Dis 6, 51-95. 

Du Toit, R., 1944, The transmission of bluetongue and horse-sickness by Culicoides. Onderstepoort J. 
Vet. Sci. Anim. Ind. 19, 7-16. 

Dunbar, M.R., Cunningham, M.W., Roof, J.C., 1998, Seroprevalence of selected disease agents from free-
ranging black bears in Florida. J Wildl Dis 34, 612-619. 

Eddy, A.L., Van Hoogmoed, L.M., Snyder, J.R., 2001, The role of thermography in the management of 
equine lameness. Vet J 162, 172-181. 

Elbers, A.R., Backx, A., Ekker, H.M., van der Spek, A.N., van Rijn, P.A., 2008, Performance of clinical signs 
to detect bluetongue virus serotype 8 outbreaks in cattle and sheep during the 2006-epidemic 
in The Netherlands. Vet Microbiol 129, 156-162. 

Elhmouzi-Younes, J., Boysen, P., Pende, D., Storset, A.K., Le Vern, Y., Laurent, F., Drouet, F., 2010, Ovine 
CD16+/CD14- blood lymphocytes present all the major characteristics of natural killer cells. Vet 
Res 41, 4. 

Ellis, J.A., Luedke, A.J., Davis, W.C., Wechsler, S.J., Mecham, J.O., Pratt, D.L., Elliott, J.D., 1990, T 
lymphocyte subset alterations following bluetongue virus infection in sheep and cattle. Vet 
Immunol Immunopathol 24, 49-67. 

Erasmus, B.J., 1975, Bluetongue in sheep and goats. Aust Vet J 51, 165-170. 

Eschbaumer, M., Hoffmann, B., Konig, P., Teifke, J.P., Gethmann, J.M., Conraths, F.J., Probst, C., 
Mettenleiter, T.C., Beer, M., 2009, Efficacy of three inactivated vaccines against bluetongue 
virus serotype 8 in sheep. Vaccine 27, 4169-4175. 

Evermann, J.F., McKeirnan, A.J., Wilbur, L.A., Levings, R.L., Trueblood, E.S., Baldwin, T.J., Hughbanks, 
F.G., 1994, Canine fatalities associated with the use of a modified live vaccine administered 
during late stages of pregnancy. J Vet Diagn Invest 6, 353-357. 

Fischer-Tenhagen, C., Hamblin, C., Quandt, S., Frolich, K., 2000, Serosurvey for selected infectious 
disease agents in free-ranging black and white rhinoceros in Africa. J Wildl Dis 36, 316-323. 

Flynn, R.J., Mulcahy, G., 2008, The roles of IL-10 and TGF-beta in controlling IL-4 and IFN-gamma 
production during experimental Fasciola hepatica infection. Int J Parasitol 38, 1673-1680. 

Foster, N.M., Luedke, A.J., Parsonson, I.M., Walton, T.E., 1991, Temporal relationships of viremia, 
interferon activity, and antibody responses of sheep infected with several bluetongue virus 
strains. Am J Vet Res 52, 192-196. 



Bibliografía   

172 

 

French, T.J., Marshall, J.J., Roy, P., 1990, Assembly of double-shelled, viruslike particles of bluetongue 
virus by the simultaneous expression of four structural proteins. J Virol 64, 5695-5700. 

Frolich, K., Hamblin, C., Jung, S., Ostrowski, S., Mwanzia, J., Streich, W.J., Anderson, J., Armstrong, R.M., 
Anajariyah, S., 2005, Serologic surveillance for selected viral agents in captive and free-ranging 
populations of Arabian oryx (Oryx leucoryx) from Saudi Arabia and the United Arab Emirates. J 
Wildl Dis 41, 67-79. 

Gane, P., 2002, [Flow cytometry in immunohematology]. Transfus Clin Biol 9, 271-279. 

Garcia-Bocanegra, I., Arenas-Montes, A., Lorca-Oro, C., Pujols, J., Gonzalez, M.A., Napp, S., Gomez-
Guillamon, F., Zorrilla, I., Miguel, E.S., Arenas, A., 2011, Role of wild ruminants in the 
epidemiology of bluetongue virus serotypes 1, 4 and 8 in Spain. Vet Res 42, 88. 

García Cabrera, J., 2006, Citoquinas, In:   Manual de Inmunologia Veterinaria. Pearson Educación S.A., 
Madrid, pp. 210-228. 

García, L., Paradell, H., Mouriño, M., Urniza, A., Vila, A,. Tarrats, M., Alberca, B., San Miguel, E., Agüero, 
M., Ruano, MJ., Gómez-Tejedor, C., Plana-Durán, J., 2010. Is there a correlation between 
neutralizing antibody titers in animals vaccinated with different bluetongue Zulvac ® vaccines 
and prevention of viremia? In:  EPIZONE Meeting., Saint Malo, France, 7-10 June 2010. 

Gautam, M., Saha, S., Bani, S., Kaul, A., Mishra, S., Patil, D., Satti, N.K., Suri, K.A., Gairola, S., Suresh, K., 
Jadhav, S., Qazi, G.N., Patwardhan, B., 2009, Immunomodulatory activity of Asparagus 
racemosus on systemic Th1/Th2 immunity: implications for immunoadjuvant potential. J 
Ethnopharmacol 121, 241-247. 

Germain, R.N., 1994, MHC-dependent antigen processing and peptide presentation: providing ligands 
for T lymphocyte activation. Cell 76, 287-299. 

Gerosa, F., Paganin, C., Peritt, D., Paiola, F., Scupoli, M.T., Aste-Amezaga, M., Frank, I., Trinchieri, G., 
1996, Interleukin-12 primes human CD4 and CD8 T cell clones for high production of both 
interferon-gamma and interleukin-10. J Exp Med 183, 2559-2569. 

Gerss-Dülmer, H., Krmaer, M., Beer, M., Blome, S., Moenning, V., Infrared Thermography - a reliable tool 
to select suspicius animals during animal disease outbreaks? 

Gethmann, J., Huttner, K., Heyne, H., Probst, C., Ziller, M., Beer, M., Hoffmann, B., Mettenleiter, T.C., 
Conraths, F.J., 2009, Comparative safety study of three inactivated BTV-8 vaccines in sheep and 
cattle under field conditions. Vaccine 27, 4118-4126. 

Giulietti, A., Overbergh, L., Valckx, D., Decallonne, B., Bouillon, R., Mathieu, C., 2001, An overview of 
real-time quantitative PCR: applications to quantify cytokine gene expression. Methods 25, 
386-401. 

Glare, E.M., Divjak, M., Bailey, M.J., Walters, E.H., 2002, beta-Actin and GAPDH housekeeping gene 
expression in asthmatic airways is variable and not suitable for normalising mRNA levels. 
Thorax 57, 765-770. 

Gohin, I., Olivier, M., Lantier, I., Pepin, M., Lantier, F., 1997, Analysis of the immune response in sheep 
efferent lymph during Salmonella abortusovis infection. Vet Immunol Immunopathol 60, 111-
130. 

Gold, M.R., 2002, To make antibodies or not: signaling by the B-cell antigen receptor. Trends Pharmacol 
Sci 23, 316-324. 

Grandin, T., 1997, Assessment of stress during handling and transport. J Anim Sci 75, 249-257. 



  Bibliografía 

173 

 

Grimes, J.M., Burroughs, J.N., Gouet, P., Diprose, J.M., Malby, R., Zientara, S., Mertens, P.P., Stuart, D.I., 
1998, The atomic structure of the bluetongue virus core. Nature 395, 470-478. 

Gromme, M., Uytdehaag, F.G., Janssen, H., Calafat, J., van Binnendijk, R.S., Kenter, M.J., Tulp, A., 
Verwoerd, D., Neefjes, J., 1999, Recycling MHC class I molecules and endosomal peptide 
loading. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 10326-10331. 

Gutierrez, M., Forster, F.I., McConnell, S.A., Cassidy, J.P., Pollock, J.M., Bryson, D.G., 1999, The detection 
of CD2+, CD4+, CD8+, and WC1+ T lymphocytes, B cells and macrophages in fixed and paraffin 
embedded bovine tissue using a range of antigen recovery and signal amplification techniques. 
Vet Immunol Immunopathol 71, 321-334. 

Hamers, C., Rehbein, S., Hudelet, P., Blanchet, M., Lapostolle, B., Cariou, C., Duboeuf, M., Goutebroze, 
S., 2009, Protective duration of immunity of an inactivated bluetongue (BTV) serotype 2 vaccine 
against a virulent BTV serotype 2 challenge in sheep. Vaccine 27, 2789-2793. 

Hanrahan, C.F., Kimpton, W.G., Howard, C.J., Parsons, K.R., Brandon, M.R., Andrews, A.E., Nash, A.D., 
1997, Cellular requirements for the activation and proliferation of ruminant gammadelta T 
cells. J Immunol 159, 4287-4294. 

Harbo, S.J., Barrington, G.M., Allen, A.J., Sample, G.L., Parish, S.M., Hamilton, M.J., Davis, W.C., 2004, 
Characterization of lymphocyte populations by flow cytometry in a calf with sporadic juvenile 
lymphoma. Vet Clin Pathol 33, 163-167. 

Hardy, W.T., Price, D.A., 1952, Soremuzzle of sheep. J Am Vet Med Assoc 120, 23-25. 

Hassan, S.S., Roy, P., 1999, Expression and functional characterization of bluetongue virus VP2 protein: 
role in cell entry. J Virol 73, 9832-9842. 

Hawrylowicz, C.M., O'Garra, A., 2005, Potential role of interleukin-10-secreting regulatory T cells in 
allergy and asthma. Nat Rev Immunol 5, 271-283. 

Head, J.F., Wang, F., Elliott, R.L., 1993, Breast thermography is a noninvasive prognostic procedure that 
predicts tumor growth rate in breast cancer patients. Ann N Y Acad Sci 698, 153-158. 

Hein, W.R., Dudler, L., Mackay, C.R., 1989, Surface expression of differentiation antigens on lymphocytes 
in the ileal and jejunal Peyer's patches of lambs. Immunology 68, 365-370. 

Hemati, B., Contreras, V., Urien, C., Bonneau, M., Takamatsu, H.H., Mertens, P.P., Breard, E., Sailleau, C., 
Zientara, S., Schwartz-Cornil, I., 2009, Bluetongue virus targets conventional dendritic cells in 
skin lymph. J Virol 83, 8789-8799. 

Hirano, T., 1983, [Interleukin 2]. Gan To Kagaku Ryoho 10, 1909-1918. 

Ho-Pun-Cheung, A., Cellier, D., Lopez-Crapez, E., 2008, [Considerations for normalisation of RT-qPCR in 
oncology]. Ann Biol Clin (Paris) 66, 121-129. 

Hoefsmit, E.C., Duijvestijn, A.M., Kamperdijk, E.W., 1982, Relation between langerhans cells, veiled cells, 
and interdigitating cells. Immunobiology 161, 255-265. 

Hofmann, M.A., Renzullo, S., Mader, M., Chaignat, V., Worwa, G., Thuer, B., 2008, Genetic 
characterization of toggenburg orbivirus, a new bluetongue virus, from goats, Switzerland. 
Emerg Infect Dis 14, 1855-1861. 

Hourrigan, J.L., Klingsporn, A.L., 1975, Bluetongue: the disease in cattle. Aust Vet J 51, 170-174. 

House, J.A., Groocock, C.M., Campbell, C.H., 1982, Antibodies to bluetongue viruses in animals imported 
into United States zoological gardens. Can J Comp Med 46, 154-159. 



Bibliografía   

174 

 

Howell, P.G., Verwoerd, D.W., 1971, Bluetongue virus. Virol Monogr 9, 35-74. 

Huggett, J., Dheda, K., Bustin, S., Zumla, A., 2005, Real-time RT-PCR normalisation; strategies and 
considerations. Genes Immun 6, 279-284. 

Huismans, H., Bremer, C.W., 1981, A comparison of an australian bluetongue virus isolate (CSIRO 19) 
with other bluetongue virus serotypes by cross-hybridization and cross-immune precipitation. 
Onderstepoort J Vet Res 48, 59-67. 

Huismans, H., Erasmus, B.J., 1981, Identification of the serotype-specific and group-specific antigens of 
bluetongue virus. Onderstepoort J Vet Res 48, 51-58. 

Huismans, H., van Dijk, A.A., Bauskin, A.R., 1987, In vitro phosphorylation and purification of a 
nonstructural protein of bluetongue virus with affinity for single-stranded RNA. J Virol 61, 3589-
3595. 

Hyatt, A.D., Zhao, Y., Roy, P., 1993, Release of bluetongue virus-like particles from insect cells is 
mediated by BTV nonstructural protein NS3/NS3A. Virology 193, 592-603. 

Iglesias, E., Franch, O., Carrazana, Y., Lobaina, Y., Garcia, D., Sanchez, J., Garcia, J., Urquiza, D., Muzio, V., 
Guillen, G., Aguilar, J.C., 2006, Influence of aluminum-based adjuvant on the immune response 
to multiantigenic formulation. Viral Immunol 19, 712-721. 

Inumaru, S., Ghiasi, H., Roy, P., 1987, Expression of bluetongue virus group-specific antigen VP3 in insect 
cells by a baculovirus vector: its use for the detection of bluetongue virus antibodies. J Gen 
Virol 68 ( Pt 6), 1627-1635. 

Invitrogen 2008. Real-Time PCR: From theory to practice. 

IPCS 2006. Bromuro de Etidio. In Fichas Internacionales de Seguridad Química (INSHT). 

Jeggo, M.H., Gumm, I.D., Taylor, W.P., 1983, Clinical and serological response of sheep to serial 
challenge with different bluetongue virus types. Res Vet Sci 34, 205-211. 

Jeggo, M.H., Wardley, R.C., Brownlie, J., 1984a, A study of the role of cell-mediated immunity in 
bluetongue virus infection in sheep, using cellular adoptive transfer techniques. Immunology 
52, 403-410. 

Jeggo, M.H., Wardley, R.C., Taylor, W.P., 1984b, Clinical and serological outcome following the 
simultaneous inoculation of three bluetongue virus types into sheep. Res Vet Sci 37, 368-370. 

Jeggo, M.H., Wardley, R.C., Brownlie, J., 1985, Importance of ovine cytotoxic T cells in protection against 
bluetongue virus infection. Prog Clin Biol Res 178, 477-487. 

Jeggo, M.H., Wardley, R.C., Brownlie, J., Corteyn, A.H., 1986, Serial inoculation of sheep with two 
bluetongue virus types. Res Vet Sci 40, 386-392. 

Jiang, L.J., Ng, E.Y., Yeo, A.C., Wu, S., Pan, F., Yau, W.Y., Chen, J.H., Yang, Y., 2005, A perspective on 
medical infrared imaging. J Med Eng Technol 29, 257-267. 

Jondal, M., Schirmbeck, R., Reimann, J., 1996, MHC class I-restricted CTL responses to exogenous 
antigens. Immunity 5, 295-302. 

Kania, S.A., 2008, Flow cytometry applications for exotic animals. Vet Clin North Am Exot Anim Pract 11, 
583-595, viii. 

Kastberger, G., Stachl, R., 2003, Infrared imaging technology and biological applications. Behav Res 
Methods Instrum Comput 35, 429-439. 



  Bibliografía 

175 

 

Katz, J., Alstad, D., Gustafson, G., Evermann, J., 1994, Diagnostic analysis of the prolonged bluetongue 
virus RNA presence found in the blood of naturally infected cattle and experimentally infected 
sheep. J Vet Diagn Invest 6, 139-142. 

Kemp, G.E., Causey, O.R., Setzer, H.W., Moore, D.L., 1974, Isolation of viruses from wild mammals in 
West Africa, 1966-1970. J Wildl Dis 10, 279-293. 

Kirkland, P.D., Melville, L.F., Hunt, N.T., Williams, C.F., Davis, R.J., 2004, Excretion of bluetongue virus in 
cattle semen: a feature of laboratory-adapted virus. Vet Ital 40, 497-501. 

Klein, D., 2002, Quantification using real-time PCR technology: applications and limitations. Trends Mol 
Med 8, 257-260. 

Koch, F., Stanzl, U., Jennewein, P., Janke, K., Heufler, C., Kampgen, E., Romani, N., Schuler, G., 1996, High 
level IL-12 production by murine dendritic cells: upregulation via MHC class II and CD40 
molecules and downregulation by IL-4 and IL-10. J Exp Med 184, 741-746. 

Konnai, S., Usui, T., Ohashi, K., Onuma, M., 2003, The rapid quantitative analysis of bovine cytokine 
genes by real-time RT-PCR. Vet Microbiol 94, 283-294. 

Koumbati, M., Mangana, O., Nomikou, K., Mellor, P.S., Papadopoulos, O., 1999, Duration of bluetongue 
viraemia and serological responses in experimentally infected European breeds of sheep and 
goats. Vet Microbiol 64, 277-285. 

Kramer, J., 2000, Normal Hematology of Cattle, Sheep, and Goats, In:  Publishers, B. (Ed.) Schalm's 
Veterinary Hematology.philadelphia. 

Kramer, W.L., Greiner, E.C., Gibbs, E.P., 1985, Seasonal variations in population size, fecundity, and 
parity rates of Culicoides insignis (Diptera: Ceratopogonidae) in Florida, USA. J Med Entomol 22, 
163-169. 

Kubin, M., Chow, J.M., Trinchieri, G., 1994, Differential regulation of interleukin-12 (IL-12), tumor 
necrosis factor alpha, and IL-1 beta production in human myeloid leukemia cell lines and 
peripheral blood mononuclear cells. Blood 83, 1847-1855. 

Kukielka, D., Esperon, F., Higes, M., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2008, A sensitive one-step real-time RT-PCR 
method for detection of deformed wing virus and black queen cell virus in honeybee Apis 
mellifera. J Virol Methods 147, 275-281. 

Kukielka, D., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2009, One-step real-time quantitative PCR assays for the detection 
and field study of Sacbrood honeybee and Acute bee paralysis viruses. J Virol Methods 161, 
240-246. 

Larsen, R.A., Monaghan, M.L., Park, Y.H., Hamilton, M.J., Ellis, J.A., Davis, W.C., 1990, Identification and 
characterization of monoclonal antibodies reactive with bovine, caprine and ovine T-
lymphocyte determinants by flow microfluorimetry. Vet Immunol Immunopathol 25, 195-208. 

Le Blois, H., French, T., Mertens, P.P., Burroughs, J.N., Roy, P., 1992, The expressed VP4 protein of 
bluetongue virus binds GTP and is the candidate guanylyl transferase of the virus. Virology 189, 
757-761. 

Li, B., Oledzka, G., McFarlane, R.G., Spellerberg, M.B., Smith, S.M., Gelder, F.B., Kur, J., Stankiewicz, M., 
2010, Immunological response of sheep to injections of plasmids encoding Toxoplasma gondii 
SAG1 and ROP1 genes. Parasite Immunol 32, 671-683. 

Li, Y.P., Bang, D.D., Handberg, K.J., Jorgensen, P.H., Zhang, M.F., 2005, Evaluation of the suitability of six 
host genes as internal control in real-time RT-PCR assays in chicken embryo cell cultures 
infected with infectious bursal disease virus. Vet Microbiol 110, 155-165. 



Bibliografía   

176 

 

Lobato, Z.I., Coupar, B.E., Gray, C.P., Lunt, R., Andrew, M.E., 1997, Antibody responses and protective 
immunity to recombinant vaccinia virus-expressed bluetongue virus antigens. Vet Immunol 
Immunopathol 59, 293-309. 

Losson, B., Mignon, B., Paternostre, J., Madder, M., De Deken, R., De Deken, G., Deblauwe, I., Fassotte, 
C., Cors, R., Defrance, T., Delecolle, J.C., Baldet, T., Haubruge, E., Frederic, F., Bortels, J., 
Simonon, G., 2007, Biting midges overwintering in Belgium. Vet Rec 160, 451-452. 

Loudon, P.T., Hirasawa, T., Oldfield, S., Murphy, M., Roy, P., 1991, Expression of the outer capsid protein 
VP5 of two bluetongue viruses, and synthesis of chimeric double-shelled virus-like particles 
using combinations of recombinant baculoviruses. Virology 182, 793-801. 

Luedke, A.J., Anakwenze, E.I., 1972, Bluetongue virus in goats. Am J Vet Res 33, 1739-1745. 

Ma, X., Chow, J.M., Gri, G., Carra, G., Gerosa, F., Wolf, S.F., Dzialo, R., Trinchieri, G., 1996, The interleukin 
12 p40 gene promoter is primed by interferon gamma in monocytic cells. J Exp Med 183, 147-
157. 

Maan, S., Maan, N.S., Samuel, A.R., Rao, S., Attoui, H., Mertens, P.P., 2007, Analysis and phylogenetic 
comparisons of full-length VP2 genes of the 24 bluetongue virus serotypes. J Gen Virol 88, 621-
630. 

Maan, S., Maan, N.S., Nomikou, K., Batten, C., Antony, F., Belaganahalli, M.N., Samy, A.M., Reda, A.A., 
Al-Rashid, S.A., El Batel, M., Oura, C.A., Mertens, P.P., 2011a, Novel bluetongue virus serotype 
from Kuwait. Emerg Infect Dis 17, 886-889. 

Maan, S., Maan, N.S., Nomikou, K., Veronesi, E., Bachanek-Bankowska, K., Belaganahalli, M.N., Attoui, 
H., Mertens, P.P., 2011b, Complete genome characterisation of a novel 26th bluetongue virus 
serotype from kuwait. PLoS One 6, e26147. 

Mackay, C.R., Hein, W.R., Brown, M.H., Matzinger, P., 1988, Unusual expression of CD2 in sheep: 
implications for T cell interactions. Eur J Immunol 18, 1681-1688. 

MacLachlan, N.J., 2004, Bluetongue: pathogenesis and duration of viraemia. Vet Ital 40, 462-467. 

Maclachlan, N.J., Drew, C.P., Darpel, K.E., Worwa, G., 2009, The pathology and pathogenesis of 
bluetongue. J Comp Pathol 141, 1-16. 

Maclachlan, N.J., 2011, Bluetongue: history, global epidemiology, and pathogenesis. Prev Vet Med 102, 
107-111. 

Maclachlan, N.J., Gard, G., 2009, Clinical signs and pathology, In:  Mertens, P.P., Baylis, M., Mellor, P. 
(Ed.) Bluetongue. Academic Press, Saint Louis, pp. 285-293. 

MAF, 2009, Exotic disease focus: bluetongue. Surveillance 36, 3-5. 

MAPA. 2001. Real Decreto 1228/2001, por el que se establecen medidas específicas de lucha y 
erradicación de la fiebre catarral ovina o lengua azul. (Boletin Oficial del Estado). 

MAPA. 2007. Real Decreto 617/2007,por el que se establece la lista de las enfermedades de los animales 
de declaración obligatoria y se regula su notificación. (Boletin Oficial del Estado). 

MARM 2009a. Caracterización del sector ovino y caprino en España., GANADEROS, S.G.D.P., ed. 
(MINISTERIO DE MEDIO AMBIENTE Y MEDIO RURAL Y MARINO). 

MARM 2009b. Caracterización del sector vacuno de carne en España., GANADEROS, S.G.D.P., ed. 
(MINISTERIO DE MEDIO AMBIENTE Y MEDIO RURAL Y MARINO). 



  Bibliografía 

177 

 

MARM. 2008. Manual práctico de operaciones en la lucha contra la Lengua Azul (LA). 

Martinez-Lopez, B., Linares F., Martinez, M.,  Mur, L., Rodriguez, V., Sánchez-Vizcaíno, JM. 2009. 
Evaluación y cuantificación de las consecuencias de la enfermedad de la Lengua Azul en España. 
In Convenio de Colaboración ENESA-UCM (Madrid). 

Martínez, A., De la Torre, A., Sánchez-Vizcaíno, J.M. 2005. Distribución geográfica de la Lengua Azul. In 
Ovis. 

Martínez, A., Sánchez-Vizcaíno, J.M. 2005. Características epidemiológicas de la Lengua Azul. In Ovis. 

McKercher, D.G., McGowan, B., Howarth, J.A., Saito, J.K., 1953, A preliminary report on the isolation and 
identification of the bluetongue virus from sheep in California. J Am Vet Med Assoc 122, 300-
301. 

Melero M., Casado S., Sánchez-Vizcaíno JM., 2009, Application of the thermography for the valuation of 
the fertility in eggs of falco naumanni. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias 3, 60-68. 

Mellor, P.S., Jennings, D.M., Wilkinson, P.J., Boorman, J.P., 1985, Culicoides imicola: a bluetongue virus 
vector in Spain and Portugal. Vet Rec 116, 589-590. 

Mellor, P.S., 1990, The replication of bluetongue virus in Culicoides vectors. Curr Top Microbiol Immunol 
162, 143-161. 

Mellor, P.S., Boorman, J., 1995, The transmission and geographical spread of African horse sickness and 
bluetongue viruses. Ann Trop Med Parasitol 89, 1-15. 

Menzies, F.D., McCullough, S.J., McKeown, I.M., Forster, J.L., Jess, S., Batten, C., Murchie, A.K., Gloster, 
J., Fallows, J.G., Pelgrim, W., Mellor, P.S., Oura, C.A., 2008, Evidence for transplacental and 
contact transmission of bluetongue virus in cattle. Vet Rec 163, 203-209. 

Mertens, P.P., Pedley, S., Cowley, J., Burroughs, J.N., Corteyn, A.H., Jeggo, M.H., Jennings, D.M., Gorman, 
B.M., 1989, Analysis of the roles of bluetongue virus outer capsid proteins VP2 and VP5 in 
determination of virus serotype. Virology 170, 561-565. 

Mertens, P.P.C., Maan, S., Samuel A., Attoui., H., 2004, Orbivirus, Reoviridae., In:   In:  Virus Taxonomy. 
Elsevier/Academic Press, , London pp. pp. 466–483. 

Meyaard, L., Hovenkamp, E., Otto, S.A., Miedema, F., 1996, IL-12-induced IL-10 production by human T 
cells as a negative feedback for IL-12-induced immune responses. J Immunol 156, 2776-2782. 

Meyer, G., Lacroux, C., Leger, S., Top, S., Goyeau, K., Deplanche, M., Lemaire, M., 2009, Lethal 
bluetongue virus serotype 1 infection in llamas. Emerg Infect Dis 15, 608-610. 

Montagne, A., Menanteau, P., Boivin, R., Bernard, S., Lantier, F., Lalmanach, A.C., 2001, Cytokine gene 
expression in lymph node and spleen of sheep in response to Salmonella infection by two 
serotypes displaying different host specificity. Vet Immunol Immunopathol 82, 257-272. 

Mosmann, T.R., Sad, S., 1996, The expanding universe of T-cell subsets: Th1, Th2 and more. Immunol 
Today 17, 138-146. 

Mosqueda, J., 2010, Respuesta inmune humoral, In:   Inmunologia Veterinaria. El manual moderno, 
Mexico, pp. 117-128. 

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G., Erlich, H., 1986, Specific enzymatic amplification of 
DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harb Symp Quant Biol 51 Pt 1, 263-
273. 



Bibliografía   

178 

 

Mullis, K.B., Faloona, F.A., 1987, Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-catalyzed chain 
reaction. Methods Enzymol 155, 335-350. 

Naessens, J., Sileghem, M., MacHugh, N., Park, Y.H., Davis, W.C., Toye, P., 1992, Selection of BoCD25 
monoclonal antibodies by screening mouse L cells transfected with the bovine p55-interleukin-
2 (IL-2) receptor gene. Immunology 76, 305-309. 

Nason, E.L., Rothagel, R., Mukherjee, S.K., Kar, A.K., Forzan, M., Prasad, B.V., Roy, P., 2004, Interactions 
between the inner and outer capsids of bluetongue virus. J Virol 78, 8059-8067. 

Nevill, E.M., 1971, Cattle and Culicoides biting midges as possible overwintering hosts of bluetongue 
virus. Onderstepoort J Vet Res 38, 65-71. 

Ng, E.Y., Kaw, G.J., Chang, W.M., 2004, Analysis of IR thermal imager for mass blind fever screening. 
Microvasc Res 68, 104-109. 

Niborski, V., Li, Y., Brennan, F., Lane, M., Torche, A.M., Remond, M., Bonneau, M., Riffault, S., Stirling, C., 
Hutchings, G., Takamatsu, H., Barnett, P., Charley, B., Schwartz-Cornil, I., 2006, Efficacy of 
particle-based DNA delivery for vaccination of sheep against FMDV. Vaccine 24, 7204-7213. 

Nielsen, S.A., Nielsen, B.O., Chirico, J., 2010, Monitoring of biting midges (Diptera: Ceratopogonidae: 
Culicoides Latreille) on farms in Sweden during the emergence of the 2008 epidemic of 
bluetongue. Parasitol Res 106, 1197-1203. 

Nikkhah, A., Plaizier, J.C., Einarson, M.S., Berry, R.J., Scott, S.L., Kennedy, A.D., 2005, Short 
communication: infrared thermography and visual examination of hooves of dairy cows in two 
stages of lactation. J Dairy Sci 88, 2749-2753. 

Noad, R., Roy, P., 2003, Virus-like particles as immunogens. Trends Microbiol 11, 438-444. 

Noad, R.J., Stewart, M., Boyce, M., Celma, C.C., Willison, K.R., Roy, P., 2009, Multigene expression of 
protein complexes by iterative modification of genomic Bacmid DNA. BMC Mol Biol 10, 87. 

Nunamaker, R.A., Ellis, J.A., Wigington, J.G., MacLachlan, N.J., 1992, The detection of intracellular 
bluetongue virus particles within ovine erythrocytes. Comp Biochem Physiol Comp Physiol 101, 
471-476. 

Oldfield, S., Hirasawa, T., Roy, P., 1991, Sequence conservation of the outer capsid protein, VP5, of 
bluetongue virus, a contrasting feature to the outer capsid protein VP2. J Gen Virol 72 ( Pt 2), 
449-451. 

Oura, C.A., Wood, J.L., Sanders, A.J., Bin-Tarif, A., Henstock, M., Edwards, L., Floyd, T., Simmons, H., 
Batten, C.A., 2009, Seroconversion, neutralising antibodies and protection in bluetongue 
serotype 8 vaccinated sheep. Vaccine 27, 7326-7330. 

Pappenheimer, A.M., 1917, Experimental Studies Upon Lymphocytes : I. The Reactions of Lymphocytes 
under Various Experimental Conditions. J Exp Med 25, 633-650. 

Paradell, H., Garcia, L., Mouriño, M., Vila, A., Urniza, A., Alberca, B., Tarrats, M., Juanola, S., Gómez-
Tejedor, C., Agüero, M., San Miguel, E., Ruano, M., Plana-Durán, J., 2010. Duration of immunity 
of one year for Zulvac ® 8 Ovis, iactivated and adjuvanted vaccine, against bluetongue virus 
serotype 8. In:  EPIZONE Meeting., Saint Malo, France, 7-10 June 2010. 

Parsons, K.R., Crocker, G., Sopp, P., Howard, C.J., Davis, W.C., 1993, Identification of monoclonal 
antibodies specific for the gamma/delta TCR. Vet Immunol Immunopathol 39, 161-167. 

Parsonson, I.M., 1990, Pathology and pathogenesis of bluetongue infections. Curr Top Microbiol 
Immunol 162, 119-141. 



  Bibliografía 

179 

 

Pearson, L.D., Roy, P., 1993, Genetically engineered multi-component virus-like particles as veterinary 
vaccines. Immunol Cell Biol 71 ( Pt 5), 381-389. 

Pérez de Diego, A.C., Ortega , C., Domínguez, L., Sánchez-Vizcaíno, J. 2008. Potencial utilización de la 
termografía infrarroja para la lectura de la IDTB en cabras In RCCV, p. 6. 

Pérez de Diego, A.C., Athmaram, T.N., Stewart, M., Rodriguez-Sanchez, B., Sanchez-Vizcaino, J.M., Noad, 
R., Roy, P., 2011, Characterization of protection afforded by a bivalent virus-like particle vaccine 
against bluetongue virus serotypes 1 and 4 in sheep. PLoS One 6, e26666. 

Pérez de Diego, A.C., Sánchez-Cordón, P., de las Heras, A., Sánchez-Vizcaíno, J., 2012, Characterization of 
the Immune Response Induced by a Commercially Available Inactivated Bluetongue Virus 
Serotype 1 Vaccine in Sheep. The scientificWorldJOURNAL. 

Pérez de Diego, A.C., de las Heras, A.I., Sánchez Cordón, P.J., Sánchez-Vizcaíno Rodríguez J.M. , 2011. 
Aplicación de la Termografía Infrarroja para la detección de fiebre producida en respuesta al 
virus de la Lengua Azul. In:  XI CONGRESO NACIONAL D VIROLOGÍA GRANADA 2011, p. 61. 

Perrin, A., Albina, E., Breard, E., Sailleau, C., Prome, S., Grillet, C., Kwiatek, O., Russo, P., Thiery, R., 
Zientara, S., Cetre-Sossah, C., 2007, Recombinant capripoxviruses expressing proteins of 
bluetongue virus: evaluation of immune responses and protection in small ruminants. Vaccine 
25, 6774-6783. 

Pfaffl, M.W., 2001, A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR. Nucleic 
Acids Res 29, e45. 

PublicHealthAgencyofCanada, 2004, Thermal image scanners to detect fever in airline passengers, 
Vancouver and Toronto, 2003. Canada communicable disease report = Releve des maladies 
transmissibles au Canada 30, 165-167. 

Rainwater-Lovett, K., Pacheco, J.M., Packer, C., Rodriguez, L.L., 2009, Detection of foot-and-mouth 
disease virus infected cattle using infrared thermography. Vet J 180, 317-324. 

Ramakrishnan, M.A., Pandey, A.B., Singh, K.P., Singh, R., Mehrotra, M.L., 2005, Immune response and 
protective efficacy in sheep immunised with hydroxylamine-inactivated bluetongue virus 
vaccine. Vet Ital 41, 149-155. 

Ramos, J.J., Ferrer, L.M., 2007, Historia Clínica, In:   La exploración clínica del ganado ovino y su entorno. 
Servet ®, Zaragoza. 

Rodríguez-Prieto, V., Rubio-García, A., Melero, M., García, D. and Sánchez-Vizcaíno, J. M., , 2011, 
Identification of the pattern of appearance and development of thermal windows in the skin of 
juvenile Pacific walruses (Odobenus rosmarus divergens) in a controlled environment. . Marine 
Mammal Science. 

Rodriguez-Sanchez, B., Sanchez-Cordon, P.J., Molina, V., Risalde, M.A., Perez de Diego, A.C., Gomez-
Villamandos, J.C., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2010, Detection of bluetongue serotype 4 in mouflons 
(Ovis aries musimon) from Spain. Vet Microbiol 141, 164-167. 

Roy, P., Fukusho, A., Ritter, G.D., Lyon, D., 1988, Evidence for genetic relationship between RNA and 
DNA viruses from the sequence homology of a putative polymerase gene of bluetongue virus 
with that of vaccinia virus: conservation of RNA polymerase genes from diverse species. Nucleic 
Acids Res 16, 11759-11767. 

Roy, P., Adachi, A., Urakawa, T., Booth, T.F., Thomas, C.P., 1990a, Identification of bluetongue virus VP6 
protein as a nucleic acid-binding protein and the localization of VP6 in virus-infected vertebrate 
cells. J Virol 64, 1-8. 



Bibliografía   

180 

 

Roy, P., Urakawa, T., Van Dijk, A.A., Erasmus, B.J., 1990b, Recombinant virus vaccine for bluetongue 
disease in sheep. J Virol 64, 1998-2003. 

Roy, P., 1992, Bluetongue virus proteins. J Gen Virol 73 ( Pt 12), 3051-3064. 

Roy, P., French, T., Erasmus, B.J., 1992, Protective efficacy of virus-like particles for bluetongue disease. 
Vaccine 10, 28-32. 

Roy, P., 1996, Orbivirus structure and assembly. Virology 216, 1-11. 

Roy, P., Mikhailov, M., Bishop, D.H., 1997, Baculovirus multigene expression vectors and their use for 
understanding the assembly process of architecturally complex virus particles. Gene 190, 119-
129. 

Roy, P., 2003, Nature and duration of protective immunity to bluetongue virus infection. Dev Biol (Basel) 
114, 169-183. 

Ruiz-Fons, F., Reyes-Garcia, A.R., Alcaide, V., Gortazar, C., 2008, Spatial and temporal evolution of 
bluetongue virus in wild ruminants, Spain. Emerg Infect Dis 14, 951-953. 

Sahagún, A., 2010, Respuesta inmune contra virus, In:   Inmunologia Veterinaria. El manual moderno, 
Mexico, pp. 129-140. 

Salguero, F.J., Gil, S., Revilla, Y., Gallardo, C., Arias, M., Martins, C., 2008, Cytokine mRNA expression and 
pathological findings in pigs inoculated with African swine fever virus (E-70) deleted on A238L. 
Vet Immunol Immunopathol 124, 107-119. 

Samal, S.K., Livingston, C.W., Jr., McConnell, S., Ramig, R.F., 1987, Analysis of mixed infection of sheep 
with bluetongue virus serotypes 10 and 17: evidence for genetic reassortment in the vertebrate 
host. J Virol 61, 1086-1091. 

Samuel, C.E., 2001, Antiviral actions of interferons. Clin Microbiol Rev 14, 778-809, table of contents. 

Sánchez-Cordon, P., Rodríguez-Sánchez, B., Pedrera, M., Risalde, M., Molina, V., Ruíz-Villamor, E., 
Sánchez-Vizcaíno, J., Gómez-Villamandos, J., 2008, El virus de la Lengua Azul como modelo para 
el estudio de los Orbivirus. . Anales. Real Academia de Ciencias Veterinarias de Andalucía 
Oriental. 21. 

Sánchez-Cordon, P., Pedrera, M., Pérez de Diego, A., Rodríguez-Sáncehz, B., Ruíz-Villamor, E., 
Pleguezuelos, F., Sánchez-Vizcaíno, J., Gómez-Villamandos, J., 2010a, Células presentadoras de 
antígeno: Células Dendríticas y su papel en la Lengua Azul. Anales. Real Academia de Ciencias 
Veterinarias de Andalucía Oriental. 23. 

Sánchez-Cordon, P.J., Rodriguez-Sanchez, B., Risalde, M.A., Molina, V., Pedrera, M., Sanchez-Vizcaino, 
J.M., Gomez-Villamandos, J.C., 2010b, Immunohistochemical detection of bluetongue virus in 
fixed tissue. J Comp Pathol 143, 20-28. 

Sánchez-Vizcaíno, J., 2006, Vacunas y sueroterapia, In:   Manual de Inmunologia Veterinaria. Pearson 
Educación S.A., Madrid. 

Savini, G., Nicolussi, P., Pilo, G., Colorito, P., Fresi, S., Teodori, L., Leone, A., Bonfini, B., Patta, C., 2007, 
Study of the safety and efficacy of a recombinant vaccine for bluetongue virus serotype 2. Vet 
Ital 43, 807-820. 

Savini, G., MacLachlan, N.J., Sanchez-Vizcaino, J.M., Zientara, S., 2008, Vaccines against bluetongue in 
Europe. Comp Immunol Microbiol Infect Dis 31, 101-120. 



  Bibliografía 

181 

 

Savini, G., Hamers, C., Conte, A., Migliaccio, P., Bonfini, B., Teodori, L., Di Ventura, M., Hudelet, P., 
Schumacher, C., Caporale, V., 2009, Assessment of efficacy of a bivalent BTV-2 and BTV-4 
inactivated vaccine by vaccination and challenge in cattle. Vet Microbiol 133, 1-8. 

Schaefer, A.L., Cook, N.J., Church, J.S., Basarab, J., Perry, B., Miller, C., Tong, A.K., 2007, The use of 
infrared thermography as an early indicator of bovine respiratory disease complex in calves. 
Res Vet Sci 83, 376-384. 

Schmidtmann, E.T., Herrero, M.V., Green, A.L., Dargatz, D.A., Rodriquez, J.M., Walton, T.E., 2011, 
Distribution of Culicoides sonorensis (Diptera: Ceratopogonidae) in Nebraska, South Dakota, 
and North Dakota: clarifying the epidemiology of bluetongue disease in the Northern great 
Plains region of the United States. J Med Entomol 48, 634-643. 

Schmittgen, T.D., Zakrajsek, B.A., 2000, Effect of experimental treatment on housekeeping gene 
expression: validation by real-time, quantitative RT-PCR. J Biochem Biophys Methods 46, 69-81. 

Schneeberger, C., Speiser, P., Kury, F., Zeillinger, R., 1995, Quantitative detection of reverse 
transcriptase-PCR products by means of a novel and sensitive DNA stain. PCR Methods Appl 4, 
234-238. 

Schoenborn, J.R., Wilson, C.B., 2007, Regulation of interferon-gamma during innate and adaptive 
immune responses. Adv Immunol 96, 41-101. 

Schwartz-Cornil, I., Mertens, P.P., Contreras, V., Hemati, B., Pascale, F., Breard, E., Mellor, P.S., 
MacLachlan, N.J., Zientara, S., 2008, Bluetongue virus: virology, pathogenesis and immunity. 
Vet Res 39, 46. 

Schwartz, H.J., Wilson, F., 1971, Target cell destruction in vitro by concanavalin A-stimulated lymphoid 
cells. Am J Pathol 64, 295-304. 

Sellers, R.F., Maarouf, A.R., 1991, Possible introduction of epizootic hemorrhagic disease of deer virus 
(serotype 2) and bluetongue virus (serotype 11) into British Columbia in 1987 and 1988 by 
infected Culicoides carried on the wind. Can J Vet Res 55, 367-370. 

Sellers, R.F., Mellor, P.S., 1993, Temperature and the persistence of viruses in Culicoides spp. during 
adverse conditions. Rev Sci Tech 12, 733-755. 

Sepulveda, C., Puente, J., 2000, [Natural killer cells and the innate immune system in infectious 
pathology]. Rev Med Chil 128, 1361-1370. 

Singer, R.S., MacLachlan, N.J., Carpenter, T.E., 2001, Maximal predicted duration of viremia in 
bluetongue virus-infected cattle. J Vet Diagn Invest 13, 43-49. 

Singh, M., O'Hagan, D.T., 2003, Recent advances in veterinary vaccine adjuvants. Int J Parasitol 33, 469-
478. 

Smeed, J.A., Watkins, C.A., Rhind, S.M., Hopkins, J., 2007, Differential cytokine gene expression profiles 
in the three pathological forms of sheep paratuberculosis. BMC Vet Res 3, 18. 

Smith, H.E., Jacobs, R.M., Smith, C., 1994, Flow cytometric analysis of ovine peripheral blood 
lymphocytes. Can J Vet Res 58, 152-155. 

Sopp, P., Kwong, L.S., Howard, C.J., 1996, Identification of bovine CD14. Vet Immunol Immunopathol 52, 
323-328. 

Spreull, J., 1905, Malarial catarrhal fever (Bluetongue) of sheep in South Africa Journal of Comparative 
Pathology and Therapeutics 18, 321–337  



Bibliografía   

182 

 

Stahlberg, A., Hakansson, J., Xian, X., Semb, H., Kubista, M., 2004, Properties of the reverse transcription 
reaction in mRNA quantification. Clin Chem 50, 509-515. 

Standfast, H.A., Dyce, A.L., Muller, M.J., 1985, Vectors of bluetongue virus in Australia. Prog Clin Biol Res 
178, 177-186. 

Stasny, B.R., De Guise, S., Rompato, G., Garmendia, A.E., 2001, Functional characterization of a swine 
CD4(+)/CD8(+) double positive lymphoblastoid T-cell line with a CD25(+)/CD45RA(-) phenotype 
generated in vitro with interleukin-2. Vet Immunol Immunopathol 78, 57-70. 

Steinrigl, A., Revilla-Fernandez, S., Eichinger, M., Koefer, J., Winter, P., 2010, Bluetongue virus RNA 
detection by RT-qPCR in blood samples of sheep vaccinated with a commercially available 
inactivated BTV-8 vaccine. Vaccine 28, 5573-5581. 

Stewart, M., Bhatia, Y., Athmaran, T.N., Noad, R., Gastaldi, C., Dubois, E., Russo, P., Thiery, R., Sailleau, 
C., Breard, E., Zientara, S., Roy, P., 2010, Validation of a novel approach for the rapid 
production of immunogenic virus-like particles for bluetongue virus. Vaccine 28, 3047-3054. 

Stott, J.L., Barber, T.L., Osburn, B.I., 1985, Immunologic response of sheep to inactivated and virulent 
bluetongue virus. Am J Vet Res 46, 1043-1049. 

Stott, J.L., Blanchard-Channell, M., Scibienski, R.J., Stott, M.L., 1990, Interaction of bluetongue virus with 
bovine lymphocytes. J Gen Virol 71 ( Pt 2), 363-368. 

Stratagene 2007. Mx3000P System Experiments: Comparative Quantitation. In Mx3000P™ Real-Time 
PCR System Instruction Manual Software version 2.0, pp. 159-189. 

Symons, D.B., Clarkson, C.A., 1979, Acinetobacter and E. coli lipopolysaccharide preparations 
comparative mitogenicity and induction in vitro of immunoglobulin synthesis in adult and 
neonatal pig lymphocytes. Immunology 38, 601-607. 

Takamatsu, H., Jeggo, M.H., 1989, Cultivation of bluetongue virus-specific ovine T cells and their cross-
reactivity with different serotype viruses. Immunology 66, 258-263. 

Takamatsu, H., Burroughs, J.N., Wade-Evans, A.M., Mertens, P.P., 1990, Identification of a bluetongue 
virus serotype 1-specific ovine helper T-cell determinant in outer capsid protein VP2. Virology 
177, 396-400. 

Takamatsu, H., Mellor, P.S., Mertens, P.P., Kirkham, P.A., Burroughs, J.N., Parkhouse, R.M., 2003, A 
possible overwintering mechanism for bluetongue virus in the absence of the insect vector. J 
Gen Virol 84, 227-235. 

Tarrant, J.M., 2005, The role of flow cytometry in companion animal diagnostic medicine. Vet J 170, 278-
288. 

Thorp, B.H., Seneque, S., Staute, K., Kimpton, W.G., 1991, Characterization and distribution of 
lymphocyte subsets in sheep hemal nodes. Dev Comp Immunol 15, 393-400. 

Tizard, I., 2009a, Los linfocitos, In:   Introducción a la Inmunología Veterinaria. Saunders. Elsevier 
Imprint, Barcelona, p. 128/138. 

Tizard, I., 2009b, Las células dendrtíticas y el procesamiento de antígenos, In:   Introducción a la 
Inmunología Veterinaria. Saunders. Elsevier Imprint, Barcelona, pp. 89-100. 

Tizard, I., 2009c, El complejo mayor de histocompatibilidad., In:   Introducción a la Inmunología 
Veterinaria. Saunders. Elsevier Imprint, Barcelona, p. 102/111. 



  Bibliografía 

183 

 

Tizard, I., 2009d, La defensa del organismo, In:   Introducción a la Inmunología Veterinaria. Saunders. 
Elsevier Imprint, Barcelona, pp. 1-10. 

Tizard, I., 2009e, Linfocitos B y respuesta al antígeno, In:   Introducción a la Inmunología Veterinaria. 
Saunders. Elsevier Imprint, Barcelona, p. 152/169. 

Toussaint, J.F., Sailleau, C., Breard, E., Zientara, S., De Clercq, K., 2007, Bluetongue virus detection by 
two real-time RT-qPCRs targeting two different genomic segments. J Virol Methods 140, 115-
123. 

Trinchieri, G., Wysocka, M., D'Andrea, A., Rengaraju, M., Aste-Amezaga, M., Kubin, M., Valiante, N.M., 
Chehimi, J., 1992, Natural killer cell stimulatory factor (NKSF) or interleukin-12 is a key regulator 
of immune response and inflammation. Prog Growth Factor Res 4, 355-368. 

Trinchieri, G., 1995, Interleukin-12: a proinflammatory cytokine with immunoregulatory functions that 
bridge innate resistance and antigen-specific adaptive immunity. Annu Rev Immunol 13, 251-
276. 

Trinchieri, G., 1997, Function and clinical use of interleukin-12. Curr Opin Hematol 4, 59-66. 

Tse, C., Capeau, J., 2003, [Real time PCR methodology for quantification of nucleic acids]. Ann Biol Clin 
(Paris) 61, 279-293. 

Turner, T.A., 1991, Thermography as an aid to the clinical lameness evaluation. Vet Clin North Am 
Equine Pract 7, 311-338. 

Ullrey, D.E., Miller, E.R., Long, C.H., Vincent, B.H., 1965, Sheep Hematology from Birth to Maturity. Ii. 
Leukocyte Concentration and Differential Distribution. J Anim Sci 24, 141-144. 

Umeshappa, C.S., Singh, K.P., Pandey, A.B., Singh, R.P., Nanjundappa, R.H., 2010, Cell-mediated immune 
response and cross-protective efficacy of binary ethylenimine-inactivated bluetongue virus 
serotype-1 vaccine in sheep. Vaccine 28, 2522-2531. 

Umeshappa, C.S., Singh, K.P., Ahmed, K.A., Pandey, A.B., Nanjundappa, R.H., 2011a, The measurement 
of three cytokine transcripts in naive and sensitized ovine peripheral blood mononuclear cells 
following in vitro stimulation with bluetongue virus serotype-23. Res Vet Sci 90, 212-214. 

Umeshappa, C.S., Singh, K.P., Channappanavar, R., Sharma, K., Nanjundappa, R.H., Saxena, M., Singh, R., 
Sharma, A.K., 2011b, A comparison of intradermal and intravenous inoculation of bluetongue 
virus serotype 23 in sheep for clinico-pathology, and viral and immune responses. Vet Immunol 
Immunopathol 141, 230-238. 

Van Dijk, A.A., Huismans, H., 1988, In vitro transcription and translation of bluetongue virus mRNA. J 
Gen Virol 69 ( Pt 3), 573-581. 

Van Reeth, K., Nauwynck, H., Pensaert, M., 1998, Bronchoalveolar interferon-alpha, tumor necrosis 
factor-alpha, interleukin-1, and inflammation during acute influenza in pigs: a possible model 
for humans? J Infect Dis 177, 1076-1079. 

Vandenbussche, F., De Leeuw, I., Vandemeulebroucke, E., De Clercq, K., 2009, Emergence of bluetongue 
serotypes in Europe, part 1: description and validation of four real-time RT-PCR assays for the 
serotyping of bluetongue viruses BTV-1, BTV-6, BTV-8 and BTV-11. Transbound Emerg Dis 56, 
346-354. 

Vandesompele, J., De Preter, K., Pattyn, F., Poppe, B., Van Roy, N., De Paepe, A., Speleman, F., 2002, 
Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of 
multiple internal control genes. Genome Biol 3, RESEARCH0034. 



Bibliografía   

184 

 

Velthuis, A.G., Saatkamp, H.W., Mourits, M.C., de Koeijer, A.A., Elbers, A.R., 2010, Financial 
consequences of the Dutch bluetongue serotype 8 epidemics of 2006 and 2007. Prev Vet Med 
93, 294-304. 

Vernel-Pauillac, F., Merien, F., 2006, Proinflammatory and immunomodulatory cytokine mRNA time 
course profiles in hamsters infected with a virulent variant of Leptospira interrogans. Infect 
Immun 74, 4172-4179. 

Verret, V., Bevilacqua, C., Schwartz-Cornil, I., Pelage, J.P., Wassef, M., Namur, J., Bedouet, L., Lewis, A.L., 
Martin, P., Laurent, A., 2011, IL6 and TNF expression in vessels and surrounding tissues after 
embolization with ibuprofen-loaded beads confirms diffusion of ibuprofen. Eur J Pharm Sci 42, 
489-495. 

Verwoerd, D.W., 1969, Purification and characterization of bluetongue virus. Virology 38, 203-212. 

Wackerlin, R., Eschbaumer, M., Konig, P., Hoffmann, B., Beer, M., 2010, Evaluation of humoral response 
and protective efficacy of three inactivated vaccines against bluetongue virus serotype 8 one 
year after vaccination of sheep and cattle. Vaccine 28, 4348-4355. 

Wade-Evans, A.M., Romero, C.H., Mellor, P., Takamatsu, H., Anderson, J., Thevasagayam, J., Fleming, 
M.J., Mertens, P.P., Black, D.N., 1996, Expression of the major core structural protein (VP7) of 
bluetongue virus, by a recombinant capripox virus, provides partial protection of sheep against 
a virulent heterotypic bluetongue virus challenge. Virology 220, 227-231. 

Wattegedera, S.R., Watson, D.M., Hope, J.C., Kaiser, P., Sales, J., McInnes, C.J., Entrican, G., 2010, 
Relative quantitative kinetics of interferon-gamma and interleukin-10 mRNA and protein 
production by activated ovine peripheral blood mononuclear cells. Vet Immunol Immunopathol 
136, 34-42. 

White, D.M., Wilson, W.C., Blair, C.D., Beaty, B.J., 2005, Studies on overwintering of bluetongue viruses 
in insects. J Gen Virol 86, 453-462. 

Wilbur, L.A., Evermann, J.F., Levings, R.L., Stoll, I.R., Starling, D.E., Spillers, C.A., Gustafson, G.A., 
McKeirnan, A.J., 1994, Abortion and death in pregnant bitches associated with a canine vaccine 
contaminated with bluetongue virus. J Am Vet Med Assoc 204, 1762-1765. 

Wilson, A.J., Mellor, P.S., 2009, Bluetongue in Europe: past, present and future. Philos Trans R Soc Lond 
B Biol Sci 364, 2669-2681. 

Wittmann, E.J., Baylis, M., 2000, Climate change: effects on culicoides--transmitted viruses and 
implications for the UK. Vet J 160, 107-117. 

Wong, M.L., Medrano, J.F., 2005, Real-time PCR for mRNA quantitation. Biotechniques 39, 75-85. 

Wood, P.R., Seow, H.F., 1996, T cell cytokines and disease prevention. Vet Immunol Immunopathol 54, 
33-44. 

Worwa, G., Hilbe, M., Ehrensperger, F., Chaignat, V., Hofmann, M.A., Griot, C., Maclachlan, N.J., Thuer, 
B., 2009, Experimental transplacental infection of sheep with bluetongue virus serotype 8. Vet 
Rec 164, 499-500. 

Worwa, G., Hilbe, M., Chaignat, V., Hofmann, M.A., Griot, C., Ehrensperger, F., Doherr, M.G., Thur, B., 
2010, Virological and pathological findings in Bluetongue virus serotype 8 infected sheep. Vet 
Microbiol 144, 264-273. 

Xu, G., Wilson, W., Mecham, J., Murphy, K., Zhou, E.M., Tabachnick, W., 1997, VP7: an attachment 
protein of bluetongue virus for cellular receptors in Culicoides variipennis. J Gen Virol 78 ( Pt 7), 
1617-1623. 



  Bibliografía 

185 

 

Zhu, J., Paul, W.E., 2008, CD4 T cells: fates, functions, and faults. Blood 112, 1557-1569. 

Zientara, S., MacLachlan, N.J., Calistri, P., Sanchez-Vizcaino, J.M., Savini, G., 2010, Bluetongue 
vaccination in Europe. Expert Rev Vaccines 9, 989-991. 

 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIII. ANEXOS 
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