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Resumen

La lengua azul esta causada por un virus ARN bicatenario del género Orbivirus. Afecta
a ovidos, bovidos y otros rumiantes y esta transmitida por mosquitos del género Culicoides.
Da lugar a grandes pérdidas economicas. Existe una notable diferencia entre los 24 serotipos
distintos existentes del virus. El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la distribucion del
serotipo 1 del virus de la lengua azul mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa con
retrotranscriptasa (RT-PCR) en distintos tejidos de ovejas infectadas de manera natural en
Andalucia, donde circulan los serotipos 1 y 4. A partir de muestras de distintos tejidos de
dichas ovejas, se extrajo el ARN y se realizaron dos ensayos de RT-PCR, uno genérico y
otro especifico del serotipo 1. So6lo las muestras de sangre de una de las ovejas resultd
positiva a ambas técnicas y, al secuenciar el fragmento se correspondié con el serotipo 1. Esto
demuestra que la sangres es una buena muestra de eleccion para la deteccion de este serotipo.
Se estan realizando nuevos estudios para determinar con seguridad la eficacia de estas

técnicas de RT-PCR.
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Summary

Bluetongue is caused by an RNA-virus belonging to the Orbivirus genus. It affects
sheep, cattle and other ruminants and is transmitted by midges from the Culicoides genus. It
causes important economical losses. There is a notorious difference between the 24 different
BTV serotypes. The objective of this study is to analyze the distribution of the Bluetongue
virus in different tissues by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for
BTV serotype 1 in naturally infected sheep from Andalucia, where serotypes 1 and 4 are
present. RNA was extracted from different tissues sample of these sheep and after that, a
generic and serotype 1-especific RT-PCR was carried out. Only the blood sample from one of

these sheep was positive and the sequence of the fragment proved that it belonged to BTV
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serotype 1. This demostrates that blood is a good sample for the detection of serotype 1.

Further assays will be developed in order to determinate the efficacy of this RT-PCR.
Key words: Bluetongue, RT-PCR, serotype.

Introduccion

La lengua azul (LA) es una enfermedad causada por un virus ARN bicatenario sin
envuelta y de simetria icosaédrica perteneciente el género Orbivirus. Este virus afecta a
ovidos, bovidos y otros rumiantes como pueden ser los cérvidos y se transmite por insectos
del género Culicoides. Algunos de los sintomas que produce son edema, coronitis que da
lugar a cojera, tlceras en mucosas y encias y cianosis de la lengua, lo que le da el nombre
debido a la tonalidad azulada de la misma. Es una enfermedad que da lugar a grandes pérdidas
econdmicas.

Se conocen 24 serotipos de LA, cuya distribucion ha aumentado en los ultimo diez afios
hasta superar el paralelo 40° N (limite norte de la distribucion de la enfermedad hasta 2006),
llegando en la actualidad a afectar paises europeos que se encuentran a latitud 60° N. Los
serotipos 1, 2, 4 y 8 han producido pérdidas econdmicas en Espafia desde el afio 2000. En el
resto de Europa circulan, ademas, los serotipos 8, 9y 16.

Las secuencias génicas que codifican proteinas viricas, tanto estructurales como no
estructurales, se utilizan como diana para detectar la presencia del virus. Entre ellas, cabe
destacar las proteinas VP2 y NS1. La primera forma parte de la capa externa del virus y
presenta gran variabilidad entre los serotipos, por lo que se usa para una deteccion
seroespecifica. La segunda es no estructural y su secuencia genética estd muy conservada en
distintos serotipos, por lo que sirve para la deteccion genérica del virus.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la distribucion del virus en distintos tejidos
de ovejas infectadas de manera natural, utilizando la técnica de reacciéon en cadena de la

polimerasa con retrotranscriptasa (RT-PCR) para poder detectar el virus.

Material y métodos
e Animales: Se obtuvieron muestras de tejidos provenientes de dos ovejas con
sintomas evidentes de LA (cojera, edema facial, descarga nasal y ulceracion en las
encias). Tras la eutanasia con sobredosis de pentobarbital sédico se obtuvieron
muestras de bazo, arteria pulmonar, sangre y suero. Por cada oveja, se han analizado
cinco muestras distintas procedentes de cada tipo de tejido.
Extraccion de ARN: se parte de 100ul de sangre, suero y del homogeneizado

de los tejidos. Se uso el reactivo Trizol (Invitrogen). El protocolo realizado se describe
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en (Chomczynski et al., 1987). Brevemente, el proceso consta de separar todos los
componentes lipidicos de cada muestra, de la fase soluble en agua, donde se encuentra
el ARN. Después se realiza una precipitacion del ARN con etanol y la muestra se

resuspende en agua libre de RNAsas.

e RT-PCR: Se amplifico el fragmento de ARN que codifica las proteinas VP2 y
NS1 usando cebadores genéricos del virus de LA (Figura 1) y especificos del serotipo
1 (Figura 2)

La reaccion de RT-PCR consta de 40 ciclos en los que se repiten tres pasos
precedidos del paso de retrotranscriptasa, en el que esta enzima realiza copias de ADN
a partir de ARN a 48°C. Los tres pasos de la PCR constan de: un paso a 95°C para la
desnaturalizacion de las hebras, un paso a 52°C para la union de los cebadores y un
paso a 72°C para que la polimerasa transcriba dando lugar a mas copias. Se obtienen
mas de dos billones de copias del fragmento que queremos amplificar.

e Controles: Como control positivo se utilizéo una muestra de ARN del virus de
LA del serotipo 1 obtenida por infeccion de un cultivo celular de células de riiidn de
mono verde. Como control negativo se utilizd una muestra de ARN del virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) y tres muestras en las que se
utilizé agua destilada para realizar el proceso de extraccion de ARN.

e Electroforesis: gel de agarosa al 2% tefiido con colorante SYBR-GREEN, que
se une a acidos nucleicos de cadena doble, para visualizar los productos de la RT-
PCR. Se usa un marcador de pesos moleculares como referencia, en el que cada banda
se corresponde con cien pares de bases. Esta técnica se basa en la carga parcial
negativa de la muestra que le permite el desplazamiento por el gel segiin su tamafo.
En la RT-PCR genérica el fragmento es de 274 pares de bases y en la especifica del
serotipo 1 es de 765 pares de bases (Figura 3).

Resultados
Tras el andlisis de cinco muestras de suero, sangre, bazo y arteria pulmonar procedentes
de dos ovejas con sintomas de LA, se obtuvieron los siguientes resultados:
eEnsayo de RT-PCR genérica de LA: tnicamente las muestras de sangre de

una de las ovejas dieron resultado positivo con esta técnica.
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e Ensayo RT-PCR especifica: Los resultados obtenidos son similares a los del
ensayo genérico, mostrando bandas positivas correspondientes al serotipo 1 de LA
solo la muestra de sangre procedente de la oveja numero 1.

e Secuenciacion: el fragmento de ADN amplificado por la RT-PCR especifica
se mando a analizar al servicio de secuenciacion SECUGEN, SL, comprobandose que

correspondia con serotipo 1 de LA.

Conclusiones

La técnica de RT-PCR es novedosa en cuanto a su aplicacion para la deteccion
especifica de serotipos de LA. Los estudios en los que se han desarrollado los cebadores para
la deteccion de los serotipos de LA presentes en Europa se han publicado recientemente
(Mertens et al., 2007). En este estudio hemos aplicado la técnica de RT-PCR para la deteccion
del virus en distintas muestras procedentes de ovejas con sintomas de LA. Los resultados
obtenidos han permitido detectar el virus de LA Unicamente en sangre procedente de una de
las ovejas analizadas. Los resultados negativos en la deteccion del virus en las restantes
muestras, a pesar de la evidente sintomatologia observada en los individuos, puede deberse a
dos razones. Puede suponerse que la RT-PCR no presenta suficiente sensibilidad para la
deteccion del virus en los tejidos analizados o que la infeccion era muy inicial y todavia no se
habia acantonado en ellos y habia una mayor proporcidon de particulas virales circulantes en
sangre.

La deteccion del virus solamente en sangre de una de las ovejas parece indicar que el
virus permanece unido a eritrocitos durante todo el periodo de viremia, por lo que esta
muestra seria la mas adecuada para realizar estudios de deteccion del virus. A pesar de ello,

aun es necesario realizar méas ensayos con un nimero mayor de muestras.
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BTV16  GATGGCAGGAGGGTATTTTCATGCTCGGACGCGTGTTGCTGAGATGGGAGCTGACGAAGG

GATGGCAGGAGGGTATTTTCATGCTCGGACGCGTGTTGCTGAGATGGGAGCTGACGAAGG
BTV2 GATGGCAGGAGGGTATTTTCATGCTTGGACGCGTACTACTGAGATGGGAACTGACAAAAG
BTV2 GATGGCAGGAGGGTATTTTCATGCTTGGACGCGTACTACTGAGATGGGAACTGACAAAAG
BTV4 GATGGCAGGAAGGTATTTTCATGCTTGGGCGCGTACTACTGAGATGGGAACTGACGAAGG
BTV16  GATGGCAGGAAGGTATCTTCATGTTGGGTCGTGTGTTGTTGAGGTGGGAGTTAACGAAGG
BTV9 GATGGCAGGAGGGTATTTTCATGCTCGGACGCGTACTGCTGAGATGGGAGCTGACGAAGG
BTVv4 GATGGCAGGAGGGTATTTTCATGCTCGGACGTGTACTGCTGAGATGGGAGCTGACGAAGG
BTVO9 - e AGTTCTCTAGTTGGCAACCACCAAACA
PrimerF - - - ——————— oo GTTCTCTAGTTGGCAACCACC—--—-

* Xk KXk K* X

BTV16  AGGAGGCAATGTATGATCGGGAAACAGTTTGGCTCCAATGCTTCAAAAGCTTTTCTCAAC 300
AGGAGGCAATGTATGATCGGGAAACAGTTTGGCTCCAATGCTTCAAAAGCTTTTCTCAAC 288
BTV9 AGGAGGCAATGTATGATCGGGAAACAGTCTGGCTCCAATGCTTCAAAAGCTTTTCTCAAC 300
BTV4 AGGAGGCAATGTACGATCGGGAAACAGTTTGGCTCCAATGCTTCAAAAGCTTTTCTCAAC 300
BTV2 AGGAGGCAATGTATGATCGGGAAACAGTTTGGCTTCAATGCTTTAAAAGCTTTTCTCAAC 230
BTV2 AGGAGGCAATGTATGATCGGGAAACAGTTTGGCTTCAATGCTTTAAAAGCTTTTCTCAAC 288
BTv4 AGGAGGCAATGTATGATCGGGAAACAGTTTGGCTTCAATGCTTCAAAAGCTTTTCTCAAC 300
BTV16  AAGAGGCGATGTATGATCGAGAGACGGTTTGGCTCCAATGTTTCAAAAGTTTTTCCCAAC 230
BTV9 AAGAGGCGATGTATGATCGAGAGACGGTTTGGCTCCAATGCTTCAAAAGTTTTTCCCAAC 300
PrimerR --————————————- ATCGGGAAACAGTCTGGCTT—=======———mm e — 20

*khkkk Kk Kk Kk Fhkkhkkk

Figura 1. Alineamiento de la secuencia codificante de la proteina NS1 de distintos serotipos
de LA con la secuencia de los primers genéricos de lengua azul.
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BTV1I  AGTTCCGACAACATGATCCTGAGCGCCTGAAGATATTTGAGCATAGGAATCAACGTAGAG 1020
Y = GRAATCATCGYAGAG 15

*AhAkAAk FhAkhkkik

BTV1  CTTTAAGAGGACAGGCGCTTTCGCGGCAACAGGCACAGTCCACTTACGATGAAGAAATAT 1800
PrimerR ——————————- CAGGCGCTYTCRCORCARCA- = === = m— oo oo 19

R S S S R S S S S R S

Figura 2. Alineamiento de la secuencia de VP2 del serotipo 1 de LA con los primers
especificos del serotipo 1 utilizados en este estudio.
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Figura 3. Geles de agarosa con controles positivos y negativos y marcador de pesos
moleculares. (A) Resultados obtenidos en el ensayo genérico de LA. Muestras de sangre,
normal y diluida; bazo, arteria pulmonar y controles negativos. (B) Resultados obtenidos en el
ensayo de RT-PCR especifico para el serotipo 1 de LA. Muestras de sangre, bazo y control

positivo.
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