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Resumen

El virus de la lengua azul (vLA) es un Orbivirus transmitido por mosquitos
hematofagos del género Culicoides. En el norte de Espafia ha aparecido recientemente
el serotipo 8, afectando a ovejas y vacas. Los serotipos de VLA son tan distintos entre si,
que las vacunas no ofrecen proteccion cruzada. Por tanto, es fundamental identificar
cual afecta al animal para aplicar la vacuna correcta. En estudios recientes se ha
desarrollado un ensayo de RT-PCR para detectar el serotipo 8 de VLA en vacas y
ovejas. En este estudio hemos evaluado dicha técnica para la deteccion especifica del
serotipo 8 en cabras. Se analizaron 15 sueros de cabras infectadas y sobrenadantes de
cultivos celulares infectados con el serotipo 8. Las muestras de sueros analizados no
dieron resultados positivos.
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Summary

Bluetongue virus (BTV) is an Orbivirus transmitted by haematophagous insects of
the genus Culicoides. In the north of the lberian Peninsula, BTV-8 has appeared
recently, affecting sheep and cattle. Bluetongue serotypes are so different among them,
that vaccines do not offer cross-protection. Thus, it is important to detect which
serotype is affecting an animal, in order to apply the correct vaccine. An RT-PCR assay
has been developed recently to detect BTV-8 in cattle and sheep. In this study we have
evaluated this RT-PCR technique as a diagnostic tool for the specific detection of BTV-
8 in goats. Sera samples from 15 infected goats and supernatants from BTV-8 infected
cell cultures were analyzed. No positive results were obtained for the analyzed samples.
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Introduccion

La lengua azul (LA) es una enfermedad provocada por un virus de la familia
Reoviridae, del género Orbivirus, del cual se conocen hasta el momento 24 serotipos
(Roy, 1996). En Espafia, tltimamente los serotipos encontrados han sido el 1, 2, 4 y 8,
habiéndose confirmado la presencia de este ultimo muy recientemente en Cantabria,
concretamente el 17/01/2008. En este ultimo, el serotipo 8, hemos centrado nuestro
estudio, debido a su reciente aparicion en nuestro pais.

Los Orbivirus son transmitido por vectores, concretamente por un mosquito
hematofago del género Culicoides (du Toit, 1944). Estos mosquitos, de 1 a 3 mm de
longitud, no nacen infectados, si no que cuando pican y toman la sangre del animal
infectado quedan portadores del virus, pudiendo asi transmitir la enfermedad por
picadura a otros animales.

Aunque actualmente el virus se puede encontrar por paises de temperaturas frias
como los del norte de Europa, EEUU, Australia, etc., aparecid por primera vez en paises
tropicales (Mellor y Boorman, 1995). EI aumento en la distribucion del
microorganismo por el mundo se puede deber a dos razones, el calentamiento global —
el aumento de las temperaturas ayuda a que los mosquitos transmisores del virus puedan
vivir en lugares donde antes no lo hacian- y la globalizacion.

En Espafia se han detectado los serotipos 1 y 8 conjuntamente en una franja que va
desde Asturias hasta el Catalufia, mientras que en La Rioja se ha confirmado la
presencia unicamente del serotipo 1. Por ultimo, toda la parte del centro, sur y oeste de
la peninsula esta ocupada por los serotipos 1y 4

(http://rasve.mapa.es/Publica/Focos/Focos ResultadoBusqueda.asp).

El objetivo de este estudio es comprobar si la técnica de RT-PCR convencional
(Mertens y cols. 2007), utilizada para la deteccion del vLA-8 en ganado vacuno y
ovino, es efectiva también para la deteccion de este serotipo en cabras, dada la
importancia econdmica que esta especie tiene en nuestro pais.

Material y Métodos

Para el estudio de la técnica de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction), se utilizaron 15 sueros provenientes de cabras del Pais Vasco. Estas cabras,
eran sospechosas de ser portadoras de la VLA-8 (serotipo 8 del virus de la Lengua
Azul), debido a que 11 de ellas, resultaron positivas a anticuerpos mediante una técnica
ELISA genérico y las 4 restantes a una PCR genérica. Como control positivo se utilizé
el sobrenadante de células infectadas in vitro con el vLA-8 y como control positivo se
utilizé agua. El hecho de que las técnicas que se utilizaron son genéricas, nos indican
gue son portadoras del virus de la lengua azul, pero no sabemos a qué serotipo nos
estamos enfrentando.
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Para ello, realizamos una técnica de RT-PCR convencional descrita por Mertens y
cols. (2007), seguida de una electroforesis en gel de agarosa para visualizar los
resultados obtenidos.

Para realizar la técnica, preparamos una mezcla que denominaremos MIX, en la
que introduciremos las enzimas Taq polimerasa y retrotranscriptasa, primers (Primer
forward: GATAGAATRCGTTCCCGCCT, Primer reverse: GTAGGACGAGCCAGGATT
GACGCQG) y nucledtidos libres (afiadidos por la polimerasa tras unirse el primer a la
secuencia especifica de DNA)

Tras la preparacion del MIX, proseguimos con la amplificacion de DNA con el
termociclador, que realizara 40 ciclos para amplificar el DNA. Cada ciclo se divide en
varias fases: En la primera fase del ciclo, la temperatura se aumenta hasta los 95°C, para
que las hebras de DNA se separen. Acto seguido, la temperatura disminuye a 65°C, para
que los primers busquen sus secuencias complementarias en las hebras de DNA. En el
siguiente paso, la temperatura aumenta a los 72°C, temperatura Optima para que la
enzima taq polimerasa actte al maximo rendimiento.

Tras la RT-PCR, se realiza la visualizacion de las 15 muestras, mediante la técnica
de la electroforesis en gel de azarosa, tefiidos con el colorante SYBR-GREEN. Esta
tincion nos permite visualizar los productos de RT-PCR compuestos de DNA
bicatenario.

En cada gel, se incluye un marcador de peso molecular, que permite poder
compararlo con el tamafo del producto de PCR del virus. En nuestro caso, el control
positivo dio una banda de peso molecular de 562 pares de bases.

Tras la electroforesis, los geles se visualizaron mediante una camara de
documentacién de geles con luz azul (Figura 1)
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Figura 1. Ensayo de sensibilidad de la técnica. Se utiliz6 un control positivo (10°) y se realizaron
diluciones seriadas en base 10. En la figura se muestra el gel de agarosa en el que se cargaron los
productos de PCR obtenidos. Se puede comprobar que sélo el control positivo sin diluir (10°) se pudo
detectar con la técnica utilizada en este estudio.
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Resultados

Hemos querido aplicar por primera vez una RT-PCR convencional para detectar el
VLA-8 en cabras infectadas, provenientes del Pais Vasco. La técnica utilizada ya habia
sido descrita por Mertens y cols. (2007) para vacas y ovejas. De las 15 muestras
analizadas, todas dieron resultados negativos, ya que ninguna de ellas poseia la banda
de 562 pares de bases del producto de RT-PCR (Figura 1). Sin embargo, la técnica
funciona adecuadamente porque observamos el resultado esperado en sobrenadantes de
cultivos infectados con vLA-8, que hemos utilizado como control positivo (Figura 2).
La deteccion de VLA-8 se detecta Unicamente cuando el sobrenadante se utiliza sin
diluir y su concentracién es aproximadamente 1.5x10* TCID/ml. Diluciones menores a
ésta no son detectadas en con la técnica evaluada.

Muestras positivas C+ C- C- M
A PCR

Figura 2. Gel de agarosa con los resultados de las muestras analizadas. En los seis primeros carriles de la
derecha se muestran los resultados de las cabras analizadas. El carril siete muestra el producto de PCR
obtenido a partir de un control positivo. La banda obtenida, de 562 pares de bases, es la esperada. Los
carriles ocho y nueve se corresponden a dos controles negativos y el carril diez es el marcador de peso
molecular.

Discusién

La técnica de RT-PCR aplicada en este estudio ya habia sido previamente validada
para muestras de vacas y ovejas. Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que
1) en el caso de muestras de cabras esta técnica no parece ser lo suficientemente
sensible 0 2) que el serotipo presente en las muestras no es el 8, sino el 1, como parecen
indicar otros estudios realizados con las mismas muestras (no se muestran los datos). El
articulo utilizado como referencia para realizar este ensayo describe los cebadores que
se han utilizado en este estudio y los resultados positivos obtenidos con muestras de
vaca y oveja. Sin embargo, no se dan datos de sensibilidad que puedan compararse con
los obtenidos con nuestras muestras.
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Conclusiones

La técnica utilizada en este estudio no ha podido ser evaluada, debido
probablemente a que las muestras analizadas resultaron pertenecer a otro serotipo de
lengua azul que no es el que detecta el ensayo de PCR evaluado. Por tanto, los autores
se han replanteado el estudio y se disponen a estandarizar esta técnica de deteccion de
VLA-8 utilizando PCR a tiempo real, que aporta una sensibilidad mayor, y controles
positivos de VLA. Una vez que la técnica esté puesta apunto, se reevaluaran las muestras
procedentes de cabras que se han analizado en este estudio. La mayor dificultad que se
encuentran los autores es la falta de datos bibliograficos en los que se describa la
sensibilidad de esta técnica.
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