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Resumen:

La enfermedad de la lengua azul (LA) afecta diferentes especies de rumiantes silvestres y
domésticos. En México, la enfermedad producida por el virus de la lengua azul (VLA), alin
es reconocida como exotica, a pesar de que, en diferentes ocasiones se han detectado
anticuerpos. El objetivo fue establecer técnicas moleculares usando un gen sintético que
incluye los genes NS1 y NS3 como control positivo para establecer el diagnostico del VLA
en muestras de ovinos de diferentes regiones del pais, mediante técnicas moleculares. Se
obtuvieron 320 muestras totales de sangre completa de ovinos. Las muestras obtenidas se

110


mailto:eli_rubio33@hotmail.com
mailto:loza.elizabeth@inifap.gob.mx

Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(1):110-121

evaluaron mediante RT-PCR punto final y RT-PCR en tiempo real estableciendo las
condiciones por el grupo de trabajo. Se encontraron 12 muestras positivas de ovinos a la
deteccion de NS1; estas muestras se secuenciaron obteniendo un fragmento de 101 pares de
bases. Al realizar el alineamiento se obtuvieron identidades con secuencias reportadas en el
GenBank con fragmentos de NS1 desde 89 % (p= 1e-12) a 98 % (p=4e-13), correspondientes
alos serotipos 10, 11 y 12. De estas muestras, se obtuvieron dos muestras positivas de ovinos
mediante el PCR tiempo real (PCR-tr), uno proveniente de Chiapas (raza Chiapas) y el otro
de Tamaulipas (raza Suffolk). Los resultados de la PCRtr fueron corroborados por la CPA-
SENASICA. Este trabajo, aporta por primera vez en México, la importancia de usar un gen
sintético como control positivo, para realizar la deteccion en laboratorios oficiales BSL-2, lo
cual en una emergencia sanitaria es de suma importancia.
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Introduccion

El virus de lengua azul (VLA) pertenece al género Orbivirus y familia Reoviridae, es
causante de la enfermedad de la lengua azul (ELA) afectando rumiantes tanto domeésticos
como silvestres®. El virus posee un genoma ARN de doble cadena (dsSRNA) sentido negativo
conformado por 10 segmentos®. Es un virus sin envoltura, de capside icosahédrica, con un
diametro aproximado de 90 nm. El genoma codifica para las proteinas estructurales que
conforman la cépside externa e interna o core (VP1 - VP7), y las cuatro proteinas no
estructurales, denominadas no estructurales (NS) que estan involucradas en la replicacion,
maduracion o salida del virién de las células infectadas). Los genes no estructurales son
altamente conservados a través del género®®. EI gen NS1 codifica para una proteina del
mismo nombre, la cual se expresa en mayor cantidad durante la replicacion del VLA y es la
proteina citoplasmatica mas abundante. Por otro lado, el gen NS3 codifica para la proteina
NS3 que tiene funcion de viroporina, relacionada con la lisis celular®. Debido a lo anterior,
los dos genes se han utilizado como blanco en ensayos tamiz para la identificacion de VLA®),
El virus se transmite por medio de la picadura de mosquitos del género Cullicoides spp; por
lo anterior, la presentacion de la enfermedad esta asociada a la diseminacion de dicho vector,
aunque se ha informado de otros vectores como las garrapatas®; se sabe que el virus puede
permanecer viable durante toda la vida del vector.
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Actualmente, se han descrito 28 serotipos diferentes de VLA en todo el mundo® y el virus
esta distribuido practicamente en todos los paises que se dedican a la ganaderia bovina y
ovina. La enfermedad de la lengua azul (ELA) se puede presentar tanto en forma subclinica
y clinica, especialmente en ovinos, ya que en bovinos la mayoria de las veces es asintomatica.
En los paises en donde la enfermedad es endémica causa severas pérdidas econoémicas a los
productores®. El nombre “lengua azul” fue atribuido por africanos que observaron cianosis
en la lengua de algunos animales, aunque este signo no se observa en todos los animales
infectados, ya que los signos varian entre especies y es dependiente de la cepa. Las lesiones
como hiperemia y edema de los labios y cara; erosiones y Ulceras orales y la tipica cianosis
en lengua son debidas a la infeccion de las células endoteliales que permiten aumento de la
permeabilidad celular®,

La Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE)®9 clasifica a la enfermedad de lengua azul
como un padecimiento de declaracién obligatoria, por lo que el diagndstico oportuno es
importante. El grado de severidad de la enfermedad depende del serotipo, la cepa del virus,
la especie, la edad y el estado inmunoldgico del animal, siendo los més afectados las ovejas
y los venados cola blanca®®; en los ovinos el periodo de incubacion del VLA es de seis a
ocho dias, sin embargo el ganado bovino rara vez muestra signos clinicos, pero mantienen
una viremia prolongada®?. Los cérvidos también pueden ser infectados por un orbivirus
estrechamente relacionado responsable de la enfermedad hemorrégica epizottica®. La ELA
no es contagiosa y solo se transmite a través de insectos Culicoides, la distribucion esta
asociada por tanto a la prevalencia del vector. En América del Norte se han identificado hasta
cinco serotipos, sin embargo, solamente en Estados Unidos se ha informado de la presencia
de siete®®. La presentacion del virus en América esta asociado principalmente a la presencia
de dos especies del vector C. sonorensis y C. insignis®®. En cuanto a México, a pesar de
que la enfermedad es considerada exotica; en los afios 80s se informé serologia positiva al
virus tanto en ovinos como bovinos en diferentes regiones del pais®®". Por otro lado, en el
afio 2015 se publico la deteccidn de un fragmento genoma viral en tres especies de Culicoides
(C. variipennis, C. sonorensis y C. occidentalis)!®. Para poder definir los veintiocho
serotipos del VLA hasta ahora descritos se utiliza el gen VP2(",

Finalmente, en el mes de febrero de 2021 se realizo la notificacion de lesiones orales de
ovinos por la Secretaria de Desarrollo Agropecuario, Pesca y Acuacultura (SEDPA) de
Oaxaca en el Municipio de San Pedro Mixtepec. La CPA detecté dos muestras positivas al
virus de lengua azul, utilizando la técnica de RT-PCR y la notificacion se hizo en el Boletin
Informativo de la CPA AVISE®,

La ELA es de notificacion obligatoria a la OIE, principalmente porque los nuevos brotes
implican restricciones de circulacion y comercio, lo que provoca graves pérdidas
econdmicas. No obstante, a nivel mundial se implementa una vigilancia activa para detectar
lainfeccion por VLA mediante diferentes pruebas como el aislamiento del virus u otra prueba
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de deteccion o serologia®®. EI método de deteccion por excelencia es el aislamiento del virus
en cultivos celulares permisivos, para posteriormente realizar el analisis genético del virus,
que permita determinar el serotipo presente en la muestra del animal afectado. En las zonas
endémicas del virus, se recomienda el control de los vectores para impedir la diseminacion,
ademaés de programas de vacunacién. En Estados Unidos y Europa, se han empleado vacunas
vivas atenuadas. El objetivo de este trabajo fue establecer técnicas moleculares utilizando un
gen sintético como control positivo que incluyera los genes NS1 y NS3, para posteriormente
evaluar muestras de ovinos, de diferentes regiones del pais.

Material y métodos

Muestras

Se realiz6 un muestreo por conveniencia de ovinos aparentemente sanos, obteniendo 3 ml de
sangre completa con anticoagulante (heparina) de 320 individuos, provenientes de cinco
estados del pais (Chiapas, Coahuila, Estado de México, Morelos y Tamaulipas). Las muestras
se obtuvieron durante el verano del 2016 al 2018. EI muestreo se realiz6 en machos y hembras
reproductoras de entre uno y cinco afios. El total de muestras analizadas se encuentran
descritas en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Muestras de sangre obtenidas de ovinos en cinco Estados de la Republica
Mexicana y analizadas para la deteccion molecular del virus de lengua azul por RT-PCR

Estado Especie Sexo Raza Total
H Criollo 20
Chiapas Ovinos M Criollo 5
S/D S/D 66
Cruza 70
Ovinos H Dorper 37
. Suffolk 13
Coahuila Blackbelly 1
Ovinos H Criollo 29
Pelibuey 1
Morelos Ovinos S/D S/D 62
Pelibuey 8
Tamaulipas Ovinos H Dorset 4
Suffolk 4

Total 320

H= hembra; M= macho; S/D= sin dato.
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Gen sintético

Debido a que la ELA se considera exotica en México, se disefid un gen sintético para
posteriormente ser usado como control positivo, con la finalidad de no utilizar al virus
inactivado o material genético del mismo en un laboratorio BSL2. Para lo anterior, fueron
insertados en el vector pUC57 (GeneScript, USA), dos fragmentos del genoma viral, uno
correspondiente al gen NS1 (354 pb) y otro correspondiente al gen NS3 (300 pb) tomando
como base las secuencias del BTV-11 reportadas en el GenBank (KF986511 y KM580467,
respectivamente). Para su uso como control positivo en los ensayos moleculares, la
concentracion del plasmido fue ajustado a 100ng/pl.

Extraccion de material genético

El ARN viral fue extraido a partir de 250 ul de la muestra de sangre utilizando Trizol LS®
Reagent (Ambion, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas
modificaciones en el protocolo. EI ARN obtenido se almacend a -70 °C hasta su uso.

Ensayos moleculares

Gen constitutivo. Con la finalidad de verificar la calidad del ARN obtenido, se amplifico
mediante RT-PCR un fragmento del gen constitutivo GAPDH utilizando los iniciadores y
condiciones reportados por Gonzéalez-Arto M, et al®. Como plantilla se utilizo ADN
complementario sintetizado a partir del ARN viral utilizando el kit MMLV
Retrotranscriptase (Invitrogen, USA).

Deteccion de un fragmento del gen NS3. EI ARN extraido de las muestras fue utilizado como
plantilla para la deteccién de un fragmento del gen NS3 de los orbivirus utilizando un par de
iniciadores y la sonda recomendados en el Manual de la OIE®. La RT-PCRitr se llevo a cabo
mediante un protocolo de amplificacion en un solo paso establecido en el laboratorio
utilizando el kit iTaq universal probe one step (Bio-Rad, USA).

Deteccion de un fragmento gen NS1. Con la finalidad de corroborar la presencia del genoma
del VLA en las muestras positivas a la RT-PCR en tiempo real, se establecio un protocolo
para la deteccion de un fragmento del gen NS1, utilizando iniciadores descritos en el Manual
de la OIE®?, Para lo anterior se utilizé el Kit iProof HF Master Mix (Bio-Rad, USA). Los
productos de amplificacion de positivos a dicho protocolo se purificaron en geles de agarosa
y fueron secuenciados por el método de Sanger en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
IBT-UNAM.

114



Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(1):110-121

Secuenciacion. Los resultados de la secuenciacion fueron analizados con la herramienta
BLAST del NCBI. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con 29 secuencias
reportadas en el Gene Bank del virus de lengua azul y con la secuencia AM745001.1 del
virus de la fiebre epizodtica hemorragica como outgroup. El alineamiento fue realizado
utilizando el “Multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences” (MAFFT
ver 7, AIST). Se realizo el analisis filogenético utilizando meétodos bayesianos (Markov
Chain Monte Carlo) y el alineamiento se llevo a cabo con Mesquite en el software Mr. Bayes
(Open source).

Resultados

Como un ensayo de evaluacion de la calidad del material genético se llevé a cabo la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 400 pb del gen GAPDH ovino, como se
describe previamente. Todas las muestras utilizadas para la deteccién de un fragmento
genoma viral fueron positivas a la amplificacion de GAPDH por RT-PCR, lo que indica que
el material genético estaba integro y en buen estado para su uso en los ensayos de RT-PCR
(Figura 1).

Figura 1: RT-PCR para la amplificacion del gen constitutivo GAPDH Ovino

Carril 1, Marcador de tamafio de fragmento 50pb (Low Mass ladder); Carril 2-7, muestras de ovino. Los
productos de amplificacidn se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%.

En cuanto al ensayo de deteccion de un fragmento del gen NS1 mediante el RT-PCR punto
final, se obtuvo la identificacién de dicho gen en 12 muestras de sangre de ovinos proveniente
de los estados de Chiapas, Coahuila y Tamaulipas. Con la finalidad de armonizar los
métodos, se decidio utilizar iniciadores sugeridos por la OIE, como se describe previamente.
El analisis de las secuencias obtenidas mostro en el alineamiento identidad con secuencias
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reportadas en el GenBank con el fragmento del NS1 desde 89 % (p= le-12) a 98 % (p= 4e-
13), correspondientes a los serotipos 10, 11y 12.

Los resultados de la inferencia filogenética se observan en la Figura 2 en donde se muestra
el agrupamiento de las muestras primordialmente con los serotipos 10 y 11. Los resultados
positivos se corroboraron por el método de RT-PCR en tiempo real en dos de las muestras

una de Chiapas y otra de Tamaulipas; como se ha mencionado el RT-PCRtr utiliza el gen
NS3.

Figura 2: Inferencia filogenética de muestras de ovinos positivas al gen NS1 del virus de
lengua azul
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El dendograma fue obtenido utilizando el alineamiento de 100 pb del gen NS1 de las secuencias de
las muestras positivas en este estudio y de 30 secuencias obtenidas del GenBank pertenecientes a
los serogrupos 10, 11y 12. Las muestras positivas de ovinos mediante el RT-PCR en punto final

estan identificadas como: OT=0vinos Tamaulipas: OT1, OT2, OT3, OT4, OT5. OC=0vinos
Chiapas: OC1, OC2, OC3, OCF10, OCF39, OC5, OC4. Las razas estan indicadas por color:

Criollo@ Pelibuey @ Suffolk @ vy Dorper ()  Las muestras fueron
tomadas entre 2016 y 2017. Como outgroup se utilizé la secuencia del virus de la fiebre epizodtica
hemorrégica (AM745001) indicado con [l .

El resultado positivo a la deteccion por RT-PCRtr fue corroborado por el laboratorio de CPA
del SENASICA vy naotificado al SIVE. En dicho laboratorio se utiliza de igual manera la
deteccidn de un fragmento del gen NS3, como control positivo se utiliza ARN viral que se
obtiene a partir de sobrenadante de cultivos celulares infectados con el virus que
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posteriormente se inactivan (comunicacion personal CPA). Con respecto a los ensayos
realizados en colaboracién con el laboratorio oficial, para corroborar los resultados de los
animales que resultaron positivos, el control sintético propuesto en este trabajo mostré que
podria utilizarse sin problema en cualquier laboratorio BSL2 para realizar la deteccion del
virus en laboratorios oficiales BSL2.

Discusion

Como se ha mencionado, la ELA en diferentes hospederos puede ser subclinica y por tanto
la deteccion del agente causal en poblaciones ovinas puede ser compleja®?. Por lo anterior,
para este estudio en el muestreo fueron considerados animales clinicamente sanos, donde el
estado de la viremia en los animales y los signos pueden o no ser observados, dependiendo
de la carga viral o de los subtipos de los que se trate. Adicionalmente, se considerd para el
muestreo Entidades Federativas del pais en zonas donde el vector transmisor del virus esta
presente con un clima idéneo para su desarrollo®?, asi como que los borregos estuvieran
cercanos a explotaciones de ganado bovino, ya que esta especie puede ser portadora sana del
virus.

Respecto al diagndstico del agente causal de la ELA, el método recomendado es por
aislamiento del virus en cultivo celular o huevos embrionados®®, sin embargo, se han
desarrollado diferentes versiones de RT-PCR que pueden emplearse para detectar el VLA
especificamente el serogrupo de los Orbivirus y para determinar el serotipo del VLA. Estos
enfogques moleculares son mucho mas rapidos que los métodos viroldgicos e inmunoldgicos
tradicionales, que pueden tardar hasta cuatro semanas en suministrar informacion sobre
serogrupos y serotipos, actualmente, existen ensayos dirigidos principalmente para las
proteinas VP1, NS1, NS2, VP6 y NS3. Ninguna de estas proteinas tiene relacion con la
serotipificacion del virus, y son fuertemente conservadas entre serotipos de VLA, algunas,
como el caso de NS3 tiene mayor grado de conservacion entre Orbivirus. Y, por tanto, estos
ensayos carecen de potencial para clasificar los aislados@?.

Adicionalmente, cada técnica tiene un rango de deteccién del virus o del genoma, por
ejemplo, Bonneau et al®) informan que el ensayo de RT-PCR es capaz de detectar el genoma
desde 3 hasta 122 dias. Por lo que, es de relevancia hacer la recomendacion de realizar
muestreos y campafias de vigilancia no solo en rumiantes, sino ademas en los posibles
vectores que estan reportados como transmisores del virus.

En México, la ELA es considerada como exdtica, sin embargo, este estatus deberia ser
reconsiderado tomando en cuenta las diferentes notificaciones realizadas desde los afios 80s
a la fecha en diferentes regiones del pais; esto permitiria evaluar la presencia del virus en
diferentes hospederos y vectores utilizando varios métodos. En 1981 con el trabajo de
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Moorhead et al®®, se determin6 la presencia de anticuerpos por inmunoprecipitacion en
ovinos sacrificados en el rastro encontrando 8.5 % de positividad en suero. Posteriormente,
Vilchis et al (1986)©@" utilizando inmunodifusion demostraron 27.4 % de seropositividad en
los animales muestreados. Stott et al®® informaron seropositividad de 6 %, 35 % y 60 % en
tres estudios independientes en ganado de diferentes estados del pais. La publicacion
cientifica mas reciente fue informada por Lozano-Rendon JA 'y su grupo de trabajo™” donde
se demostré un 14.4 % en la deteccion molecular del gen NS1 del VLA en vectores
Culicoides en estado de Nuevo Leon.

En cuanto a los resultados presentados en esta investigacion se detectd un 3.75 % de
positividad en las muestras de ovinos clinicamente sanos, utilizando el mismo gen NS1 que
Lozano-Renddn et al™; sin embargo, este estudio se realizo en el vector, en donde la
probabilidad de demostrar la presencia del virus es mayor que en los ovinos, en donde el
tiempo de viremia es mas corto. Dicho gen NS1, como ya se ha mencionado, es uno de los
mas conservados, entre los diferentes serotipos de VLA®. Los resultados de la deteccion de
un fragmento del genoma viral en muestras de ovino en este estudio coinciden con lo
notificado este afio por la CPA®Y,

Por otro lado, el porcentaje de deteccion es similar a lo descrito en los reportes mas antiguos
en donde se utilizan muestras de rumiantes. Los resultados informados en el presente trabajo,
asi como los presentados por otros autores, hacen manifiesta la necesidad de cambiar el
estatus de la enfermedad, asi como de implementar sistemas de vigilancia del virus, tanto en
los vectores, como en los principales hospederos del virus, sean animales domésticos, como
silvestres.

Conclusiones e implicaciones

Se presenta como una alternativa el uso de un control positivo sintético que evitaria el uso de
ARN viral, que solo puede ser utilizado en laboratorio BSL3 de las instancias oficiales del
pais. Con el uso del control positivo sintético se aumentaria la red de laboratorios capaces de
implementar la técnica de deteccidn viral y por tanto determinar el estatus real de la
enfermedad en el pais.
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