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INTRODUCCION
Nuestro pais cuenta con unos 30 millones de pequefios rumiantes (ovinos y
caprinos), hallandose el virus Maedi Visna (VMV) ampliamente extendido. Hasta el
momento actual, se han logrado amplificar algunas zonas del genoma del virus
utilizando PCR, pero no se han obtenido aislados de campo ovinos espafoles que
conserven su capacidad infectante. En este trabajo, se han obtenido aislados ovinos
espafioles a partir de un animal con sintomatologia clinica (artritis). Una vez aislada
la estirpe del virus implicado, con capacidad infectante, se ha caracterizado ésta
genéticamente y comparado su secuencia con las de muestras de otros tejidos del
mismo animal y con secuencias conocidas del GenBank. El conocimiento genético
de las estirpes capaces de producir la enfermedad del Maedi Visna es de utilidad
para comprender los mecanismos de patogenicidad y la epidemiologia, asi como
para desarrollar métodos de diagndstico e inmundgenos de interés en razas locales.

MATERIAL Y METODOS
Animales. Se escogieron 10 animales de la raza Rasa Aragonesa con
sintomatologia articular compatible con Maedi Visna, ubicados en dos explotaciones
con una seroprevalencia del 90 por ciento, segun ELISA (Elitest, Hyphen Biomed).
Esta sintomatologia no es frecuente en la zona y raza objeto de estudio y podria
responder a un brote de una cepa con especial tropismo por la articulacién. En
algunos casos, estos sintomas articulares se acompanaron de evidente clinica
pulmonar, segun analisis macroscopico en la necropsia.
Muestras. Las muestras analizadas en la necropsia fueron lavado broncoalveolar en
solucién salina tamponada estéril (PBS) y liquido sinovial para el aislamiento de
virus por co-cultivo. Para el estudio de PCR, se emplearon tejido articular, pulmon,
mama y encéfalo, todos ellos en bloques de 1 cm® embebidos en RNAlater (Qiagen).
Empleo de células de lavado broncoalveolar. Tras centrifugar 5 min a 400 x g, se
resuspendié el sedimento (rico en macréfagos alveolares) en 1-5 ml de RPMI
(GIBCO) conteniendo suero fetal bovino (SFB, GIBCO) al 10%, se realizd el
recuento (con camara de Neubauer, Marienfeld) y se distribuyeron 107 células sobre
una monocapa de células permisivas a la infeccion por VMV (véase seccion de co-
cultivos) en DMEM (GIBCO) con 1% SFB o suero de cordero.
Empleo de liquido articular. Se distribuyé el liquido directamente obtenido de
ambos carpos sobre la monocapa de células permisivas en DMEM al 1%.
Co-cultivos para aislamiento de la estirpe. Se emplearon dos tipos de células
adherentes permisivas para todos los experimentos de aislamiento viral, FOS (foetal
ovine synovial) y células del plexo coroideo ovinas (PLEXUS). Ambas provenian de
cultivo primario, se utilizaron en pases tempranos (inferiores a 15) y no daban lugar
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a amplicones de VMV con las técnicas PCR disponibles en el laboratorio. Estas
células se cultivaron hasta obtener “semi-confluencia” y entonces se co-cultivaron
(en DMEM conteniendo suero de cordero al 1%) con liquido articular de ambos
carpos o con 10’ células de lavado broncoalveolar de las ovejas afectadas
clinicamente. Transcurridos 11 dias, se ftripsinizaron los cultivos y las células se
sembraron en placas nuevas. Se recogieron sobrenadantes periddicamente y se
detecté en ellos actividad transcriptasa inversa (RT) cuando se observd una alta
mortalidad (a los16 dias), asociandose esta actividad a la presencia de VMV en las
células FOS y PLEXUS, segun PCR-secuenciacion. El sobrenadante entonces se
congelé (como stock de virus), y una alicuota se utilizdé para infectar fibroblastos
heterélogos, induciendo en ellos la formacién de sincitios y la propagacion de la
estirpe aislada.

Actividad RT en el sobrenadante de cultivo. Como medida indirecta de la
cuantificacién del virus en el cultivo, se determiné en el sobrenadante a los 9 dias de
co-cultivo la actividad RT utilizando un kit no radiactivo (The Reverse Transcriptase
Assay, Boehringer Mannheim), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
cuantificé la quimioliminiscencia por densitometria (ChemiDoc, Bio-Rad).

PCR. Las muestras de tejido y las células en cultivo cuyo sobrenadante presentaba
actividad RT se tripsinizaron y, tras la extraccion de ADN (QUIAamp DNA blood mini
kit, Qiagen), se analizaron por PCR-secuenciacion de nucleétidos (nt) para las
regiones de VMV: a) Gag p17-p25 (amplicones de 480-500 nt), utilizando cebadores
generados en el proyecto europeo CRAF-1999-70356 y por Rimstad et al. (1993); y
b) LTR (amplicones de 281 a 325 nt) segun metodologia de Extramiana et al. (2002)
y utilizando cebadores de Sonigo et al. (1985).

Analisis de secuencias. Las secuencias del genoma del VMV obtenidas con ambas
fuentes de muestra se compararon, mediante el programa BioEdit (Hall, 1999), entre
si, con las de la base de datos GenBank (NIH) y con amplicones de VMV de dos
ovinos espanoles (365 y 378; datos no publicados). Los alineamientos multiples se
realizaron con el programa ClustalW (Thompson et al, 1994). Los arboles
filogenéticos se produjeron por el método del Neighbour Joining (Saitou y Nei, 1987)
y se visualizaron y editaron mediante el programa TreeView (Page, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del virus. Se obtuvieron sobrenadantes con actividad RT en 2 de los
animales estudiados, 496 y 44. En ambos casos el co-cultivo positivo se obtuvo
utilizando como material de inéculo, el liquido sinovial. Uno de ellos (aislado 496) se
utilizé para analisis comparativo de secuencias en este trabajo.

Secuencias y homologias. En ambos aislamientos, se observé que las secuencias
obtenidas diferian del resto de aislados secuenciados y publicados en GenBank, asi
como de los amplicones obtenidos en nuestro laboratorio a partir de muestras de
campo de ovinos espafoles (datos no publicados). En la secuencia del aislado 496
se observaron resultados similares al estudiar las regiones LTR y Gag: a) mayor
semejanza genética (porcentaje de homologia 0,88-0,99) al compararla con otras
secuencias viricas, obtenidas de diferentes tejidos del mismo animal en que se aislo
(PBMC, mama, capsula articular, pulmén, cultivos de células FOS “CCF” y PLEXUS
“CCP” inoculadas con el liquido sinovial de la capsula articular de los carpos
izquierdo “Cl” o derecho “CD”), o con secuencias como 365 (de ovino espafiol con
VMV) y CAEV-Co, prototipo de lentivirus caprino estadounidense (GenBank); y b) un
menor porcentaje de homologia (0,46-0,69) con prototipos (GenBank) de VMV
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aislados de ovinos procedentes de paises como Portugal (PO10LV), Islandia
(Ic1514), Reino Unido (EV1 o sus secuencias tras subcultivos en nuestro laboratorio,
C+L y C+H) o el prototipo de virus caprino de Noruega (CAEV1GA), y en la regiéon
Gag, con la secuencia 378 de VMV ovino espafiol. Aunque a menudo pequenas, se
observaron diferencias entre tejidos dentro de un mismo individuo, lo que demuestra
la existencia de variabilidad (cuasi-especies virales) en un solo huésped, y una
proximidad a algunos aislados ovinos (espanol) y caprinos (CAEV-Co, causante de
artritis) pero no a los otros aislados caprinos y ovinos estudiados, sean o0 no de
origen espariol (Fig. 1). ” ”
CCF+CD " 984 CCP+CD
CCF-Z%I PBMC

5 CCP+CI
CAEV1IGA 365 CCFib
1000

CAEV-CO

PO1 OLV
EV1 C+L
CAEVIGA
EV1 C+H
%
putmén -/ FIMS,
728 73 "Mama 365
CCF+CD 474
CCP+CI
0,1 0,1 378

Figura 1. Arboles filogenéticos basados en secuencias de nucleétidos de las
regiones LTR (izquierda) y Gag p25-p17 (derecha), mostrando las relaciones de las
secuencias derivadas del aislado 496 entre si, con las prototipo (GenBank) de
lentivirus ovinos y caprinos y con dos de origen espariol (365 y 378). Los nimeros
en cursiva hacen referencia a los “bootstraps”. El asterisco corresponde a las
secuencias del aislado 496.
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