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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es establecer la extension de la diseminacion del JSRV (retrovirus del Jaagsiekte)
en animales con formas adenomatosas cldsicas y atipicas.

Se emple6 una PCR LTR semianidada para detectar el ADN proviral, exdgeno especifico de JSRYV, en células
sanguineas y tejidos en 36 ovejas. Estas se clasificaron como: 1.- Animales afectados de APO (adenomatosis
pulmonar ovina), cldsica (n= 10). 2.- Ovejas afectadas de la forma atipica (n=6). 3.- No afectadas procedentes
de rebafios con casos de APO (n=10). 4.- No afectados de rebaifios libres de APO.

Todas las muestras del grupo 4 fueron negativas. El ADN proviral fue detectado en todos los pulmones de
los animales afectados en los grupos 1 y 2 y también en una alta proporcién en muestras de tejido linfoide y
células sanguineas, mientras que en gldndula mamaria y sistema nervioso central los resultados fueron nega-
tivos. Dieron positivos células sanguineas y de tejido linfoide algunos animales del grupo 3.

Se realiz6 una comparacion de PCR, una directa y otra semianidada en mds de 90 muestras seleccionadas de
las estudiadas anteriormente. Ambos protocolos resultaron similares, aunque las ventajas resultan remarca-
bles en la técnica directa por costo, tiempo de realizacién y disminucién de problemas de contaminacion.
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INTRODUCCION similares enddgenas que se diferencian en pocos
pares de bases de las que producen la enfermedad.
Este cancer ha sido denominado, entre otras muchas
definiciones, como un adenocarcinoma broncoal-
veolar y las células predominantes que se reconocen
son los neumocitos tipo I y II, formadores del mate-

El Jaagsiekte es una enfermedad tumoral que se
desarrolla en pulmén y que puede frecuentemente
metdstatizar a ganglios mediastinicos, siendo des-
critas de forma casual en 6rganos y sistemas dis-
tintos al respiratorio. Afecta a ovinos y en menor

proporcidn a caprinos, aunque es conocida en otras rial surfactante que evita el colapso alveolar.
especies animales de una manera excepcional. Etio-

16gicamente es un retrovirus ARN de tipo B o D el En este estudio y a efectos précticos se diferen-
que se integra dentro del genoma del animal en cian formas extremas que se denominan clasicas y

forma proviral. Se han estudiado secuencias muy atipicas.
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La primera es aquella en la que, independiente-
mente de su extension, se encuentra una formacion
de aspecto tumoral, que a la seccion es hiimeda, de
color grisdceo y aspecto glandular en el que se des-
criben con frecuencia limites atelectdsicos conti-
nuados con un enfisema compensatorio mds acla-
rado. Es posible encontrar pequefios nodulillos saté-
lite en las zonas limitrofes de similar aspecto, color
y forma que la masa tumoral. Su situacién es
craneo-ventral y de alli evolucionan hacia situa-
ciones mas caudales y dorsales. Las formas atipicas,
por contra, que se encuentran situadas mds fre-
cuentemente en los 16bulos dorsales y caudales,
suelen ser nédulos dnicos, de aspecto retraido y un
poco deprimidos, con forma estrellada. Tienen un
color blanco y la superficie de corte es seca. Micros-
cOpicamente, ambas formas son muy similares,
aunque el componente fibrético, en la forma atipica
€s mayor.

La forma cldsica, ampliamente extendida y que es
la tradicionalmente reconocida, es una forma que
provoca importantes pérdidas econdémicas derivadas
de la muerte del animal, cuidados veterinarios y del
ganadero, disminucién de la produccién, etc. Por otra
parte la forma atipica suele ser solamente un hallazgo
de necropsia sin efectos evidentes en la salud y la
productividad de los animales que la presentan.

La clinica varia segtn el estadio de enfermedad
en el que se encuentre el ovino. Esta es muy evi-
dente en las tltimas fases del proceso, encontrddose
animales caquécticos y con una disfuncién respira-
toria muy evidente. Existe una estrecha relacién
entre esta patologia respiratoria y otras de tipo bac-
teriano y viral de gran interés sanitario, como es el
Maedi- Visna. Por otro lado, este virus no desarrolla
reaccién inmune. Esta parece no existir, o al menos
los protocolos que hasta la fecha se han desarro-
1lado, no han sido lo suficientemente sensibles para
lograr detectar esa reaccion. Si esto resulta intere-
sante, también lo es el hecho de que todos los
intentos por cultivar este virus en medios celulares
“in vitro” han sido fallidos. En la actualidad no
existe un método de diagndstico “in vivo”, en ani-
males infectados asintomaticos.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio fueron seleccionadas 10 explo-
taciones de ovino de raza Latxa situadas en las dis-
tintas provincias de la Comunidad Auténoma Vasca.
Los animales de este estudio no fueron recogidos

exclusivamente por padecer una patologia respira-
toria clara. Estos se dividieron en distintos grupos
dependiendo de dos premisas. Una, la situacién del
rebafio de origen con respecto a su incidencia de
APO y en segundo lugar, las lesiones adenomatosas
encontradas en cada uno de los animales. Por tanto
fueron cuatro los grupos a estudiar: 1.- Animales
con APO clésica (n=10). 2.- Casos con APO atipica
(n=6). 3.- Ovinos no afectados procedentes de
rebafios con casos de APO (n=10). 4.- No afectados,
de rebafios libres de la enfermedad.

Los animales fueron sacrificados y de ellos se
procesaron los siguiente tejidos: sistema nervioso
central, ubre, rifién, epitelio nasal, pulmén no
tumoral, pulmén tumoral, ganglio mediastinico, gan-
glio retromamario, bazo y ademads se tomo sangre
en tubos con heparina para su posteriormente pro-
cesamiento con objeto de extraer las células blancas
sanguineas periféricas.

El virus del Jaagsiekte (JSRV) es ARN y se integra
dentro del genoma ovino en forma proviral. Con el
fin de analizar este, se realiz6 la extraccion del ADN
de los drganos mencionados. Esta se realizé
mediante el método cldsico del fenol- cloroformo-
isoamilico y lavados sucesivos con alcoholes de dis-
tintas pureza, previa digestion con proteinasa K.

Una vez obtenido este ADN, se aplic6 la técnica
de la PCR (polimerasa chain reaction), basada en la
amplificacion de una secuencia especifica propia
del virus exégeno. En nuestro caso, para el estudio
de distribucion en tejidos, se empled una secuencia
que se encuentra en la regién U3 del drea LTR, una
de las zonas mds conservadas de los retrovirus. Para
ello, se empled una técnica de PCR semianidada,
en dos pasos. En una primera ronda se utilizaron un
par de cebadores cuyo producto se empled en la
segunda amplificacion, en la cual se usé otro par de
cebadores uno de ellos distinto, que amplific6 una
secuencia interior de este primer producto. Cada una
de las muestras de cada tejido de cada animal se rea-
liz6 por seis veces. Los productos de amplificacion
de la primera ronda dan un tamafio de 176 pby 133
pb en la segunda.

Otra de las pruebas realizadas fue la comparacién
de esta PCR semianidada, empleada en la realiza-
cién del estudio de distribucién en tejidos, con otra
PCR en un sélo paso en la que se modificaron con-
diciones de temperaturas de termociclado y se
cambi6 la enzima polimerasa. En total se exami-
naron 96 muestras de ADN procedentes de dife-
rentes tejidos de animales pertenecientes a distintos
grupos de animales de estudio. En la PCR directa
se utilizaron igualmente 6 repeticiones por muestra.
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RESULTADOS

1.- Distribucién del provirus del JSRV por la U3-
Hn- PCR

Los resultados de la distribucién del provirus del
JSRV en las muestras analizadas por esta PCR
semianidada se muestran en la tabla 1.

Por grupos es de destacar que en los animales
estudiados con APO clésica el provirus se detecta
siempre en las células blancas, ganglio mediastinico
y en los pulmones, tumoral y normal (aquel en el
que macroscépicamente no se detecta ningtin nédulo
canceroso). Se dan resultados positivos aunque en
una proporcién mucho menor en érganos linfoides
como ganglio retromamario y bazo asi como en
rifién y epitelio nasal.

En el grupo 2.- Animales con APO atipica, se
resefla que el nimero de muestras es menor, ya que
la proporcién de animales encontrados con esta
forma eran excepcionales. Se halla clara positividad
en las muestras de pulmén ya sea tumoral o no, as{
como en ganglio mediastinico. En células blancas
es importante la proporcién de resultados positivos.

En los animales en contacto con la enfermedad,
la positividad encontrada es muy rara y esta cuando
se da, es débil (nimero de replicas positivas sobre
el total de las estudiadas, en este caso 6). Es intere-
sante comprobar que existe deteccion del provirus
en células blancas sanguineas.

En el caso de los animales exentos de la patologia,
procedentes de rebafios libres de la enfermedad, no
se detectd ninglin animal ni muestra alguna positiva.

Tabla 1. Deteccion del provirus del JSRV por U3- Hn- PCR.

TEJIDO APO CLASICA APO ATIPICA EN CONTACTO SANOS
SNC 0/9 0/6 0/6 0/10
UB 0/10 0/6 0/6 0/10
RN 2/10 0/6 0/1 0/3
EN 3/8 NH NH NH
PnoT 10/10 3/5 1/10 0/10
PT 10/10 4/4 NH NH
GM 10/10 5/6 2/10 0/8
GR 5/10 0/6 1/9 0/10
BZ 4/10 0/6 2/10 0/10
CBSPs 10/10 3/4 4/10 0/10

NH (No hecho), sistema nervioso central (SNC),
ubre (UB), rifién (RN), epitelio nasal (EN), pulmén
no tumoral (PnoT), pulmén tumoral (PT), ganglio
mediastinico (GM), ganglio retromamario (GR),
bazo (BZ) y células blancas sanguineas periféricas
(CBSPs).

2.- Estudio comparativo de las PCRs semianidada
y directa.

Con la PCR directa se detectaron 38 muestras
positivas de las 46 muestras positivas identificadas
con la variante optimizada lo que representa una
sensibilidad del 83%. Ademds se obtuvo un resul-
tado positivo de una muestra negativa en la PCR-

SA, lo que equivale un 98% de especificidad. El
procesado con esta nueva PCR requiere un 50% de
reactivos y tiempo.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en ambos tipos de pre-
sentacién confirman una etiologfa comtn. En con-
secuencia podria plantearse que ambas formas no
son sino manifestaciones externas de distintos
grados de delimitacién de la infeccidn en el sentido
de que en las formas clésicas el virus serfa capaz de
encontrase en una mayor variedad de tejidos asi
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como de alcanzar una mayor extensién en el
pulmoén. En las formas atipicas o nodulares la repli-
cacion del virus se encuentra mds restringida por el
hospedador, de manera que no solo seria mas dificil
detectar virus en tejidos sino que el crecimiento
tumoral se verfa mucho mds delimitado por factores
individuales como resistencia racial, dosis infec-
tante, momento de infeccién , etc para que se dea-
rrollase un tipo u otro.

Uno de los resultados mds interesantes de este
estudio es la confirmacién de la posibilidad de
deteccion de ADN proviral en células sanguineas
de animales asintomdticos y aparentemente sanos.
Se abre una puerta interesante para la deteccion de
animales clinicamente sanos como posible método
de diagnéstico y control de la infeccidn, en dreas
libres de la enfermedad, especialmente en cuanto
que puede sanear o prevenir la entrada de la infec-
cion en rebafios de alto valor genético.

CONCLUSIONES

El provirus de la adenomatosis pulmonar ovina
se encontré mds extendido en los tejidos de los ani-
males afectados por las formas cldsicas de la APO
que en los que presentan las formas atipicas.

Los 6rganos mds inténsamente infectados, son el
pulmon tumoral y no tumoral, y el ganglio medias-
tinico. La mayoria de las células blancas sanguineas
fueron positivas en animales afectados con APO cla-
sica y atipica.

En algunos animales en contacto, las células
blancas sanguineas, los érganos linfoides, y el
pulmén también mostraron positividad aunque con
menor intesidad y proporcion.

En ningtn caso se encontrd positividad en ani-
males sanos.

La PCR directa puede considerarse como la téc-
nica de eleccidn para la deteccién del ADN proviral,
por su sensibilidad y especificidad, rapidez y menor
costo.
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