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RESUMEN

Objetivo. Este estudio pretende investigar la presencia de pestivirus, virus de Schmallenberg (SBV),
virus akabane (AKAV) y determiné la distribucién estacional en abortos de pequefios rumiantes.
Materiales y métodos. Se investigdé un total de 164 fetos abortados de pequefios rumiantes (39
cabras y 125 ovejas) en el oeste de Turquia entre 2015 y 2019. El SBV y el pestivirus se examinaron
con RT-PCR en tiempo real y el AKAV se examind con PCR anidada. Resultados. En este estudio,
cuatro ovejas (2.3%) resultaron positivas para pestivirus y nueve ovejas y una cabra (5.9%)
resultaron positivas para AKAV. No se detectdé SBV en ningun animal. Como resultado, el AKAV, un
virus transmitido por vectores, se detectd mas que otros virus en abortos de ovejas y cabras en el
oeste de Turquia. Se secuencidé una muestra positiva de virus akabane detectada en fetos de ovejas
basandose en el segmento S parcial. Esta muestra encontrd una similitud del 99-100% con los aislados
de Adana-15, Aksu-1 y Aksu-2 detectados anteriormente en el sur de Turquia. El analisis filogenético
mostro que el aislado secuenciado en este estudio estaba agrupado dentro del genogrupo Ib. Ademas,
se determino la distribucion estacional de los abortos de ovejas y cabras. Los casos de aborto que
empezaron a aumentar en noviembre alcanzaron un pico en febrero y disminuyeron hasta agosto.
Conclusiones. Este es el primer estudio en la regidon del Egeo (incluidas siete provincias) en el que
se investigaron simultdneamente tres importantes agentes virales en pequefios fetos abortados de
rumiantes.

Palabras clave: Aborto; enfermedad transmitida por vectores; pestivirus; virus akabane; virus de
Schmallenberg (Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. This study was aimed to investigate the presence of pestivirus, schmallenberg virus
(SBV), akabane virus (AKAV), and determined the seasonal distribution in small ruminant abortion
cases. Materials and methods. A total of 164 small ruminant aborted fetuses (39 goats and 125
sheep) were investigated in the West Turkey between the years of 2015 and 2019. While the SBV and
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pestivirus were examined with real-time RT-PCR, the AKAV was examined with nested-PCR. Results.
In this study, while four sheep (2.3%) were found to be pestivirus positive, nine sheep and one goat
(5.9%) were found to be AKAV positive. SBV was detected in none of the animals. According to the
results of the studies carried out, AKAV, a vector-borne virus, was detected more than other viruses
in sheep and goat abortions in West Turkey. A positive sample of akabane virus detected in sheep
fetuses was sequenced based on the partial S segment. This sample showed 99-100% similarity to
the Adana-15, Aksu-1, and Aksu-2 isolates previously detected in Southern Turkey. Phylogenetic
analysis showed that the sequenced isolate in this study was clustered within genogroup Ib. Another
important piece of data revealed in this study was the determination of the seasonal distribution of
sheep and goat abortions. Abortion cases which started to increase in November reached a peak in
February and declined till August. Conclusions. This is the first study in the Aegean Region (including
seven provinces) in which three important viral agents were simultaneously investigated in small
ruminant aborted fetuses.

Keywords: Abortion; akabane virus; arboviral diseases; pestivirus; schmallenberg virus (Source:

CAB).

INTRODUCCION

Los abortos son uno de los problemas mas
importantes que influyen en la ganaderia al
causar pérdidas econémicas considerables (1).
Las causas mas importantes de aborto son
agentes infecciosos como parasitos, bacterias
y virus. Los virus son una de las causas mas
importantes de aborto en pequefios rumiantes
(2,3,4,5).

AKAV y SBV, que son enfermedades transmitidas por
vectores, pertenecen al género Orthobunyavirus, de
la familia Peribunyaviridae. Estan estrechamente
asociados con los virus tinaroo, aino, shamonda y
peaton. AKAV y SBV son virus de ARN con envoltura,
tres segmentados (S, M, L) y de polaridad negativa
(6,7). AKAV causa trastornos reproductivos (aborto,
partos prematuros y mortinatos), anomalias
congénitas como artrogriposis-hidranencepatia
que también se denominan sindrome AH (7,8). El
SBV provoca fiebre, disminucion de la produccion
de leche en el ganado y mortinatos y anomalias en
ovejas y cabras (9). AKAV y SBV son transmitidos
por Culicoides dcaro mordedor (10, 11). El pestivirus
es un virus de ARN monocatenario, envuelto, de
polaridad negativa y puede causar infeccion en
animales salvajes como rebecos, ciervos y antilopes,
ademas de en animales domésticos como ganado
vacuno, ovino, porcino y camello. Las infecciones
por pestivirus se observan en un gran niumero de
paises del mundo y causan importantes pérdidas
economicas debido a los abortos que provocan (12).

La region del Egeo es una de las siete regiones
geograficas de Turquia y esta ubicada en el
oeste de Turquia. Existe una gran cantidad de
comercio de ganado y muchos humedales y areas
agricolas en esta region. Los viajes y la movilidad
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humanos también son de gran importancia en
la propagacion de enfermedades en el area
antes mencionada. Ademas, la incidencia de
enfermedades transmitidas por vectores (AKAV)
es alta debido a las caracteristicas del clima
calido de la region del Egeo. Por esta razon, se ha
vuelto importante investigar las enfermedades
que causan abortos en animales.

El objetivo del presente estudio es investigar la
presencia de pestivirus, SBV, AKAV, y determinar
la distribucidn estacional en casos de aborto de
pequenos rumiantes ocurridos en la Region del
Egeo entre los afios 2015-2019.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo. El estudio se realizd sobre abortos
de ovejas y cabras recolectados para diagnostico
de rutina en la regién del Egeo en el oeste de
Turquia entre 2015 y 2019. En total, 164 fetos
abortados de 39 cabras y 125 ovejas fueron
examinados con RT-PCR en tiempo real para
pestivirus y SBV, RT-PCR anidada para AKAV.

Durante la necropsia se obtuvieron asépticamente
tejidos fetales que incluian cerebro, pulmén,
bazo, nddulo linfatico e higado. Se combind una
cantidad igual de muestra de cada 6rgano de los
fetos abortados y se homogeneizd con 5 ml de
1X PBS (solucidn salina tamponada con fosfato)
(Sigma-Aldrich) y se centrifugd a 3500 rpm y 4°C
durante 30 min. Las muestras se almacenaron
en -80°C hasta la prueba.

Extraccion de ARN. La extraccion de acido

nucleico total se realizé utilizando el kit de
aislamiento de &cido nucleico total MagNA
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Pure LC (Roche, Alemania) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los extractos de
ARN se mantuvieron a -80°C hasta la prueba.

Ensayo de PCR en tiempo real. Se realiz6 RT-PCR
en tiempo real para amplificaciones de pestivirus y
ARN viral de SBV con Ready Virus Master en tiempo
real (Roche, Alemania). Los cebadores y sondas
utilizados para la amplificacion de la regién 5’-UTR
de pestivirus y segmentos S parciales de SBV han
sido publicados previamente por Hoffmann et al
(13) y Bilk et al (14), respectivamente. La PCR
anidada para amplificaciones de ARN viral de AKAV
se realizd con un kit de RT-PCR de un solo paso
(Roche, Alemania) utilizando cebadores publicados
por Akashi et al (15).

Secuenciacion y analisis filogenético. El
analisis de secuencia se realizé hacia delante o
hacia atras. La secuencia de nucleétidos se evalud
utilizando el software DNADynomo. La secuencia
de nucledtidos de consenso obtenida se confirmd
utilizando la Herramienta basica de busqueda de
alineacion local (BLAST) en el Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI). La
secuencia de nucledtidos en este estudio y otras
secuencias tomadas de NCBI fueron analizadas
y alineadas usando el programa MEGA version
X. El arbol filogenético fue construido con el
método de union de vecinos usando el modelo de
2 parametros de Kimura, un valor de arranque
de 1000 réplicas para todos los métodos y solo
se informan valores superiores al 50%.

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 164 fetos abortados
de los casos de abortos de ovejas y cabras que
ocurrieron en el oeste de Turquia entre enero de
2015 y junio de 2019. En el estudio, se examind
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la distribucién anual de abortos; el nimero de
casos de aborto fue el mas alto en 2019 (47)
y seguido por 2016 (46), 2018 (36), 2017
(25), 2015 (10). Segun la distribucién mensual
de materiales de aborto de ovejas y cabras,
los casos de abortos comienzan a aumentar
en noviembre, alcanzan un pico en febrero y
disminuyen hasta agosto (Figura 1).
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Figura 1. Las distribuciones mensuales de fetos
abortados de oveja y cabra. El grafico
muestra resultados similares para cada
provincia.

Los pestivirus y SBV se probaron mediante PCR
en tiempo real, y el AKAV se probé mediante PCR
anidada. Se encontraron pestivirus y AKAV en
cuatro (2.3%) y 10 (nueve ovejas, una cabra)
(5.9%) de los casos, respectivamente (Tabla 1).
En la mayoria de las muestras examinadas en
el estudio, se detecté mas AKAV que pestivirus.
No se detectd SBV en los 164 fetos abortados
en este estudio.

Se determind que la mayoria de los casos de
aborto de ovejas y cabras en la region del Egeo
estaban en la provincia de Izmir y seguidos por
las provincias de Manisa, Denizli, Kutahya, Usak,
Mugla, Aydin.

Tabla 1. Niumero de abortos segun especie animal, ubicacion geografica y provincias.

Oveja Cabra TOTAL
Provincias Posicién geografica Nam. Positividad Nam. Positividad Nam. Positividad
fetos Aka Pesti fetos Aka Pesti fetos Aka Pesti
37°49'51.1"N
-
DENIZLI %g:gg,’ggg,’,’ﬁ 22 2 1 6 - - 28 2 1
ESMIRNA %gf,’gg,’fg;,’,’ﬁ 33 1 - 19 1 - 52 2 -
KUTAHYA %gf,’%gfg‘ggf,’ﬁ 19 - 2 2 - - 21 - 2
MANISA 32’;;,%2,,285::'% 25 1 1 4 - - 29 1 1
MUGLA %g;’ﬁé%ggﬁﬁ 6 3 - 4 - - 10 3 -
USAK 59024'18. 6"E 13 2 - 3 - - 16 2 -
TOTAL 125 9 4 39 1 - 164 10 4
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Los abortos de ovejas y cabras que resultaron
positivos de AKAV se detectaron en enero
(2), febrero (2), abril (4), mayo (1) y julio
(1). Asi, la mayoria de los casos positivos de
AKAV ocurrieron en abril. Aunque AKAV es una
enfermedad transmitida por vectores, también
se encontrd que ocurre en los meses de invierno.
No se encontraron anomalias (hidranencefalia y
artrogriposis) en los abortos de nueve ovejas y
una cabra que resultaron ser positivas de AKAV.

Los aislados turcos obtenidos de estudios
anteriores (AKSU-1, AKSU-2 y Adana-15)
mostraron la mayor homologia de acidos
nucleotidicos (100%) con el aislado KMAF-SA
en este estudio. El arbol filogenético generado
basado en la secuenciacion del segmento S
mostré que KMAF-SA esta en el genogrupo Ib,
agrupando con Adana-15, AKSU-1 y AKSU-2
(Figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético de aislados de AKAV de
Turquia y otros paises.
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DISCUSION

En este estudio, usando PCR, se examinaron
pestivirus, SBV y AKAV, que son tres agentes
cruciales que causan abortos en pequenos
rumiantes. Este es el primer estudio en la
region del Egeo (incluidas siete provincias) que
investiga simultaneamente tres agentes virales
importantes en fetos abortados. Se encontraron
pestivirus y AKAV en el 2.3 y el 5.9% de los
casos, respectivamente. No se encontré SBV en
ninguno de los casos de aborto de ovejas y cabras.
AKAV se encontré en mas casos de aborto que
pestivirus. Como en el estudio realizado por Sevik
(16) en el sur de Turquia, el AKAV se encontrd
con una mayor incidencia en los abortos de ovejas
en comparacion con los pestivirus y el SBV no se
detectdé en ninguna muestra.

La infeccion por AKAV se observa generalmente en
Australia, los paises de Oriente Medio, el sudeste
de Asia y algunos paises africanos (10). También,
la presencia de AKAV en pequefos rumiantes
en Turquia se ha informado en estudios previos
(16,17,18). Ademas de los factores relacionados
con el ecosistema, como el calentamiento global,
los cambios estacionales y la presencia de areas
himedas, el transporte de animales, los cambios
en la estructura demografica y el aumento de los
viajes humanos desempefian un papel importante
en la aparicion de enfermedades transmitidas por
vectores, tales como AKAV (19,20,21). La regidn
del Egeo, que esta ubicada en la zona occidental
de Turquia, es una region subtropical que se
caracteriza por veranos calientes y hiumedos e
inviernos lluviosos y tibios. La gran cantidad de
fuentes de agua y areas agricolas en la region crea
importantes habitats para los vectores. Ademas,
debido al hecho de que la region del Egeo es una
zona industrial, agricola y turistica, la intensa
movilidad humana y animal la convierte en un
lugar potencial para enfermedades transmitidas
por vectores.

Los factores climaticos y la ubicacién geografica
de la regidon del Egeo son adecuados para la
circulacion durante todo el afio de Culicoides,
por lo que desempefan un papel destacado en
la propagacion de enfermedades transmitidas
por vectores. El AKAV reaparece en rumiantes en
Turquia con intervalos irregulares de 4 a 6 afios
(17,21). En este estudio, la deteccion molecular
de AKAV ocurrié entre 2016 y 2017. AKAV no se
detectd en 2015, 2018 y 2019. Los resultados
obtenidos en el estudio pueden explicar el hecho
de que la enfermedad se considere endémica
durante un periodo de 4 a 6 afios y que los
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animales adultos en las regiones donde ocurre
son inmunes a la enfermedad. Por lo tanto, AKAV
no se detectd en 2018 y 2019. AKAV se detectd
en la region occidental de Turquia en marzo en
un estudio realizado por Oguzoglu et al (17). En
el presente estudio, se detecté AKAV en enero,
febrero, abril, mayo y julio. El hecho de que el
agente se haya detectado principalmente en los
meses de invierno fue un indicador de que los
acaros moradores circulan durante cada estacion
en la region del Egeo de Turquia.

En este estudio, no se observaron anomalias
(hidranencefalia y artrogriposis) en los casos
de aborto de ovejas y cabras en los que
encontramos AKAV. En los pequefios rumiantes,
el periodo de gestaciéon en el que los animales
son mas sensibles al agente varia entre los dias
28 y 56. En el ultimo periodo de gestacién, la
incidencia de anomalias es muy baja (10). En
este estudio, no hubo informacion definitiva
sobre en qué periodo de gestacion ocurrieron
los abortos.

En los estudios previos en Turquia, los aislamientos
de AKAV obtenidos en ovejas se determinaron
como genogrupo Ib y II (16). El &rbol filogenético
generado basado en la secuenciacion del
segmento S mostré que KMAF-SA esta en el
genogrupo Ib.

En los estudios previos realizados en el campo, la
infeccion por SBV se ha informado en Alemania,
Paises Bajos, Dinamarca, Noruega, Bélgica,
Francia, Luxemburgo, Inglaterra, Italia, Espafa,
Suiza, Suecia, Austria, Finlandia, Polonia,
Irlanda, Republica Checa, Estonia, Hungria,
Eslovenia, Croacia, Lituania, Grecia, Rusia,
Serbia y Rumania (3). No se encontré SBV en
ninguno de los casos de aborto de ovejas y
cabras. Esto esta en conformidad con el estudio
previo realizado en la region mediterranea de
Turquia (16). No obstante, un estudio previo
realizado en la regiéon de Marmara (norte de
Turquia) informo6 que se encontré SBV en dos
abortos de ovejas (22). En otro estudio realizado
en el sur de Turquia, el SBV se encontrd en el
13.11% de las muestras de sangre de ovejay en
el 13.33% de las muestras de sangre de cabra.
Se tomaron muestras de sangre de los animales
entre uno y seis dias después del aborto (18).
En este contexto, se sugiere que las muestras
de sangre tomadas de la madre en lugar de las
muestras de aborto para SBV pueden ser mas
Utiles para detectar el acido nucleico del SBV.

Se encontro pestivirus en el 52.3% de los abortos
de ovejas en la regidn de Marmara, que fronteriza
con Europa (23), y en 98 de 396 (24.74%)
abortos de ovejas en un estudio que incluyo la
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region de Marmara y algunas ciudades del este
(24). En un estudio realizado en la region del Mar
Negro, que también se encuentra en el norte, se
encontré pestivirus en el 91.9% de los abortos
de ovejas y en el 100% de los abortos de cabras
(25). Por el contrario, el pestivirus se detect6 en
solo el 10.4% de los abortos de ovejas y tampoco
se encontré en ningun aborto de cabras en un
estudio realizado en el sur (26). Gur (27) informd
que, en la provincia occidental de Afyonkarahisar,
se detectd pestivirus en 2 de 568 abortos de
ovejas. Los resultados de pestivirus en el presente
estudio difirieron de los reportados en varios
estudios previos (23,25,28), pero coincidieron
con otros donde se reportaron incidencias bajas
(26,27,29,30). Se pueden proponer algunas
ideas para explicar posiblemente los diferentes
resultados. Una razdn es que el método de prueba
ELISA es mas sensible para los pestivirus (31)
y que este método ha sido usado por Tuncer-
Goktuna et al (23) en su estudio. La segunda
razén podria ser los diferentes métodos de
muestreo utilizados en los estudios. En tercer
lugar, aunque la region del gen UTR 5’ es una
region conservada en todos los pestivirus, es
posible que no haya detectado nuevos genotipos
de pestivirus, tales como cambios similares a HoBi
o de una sola base, que pueden haber afectado
la hibridacion del cebador (31,32).

Los estudios seroldogicos realizados en las
regiones de Marmara y el Mar Negro de Turquia
mostraron que las infecciones por pestivirus en
cabras no eran frecuentes (33,34). Tampoco se
encontré pestivirus en cabras en otros estudios
realizados en Turquia utilizando ELISA de
antigeno (23,26). En el presente estudio, no se
encontré ARN de pestivirus en cabras.

Como consecuencia, se han examinado
molecularmente los agentes virales que causan
abortos en ovejas y cabras en la region del Egeo,
gue esta ubicada en el oeste de Turquia y tiene
un clima subtropical. Este es el primer estudio
en la region del Egeo (incluidas siete provincias)
en el que se investigaron simultdneamente tres
importantes agentes virales en pequefos fetos
abortados de rumiantes. Segun este estudio, el
virus akabane causo abortos en ovejas y cabras
en esta region y fue seguido por pestivirus. No
obstante, no se encontré SBV en el estudio.
Por lo tanto, la deteccidn de virus transmitidos
por vectores debe realizarse a largo plazo,
en particular para el virus akabane, y deben
aplicarse programas de control de vectores a
gran escala basados en insecticidas cuando se
detecten aumentos de virus. Los hallazgos de
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que el virus akabane transmitido por vectores
fue el agente viral mas frecuente en ovejas y
cabras en la regién del Egeo y que el SBV se
detectd en otras regiones del pais, mientras
gue no se encontro en la regién del Egeo, donde
las condiciones climaticas son mas calidas y la
posibilidad de que la incidencia de enfermedades

Cagirgan et al - Aborto de pequefios rumiantes en Turquia

transmitidas por vectores sea mayor deberia ser
objeto de estudios futuros.
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