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RESUMEN

El objetivo def presente trabajo fue mantener un cultivo de membrana sinovial de feto
caprino y aislar el virus de  Artritis Encefalisis Caprina (AEC), a panir de
monocitos/macrofagos tomados del torrente sanguineo de cabras seropositivas. Para o cual
se colectaron fetos caprinos de cabras crioflas de donde se obtuvieron explantes de
membrang sinovial que fueron colocados en botelizs de Falcon, adicionados de medio de
cultivo Bagle Dulbeceo ¢ incubandose con un 2-5% de CO,a 37° C, mostrando crecimiento
aparente en 24 horas formando confluencia de la monocapa al 100% entre los 12 v 14 dias,
Establecienda el cultivo celular con un total de 100 cajas obtenidas durante of desarrollo del
trabajo Estas cajas de cultivo fieron infectadas a partit  del aislamientc de
monocitos/macrofagos de 5 animales seleccionados por ser seroposifivos a la AEC, con un
kit de la prueba de ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas) comercial
(CHEKIT). De estos animales se obtuvo sangre en jeringas con Heparina para hiego
centrifugar utilizando a partes iguales Ficolt ~ Hypaque con lo cual se separarén células
leucocitarias que se colocarén en boteflas de Falcon por 7 dias para obtener al final
monocitos/macrofagos a una concentracion promedio de 105 céhlasfnl, que mostrd ser la
requerida para causar efecto citopatico en mas de un 30% de las botellas de cultivo
infectadas (de un total de 70 botellas). Bi efecto citopético se pudo observar en un tiempo
mimme de 4 semanas, consistiendo en ¢l dafio caracteristico que causa ef virus de AEC, con
células estrelladas refractiles v procesos dendriticos, formacién de células gigantes (sincitios)
y conglomeracion auclesr.

Una vez abservado el efecto citopatico del virus de AEC en Ia monocapa de células, se
colectd el sobrenadante v se almaceno a -30° C, cuando se reunrerén 800 ml de
sobrenadante, se concentrd por ultrafiltracién con un equipo Amicon que utiliza membranas
de filtracidn, con un valor de exclusion de pese molecular de 100,000 y 10,000 daltons (&),
el grado de concentracion fue de aproximadamente 100 veces. A este concentrado se le
realizé ia determinacion de proteina por ef méodo de Bradford encontrando para las
moléculas mayores de 100, 000 d una concentracién de 2 mg/ml de proteina v para las
mayores de 10, 000 d una concentracion de 0 12 mg/ml,

Se evidencié la presencia de antigenos virales con I técnica de dot blotting en una
membrana de nitrocelulosa, probando antigenos mayores de 100,000 daltons (presuntamerte
la glicoproteina de superficie) y de 10,000 daltons (presuntamente proteina de cdpside ¥
transmembranal) Este trabajo demuestra of aislamiento de antigenos del virus de la AEC en
Meéxico a partir de la infeccitn de cultivos de membraga sinovial de feto caprino, estos
pueden ser utilizados para ¢! montaje de pruebas diagnosticas mas especificas que utilicen
antigenos de cepas virales que estén presente en ¢ pais.



INTRODUCCION

La cabra ha constituido una de ias especies domésticas mds importantes para el
hombre, aportando carne y leche para alimentarse, pelo y pieles para confeccionar
prendas con que vestirse, abono organico de alta calidad, como animal de orato ¥,
finalmente, inspiracion poética y refigiosa (Arbiza, 1986; Gailego, 1993),

Actualmente existen 696,514,300 cabras en el mundo (FAO, 1997). Aproximadamente
el 6% se encuentra en paises desarrollados v 94% en paises en desarrollo, de Jas cuales
56.5 % estan en Asia, 32 4% en Africa, 4.0% en Sudamérica, 2.8 % en América del
Nerte y Central, 2.7% en Europa, 1.3% en la desaparecida URSS v 0.3% en Oceania
(Arbiza, 1986, Smith y Sherman, 1994)

Las cabras pueden tener diferentes fines productivos, como el de obtener came
(Boer), leche {Saanen, Alpina), quesc, fibra de Cashmere (Cabra Pasmina) y Mohair
(Cabra Angora), cneros para preparacion de pieles finas (cabra Red Sokoto); como
animales de carga y tiro, animales de experimentacién, produccion de anticuerpas
comerciales, v cada vez méds, como mascotas {Gali, 1981; Smith v Sherman, 1994)

Las cabras son manejadas bajo todos los sistemas de praduccidn  imaginables,
incluyendo la forma sitvestre, trashumante, nomada, extensivo, intensivo, v en sistemas
totalmente confinados (Gall, 1981, Smith y Sherman, 1994).

En paises subdesarrollados, las zonas donde se crian las cabras se caracterizan por ser
pobres en su capacidad de produccidn de alimento, lo que hace que las cabras tengan que
ingerir los alimentos mds inapropiados; asimismo mantienen una gran resistencia fisica v
excelente tasa reproductiva (Arbiza, 1986).

Las cabras atn con su gran sesistencia, son susceptibles a enfermedades, como la
Artritis Encefalitis Caprina (AEC), [a cual es un padecimiento viral que ha emergido con
gran importancia en muchos paises, sobre todo en aquelios dedicados a la produccién
lactea y que uiilizan bésicamente razas de origen europeo (Dawson, 1987),

DISTRIBUCION DE LA ENFERMEDAD DE ARTRITIS ENCEFALITIS
CAPRINA

El vinus de la Artritis Encefalitis Caprina {AEC) fue reconocido a principio de los afios
T0s (Pawlisch y Maes, 1984; James, 1990; Putmey v Moatelaro, 1990} v aisladoe por
primera vez en 1980a en los Estados Unidos por Crawford y cols, & partir de membrana
sinovial de cabras afectadas con ariritis Posteriormente, el virus fue tambien aislado en
Nueva Zelanda ¢ Inglaterra En México se presensaron evidencias preliminares del
aislamiento ¢ identificacién del virus en 1986 (Gay y cols, 1986} La enfermedad de
AEC, que también es conocida como Rodilla Grande, Leucoencefalomielitis-Artrins de
las Cabras, Leucoencefalomiefitis Viral, Infeccion por Retrovirus Caprmo o Artritis
Encefalitis Caprina Viral; es una enfermedad que afecta a diversos aparatos y sistemas de
Jos caprmos domésticos de tadas lzs edades y probablemente a todas las razas, se
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manifiesta en forma persistente durante toda la vida del anima! infectado (Crawford y
Adams, 1981; Alvarez, 1984; Dinter y Morein, 1990; Dunn, 1990; Trigo, 19%1)

La enfermedad esta presente en el Continente Americano {Brasil (Hotzel vy cols,
1993) Canadd (Bélanger y Leboeuf, 1993), Estados Unidos (Cutlip v cols, 1992),
Jamaica, México (Gay, 1986), Perd (Amerighno y cols, 1993), Trinidad y Tobago,
Venezuela}, Europa { Alemania, Dinamarca, Francia {Vitu y Russo, 1988), Gran Bretafia
(Dawson y Wilesmith, 1985), Grecia, Holanda, Suiza (Adams y cols, 1984), Suecia,
Noruega (Adams y cols, 1984)}, Africa { Argelia (Achour y cols, 1994), Guinea-Bissau,
Kenia (Adams y cols, 1984), Maputo (Lopes y cols, 1989), Mozambique (Lopes y cols,
1989), Tanez, Zaire}, Asia {Iscael, Arabia Saudita (Alluwaimi y cols, 1990), Sida}, v
Oceania {Australia (Greenwood y cals, 1995b), Fiii (Adams y cols, 1984) y Nueva
Zelanda (Surman y Daniels, 1985)3.

Existe ef riesgo de que se difunda a muchos otros paises, por e} transito internacional
de caprinos de paises infectados como EUA | pais donde la incidencia en algunos hatos
es de cerca del 100% {Achour v cols, 1989, Dinter y Morein, 1990; Trigo, 1991; Cutlip
y cols, 1992, Giangasperc y cols, 1992; Gonzalez, 1994). En México se han realizado
diversos estudios serologicos para determinar la sercprevalencia de la AEC, utilizando [a
prueba de inmunodifusién v estos estudios indican que los animales importados son
seropositivos al virus de AEC (Trigo, 1991; Gonzalez, 1994) Ast por gfemplo, en un
estudio de un total de 1,627 sueros de cabras criolfas provenientes de 12 estados del
pals, ninguno presento anticuerpos contra el virus, sin embargo, a partir de 857 sueros de
cabras lecheras provenientes en su mayoria de los Estados Unidos, 232 {27 1%) fueron
seropositivas; este estudic comprendic cabras de la zona norte, centro y sur del pais
{Nazara, 1991; Trigo, 1951)

ETIOLOGIA

La AEC es producida por un virus RNA que se clasifica dentro de la familia
Retroviridae y la subfamilia lentivirinae, caracterizados por causer enfermedades crénicas
degenerativas de diversos sistemas u drganos (iros retrovirus que se encuentran en esta
familia son el virus de la anemia mfecciosa equina, el de maedi-visnz o neumonia
progresiva ovina (NPO), y virus que causan inmunodeficiencias, como ¢l virus de la
inmunodeficiencia humana, del simic, felina y bovina. Los retrovirus poseen una gran
capacidad para mufar, siendo un millon de veces mas rapidos que cualquier otro
organismo conocido Esto explica en parte, las dificultades del sistema inmunoldgico
para detectarlos y eliminarlos, asi como los probiemas para desarrollar vacunas contra
elios. {Trigo, 1986; Mc Guire, 1987, Cheevers y Travis, 1988, Dinter v Morein, 1990;
James, 1990; Pastoret v Portetelle, 1590, Putney v Montelaro, 1990 Trigo, 1991,
Pétursson v cols, 1992; Ryan v cols, 1993, Olvera, 1994, Smith y Sherman, 1994).

e postula que la morfogénesis del virus de ta AEC es similar 2 la del virus de la
NPO,  ya que tiens protefnas estructurales similares, cor reaccion cruzada de los
determinantes antigénicos donde esta involucrada la proteina p30, ademas, de fa similitud
de ambos virus por crecer en lineas celulares de ovino Sin embargo, los experimentos de
hibridacion con acidos nucleicos, indicaron que los virus de la AEC y de la NPO son
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diferentes, ya que comparten solo el 20% de la homologia de secuencia entre sus
genomas, no cbstante son indistinguibles en reacciones de inmunodifsion donde esta
involucrada la giicoproteina de superficie de un peso molecular de 135,000 daltons (Gp
135} y Ia proteina interna, de un peso molecular de 28,000 daltons (P 28} (Roberson y
cols, 1982; Pastoret y Portetelte, 1990; Angus y cols, 1994).

El virus es una particula envuelta que mide entre 90 2 130 nm de didmetro. La
envoltura viral se deriva de la membrana de la célula infectada durante el proceso de
gemacion (Cheevers y Travis, 1988, Pétursson y cols, 1992: Olvera, 1994; Clavijo v
Thorsen, 1995a). Contiene en su niclen una cadena sencilla de &cido ribonucieico, con
un peso molecular de aproximadamente 5.5 x 10° daltons y una densidad de 1.14 2 1.16
g/ml en sacarosa, ademas, posee un RNA dependiente de magnesio y una transcriptasa
reversa. Se han reportado diferentes cepas del virus de ta AEC (Robinson y Elfis, 1986;
Nermut y Steven, 1987; Clemens y cols, 1988; Ellis y cols, 1988b; Perrin, 1991; Smith y
Myers, 1991; Amerighno y cols, 1993; Clavijo y Thorsen, 1996; Rowe y East, 1997).

Este virus esta compuesto por aproximadamente 60% de proteina, 35% lipidos, 3%
carbohidratos y 1% de RNA (Lichtensteiger y cols, 1991, Pétursson y cols, 1992).
Contienen tres genes de codificacion, gag, pol v env, los cuales codifican lIas proteinas
del virus ( cuadro 1)

) CUADRO 1
PROTEINAS QUE CODIFICAN LOS GENES DEL VIRUS DE LA AEC

GENES PROTEINAS QUE PESO MOLECULAR
CODIFICAN
gag, capside 28,000 Dattons
matriz 16,000 Daltons
nucleoproteinas 14,000 Daltons
pol Enzimas virales. nibonucleasa
H, integrasa viral, proteasa
! viral, y transcriptasa reversa.
Lenv glicoproteina de superficie 135,000 Daitons
_ | glicoproteina transmembranal l 50,000 Daitons

Fuente' Putney y Montelaro, [1990; Narayan y cols, 1992; Pétursson y cals, 1992; Clavijo
y Thorsen, 1895a, Perry v cols, 1993,

Ademds cuenta con dos genes que codifican la regulacion de proteinas, el tat y rev vy,
un ger vif antes llamado Q; el cual es esencial para una rapida y eficiente replicacion del
virus en cultiva de membrana sinovial de cabra {Harmache y cols, 1995) También se ha
demostrado que el gen codificador de 1a envoltura {env) GP 135 esta ligado a la
infeccién de células sinoviales de cabra por el virus (Hullinger v cols, 1993)



CUADRO CLINICO

Este tipo de virus se caracteriza por presentar una infeceidn lenta pero subclinica en la
mayoria de las cabras infectadas, siendo estas capaces de transmitir el virus; aunque
algunos individuocs nunca presentan signos clinicos de la enfermedad. El pericdo de
incubacidn varia de dias, meses, hasta afios. Se estima que la enfermedad en su forma
clinica ocurre solo en un 30% a 40% de los animales en un hato infectado (Motha y
Ralston, 1994; OIE, 1996; Rowe v East, 1997).

Las manifestaciones clinicas mas importantes de la AEC corresponden a la forma
nerviosa en cabritos y a la forma articular en cabras adultas. En animales jovenes de 2 4 6
meses de edad, los signos clinicos iniciales corresponden a cojeras ¥ paresia ¢ ataxia en el
tren posterior que puede ser unilateral o bilateral (Yames, 1990 Pétursson y cols, 1992;
Smith y Sherman, 1994; OIE, 1996; Rowe y East, 1997). Los miembros posteriares se
tornan débiles y se desarrolla pardlisis, que puede ser general; adicionalmente puede
cbservarse opistotonos e hiperestesia. El animal se mantiene alerta ¥ con buen apetito,
puede haber ceguera y no se presenta fiebre. A continuacion se presenta {lexion del
cuelto, movimient9s en circilos y de pedaleo en las patas y disfagia La enfermedad es
por lo general corta y fatal cuando los signos son severos, aunque en algunos casos la
enfermedad se puede prolongar hasta por un mes. Los cabritos que sobreviven muesiran
deficiencias neurolbgicas. Algunos cabritos pueden ademés desarrollar neumonia, por lo
cual se observa taquipnea y se perciben a fa percusion sonidos mate en cavidad toracica,
Se puede presentar atrofia muscular en los miembros afectados; pudiendo llegar a
desarroliar problemas artriticos similares  los que se presentan en adulios (Pawlisch y
Maes, 1984, Trige, 1986 y 1991; Dinter v Morein, 1990, Leyva, 1994; Smith v Sherman,
1994,

En animales adultos de 2 a 9 afios de edad se asccia con poliartritis. Los animales
infectados inician con una ligera inflamacion de la zona afectada, que puede ser unifatera)
o bilateral; pierden peso progresivamente y presentan una pobre condicion fisica, pelaje
hirsuto, Aspero y sin brillo (Pétursson v cols, 1997, Amerighre y cols, 1993, Leyva,
1994). El proceso inflamatorio de tejidos blandos periarticulares, produce cojeras y
disminuye la movilidad de los animales afectados, las cabras severamente lesionadas
caminan apoyadas en sus carpos La inflamacion periarticular inicial de las articulaciones
carpates es evidente entre los 12 a 15 meses despuss de Ia infeccion v después la artritis
cronica sigue Un Curso progresivo e imeversible Las articulaciones afectadas presentan
en ctapas iniciales, un aumento de volumen, consistencia blanda, dolorosa y caliente a la
palpacion Con el transcurso de la enfermedad, se endurece el tejido perarticular,
tendones y la capsula sinovial debide a una mineralizacion de los tejidos blandos, ademas
hay erosidn de la superficie articular Se observa anquilosis en los miembros anteriores y
posibles deformaciones de la pezufias. Los tendones y los higamentos pueden llegar a
romperse, lo que provoca que ¢l animal no pueda levantarse {Narayan y Cork, 1990,
Trigo, 1991, Leyve, 1994; Olvera, 1594, Perry y cols, 1995) El liquido sinovial se torna
rojo y pardusco, ademds aumenta de volumen {Triga, 1991, Leyva, 1994).

Otra patologia asociada, puede ser la presencia de neumonia intersticial cronica,
afectando principaimente los lobulos caudales ¥ craneoventrales Los animales presentan
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un cuadro de pérdida progresiva de peso, dificultades respiratorias, con apetito y
temperatura normal Se ha intentado reproducir esta neumonia experimentalmente sin
éxito (Eliis y cols, 1988b; Trigo, 1986 y 1991; Leyva, 1994). Otro cuadro posible es la
mastitis intersticial ("Ubre de Madera" o "Teta de Madera") que ocasiona
endurecimiento v atrofia unilateral de fa glandula al momento del parto principalmente en
primiparas. La glandula se presenta inflamada en un principic pero sin edema, lo que
afecta la produccién de leche y calostro; sin embargo puede causar mastitis subclinica.
Los nodos linfiticos retromamarios se detectan hipertrofiados, en algunos casos se ha
encontrado que la mastitis también se puede presentar en cabras en la etapa de pubertad.
En raras ocasionss desarrollan encefalitis caracterizada por disnea, paralisis, sin fiebre y
sin perdida de apetito. La AEC puede causar metritis y endometritis caracterizada por ser
afebril, sin pérdida de apetito, aumento de la respiracion y actitud de alerta (Ali, 1987,
Dinter y Morein, 1990, Knowles y cols, 1990; Jacksén y cols, 1991; Heckert y col,
1992; Gallege, 1993; Ryan y cols, 1993, Leyva, 1994},

La mayor parte de cabras infectadas no presentan signos clinicos de la enfermedad,
las lesiones de la articulacién pueden ser indetectables o limitadas a un ligero
engrosamiento de la membrana sinovial con células mononucleares dispersas Estas
cabras clinicemente normales persisien infectadas de por vida (seroreactores) (Trigo,
1991; Amerighno y cols, 1993; Perry y cols, 1995). Durante la fase subclinica las células
infectadas estan presentes en médula 6sea, sangre v bazo pero raramente en los
compartimienios sinoviales; estos animales no desarrollan viremia (Narayan y cols,
1992)

A excepcion de cabras y posiblemente ovejas en las que inoculaciones experimentales
por via intra-articuiar con el virus de AEC produjeron artritis, asi como inoculaciones
intracerebrales ¢ intravenosas reprodujeron la infeccién, no se conoce otro hospedador
para este virus. También se ha demostrado experimentalmente la infeccion de cabras por
el lentivirus ovino (Dinter y Morein, 1990; Trigo, 1991; Pétursson y cols, 1992; Rowe ¥
East, 1997) Se ha reportado una baja seroprevalencia en cabras de raza Angora, Saanen,
Golden Guernsey y no se a reportado seroprevalencia en la raza Pyemy v Toggenburg,
se debe considerar que posiblemente no todas las razas han estado en las mismas
circunstancias de exposicion a el virus de AEC (Cutlip y cols, 1992, Bélanger y Leboeuf,
1993; Rowe y East, 1997).

PATGGENIA

El virus de fa AEC es absorbido en el intestino a través de las células de la
descendencia monocito-mac6fago, siendo estas las células blanco del virus. Bl virs
reside en forma latente en los monocitos (contienen el genoma viral, en forma de
provirus DNA) y no es sino con motive de la transformacion del monocito en macréfago
que se induce fa transcripcion del RNA, provocando asi la replicacion y la excrecion
extracelular de nuevas particulas que van a estimular la respuesta inmunitaria del huésped
( diagrama 1} (Zink v cols, 1987, Zink y Narayan, 1989, Nazara, 195{; Werling v cols,
1994},



DIAGRAMA 1

CICLO DE REPLICACION VIRAL

La envoltura viral se fusiona con la membrana celular,

\

El material genético del virus {(doble cadena de RNA) penetra en Ia céluta.

\

El RNA viral es transcrito a una cadena de DNA por la aceién de la transcriptasa
reversa .

4

La cadena de DNA es transformada a una doble
cadena de DNA proviral,

v

La doble cadena de DNA entra al niicleo de Ia célula, donde
esta se integra a el DNA celular (monocitos).

v

El genoma viral queda latente

\

La reactivacién ocurre cuando el DNA viral
es transcrito por el RNAm a RNA viral

{(Fenner y cols, 1993, Peretz y cols, 1993)



Se ha demostrado que e RNA viral es capaz de pasar directamente de una céluia
infectada a una célula no infectada, previo a la produccion de particulas maduras del
virus (Zink y Narayan, 1989).

Tambieén se ha identificado la transcriptasa reversa en células epiteliales de las criptas
del intestino, células endoteliales, células sinoviales, tibulos renales, foliculos de la
tiroides, pulmones, sistema nervioso central (SNC), glandula mamaria y se sugiere
también en el ntero (Ali, 1987; Pétursson v cols, 1992; Rimstad v cols, 1993, Rowe ¥
East, 1997). Posteriormente el virus infecta en forma consistente el sistema nervioso
central principalmente en cabritos, v las membranas sinoviales en animales adultos, asi
como las ariiculaciones y estructuras adyacentes; siendo las carpales (rodilia), las que
presentan dafio mas severo denominandose cologuialmente "rodilla hinchada", las que
le siguen
en orden de importancia son, las articulaciones tibio-tarsianas (corvejon), femoro-tibio
rotulianas {patela), menudillo, la bursa atlanto-occipital, vaina del tenddn, coxo-femorat
(cadera) y finalmente la articulacion himero-escapular (hombro) (Trigo, 1986;
Allywaimi y cols, 1990; Dinter y Morein, 1990, Pétursson y cols, 1992; Amerighno ¥
cols, 1993, Smith v Sherman, 1994).

Las alteraciones en la permeabilidad de los vasos sinoviales se consideran un cambio
anatbmico fandamental, el cual resulta en una artritis cronica. Dstas se observan una
semana después de la infeccion experimental y consisten en pequefios acumulos de
células mononucleares perivasculares y edema del tejide subcutdneo cercano a lag
capsulas articulares. Alrededor del dia 20 post-infeccion, los vasos sanguineos estan
rodeados por una fuerte infiliracion de células inflamatorias v 1a hipertrofia de las células
endotetiales parece invadir el lumen vascuiar (Robinson y Ellis, 1986, Gonzalez y cols,
1987; Gaskin, 1990; Nazara, 1991).

El incremento de la permeabilidad vascular permite la oxmdacion del plasma
sanguineo, incluyendo fibrinégeno, dentro de las cavidades sinoviales Los productos
inflamatorios como la fibrina, conducen a le hipertrofia e hiperplasiz de las células de
recubrimiento sinovial siendo un factor importante que contribuye a la formacion de
vellosidades sinoviales (Pétursson v cols, 1990: Knowles y cols, 1992) Las células
mesenquimales emigran dentro de las masas de fibrina y los fibroblastos sintetizando
colageno La masa puede incrementar su tamafio por depostcién de fibrina e invadir los
vasos sanguineos o liberarse situdndose en la cavidad bursal o articular, teniendo una
apariencia blanquecina por lo que se denomina “cuerpos de arroz” (Gonzélez v cols,
1987, Nazara, 1991)

Muchas vellosidades sinoviales son hipoceiulares de apariencia hialma ¥ no estan
recubiertas por células sinoviales {Nazara, 1991; Knowles y cols, 1992). En el cartilago
articular también se presentan alteraciones debido al dafio vascular, v a la inflamacién
que también altera la composiciér del liquido sinovial La exudacién inflamatonia dentro
de la cavided articular incrementa la viscosidad det liquido articular y disminuye la
difusion al cartilago articular. Ei exudado también altera e} contenido enzimébtico del
liquido articular, la superficie de los mucopolisacaridos de la Iamina se disgrega,
desenmescarando a los paquetes de colageno, los cuales se pueden fracturar por
movimiente mecdnico, produciendo fisuras en la superficie articular {Nazara, 1991)

La organizacion de fe fibring en la cavidad articular o fosa sinovial conduce a la
formacion del tejido de granulacion Este tejide de granuiacion es celufar y se convierte
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en un panus fibrético que cubre gradualmente al cartilago erosionado y también penetra a
las fisuras en la superficie articular. El tejido de granulacién que prolifera promueve la
destruccitn local del hueso esponjoso v altera la circulacion normal. La destruccién del
hweso subcondral es continua o que conduce 2 una anquilosis 6sea {Nazara, 1991;
Heckert y cols, 1992; Knowies y cols, 1992),

El nimero de linfocitos, macréfagos y el nivel de inmunoglobulinas en el fluido
sinovial se¢ incrementa por encima de los niveles normales en los primeros meses
subsecuentes a la infeccién. Una porcidn significativa de la inmunoglobulina IgG
presente en el fluido sinoviel, actia directamente contra ef antigeno viral (Robinson ¥
Ellis, 1985).

PATOLOGIA

En el liquido cefalorraquideo se observa una pleocitosis de hgera (300 a 3900
células/mm;) a moderada o severa (4,000 a 70,000 céiulas/mms), eritrocites v aumento
de la proteina total que puede alcanzar de 40 2 mas de 700 mg/dl (Crawford y Adams,
1981; Trigo, 1991). El liquido sinovial de las articulaciones afectadas , presenta un color
rojizo o pardusco con vokimen variable, baja viscosidad y Ia cuenta celular varia de 500
a 500,000 células/mnt’ , con mas de 90% de células mononucleares, principalmente
linfocitos y en menor nimero macréfagos, células plasméticas y sinoviales (Narayan y
Cork, 1990; Trige, 1991, Leyva, 1994).

En sistema nervioso central, al examen macroscopico se observan ireas multifocales
asimétricas en fa sustancia blanca, de coloracién rosacea y pardusca. Las lesiones son
mas prominentes en el cerebelo, tallo cerebral y en la porcion cervical y lumbosacra de Ia
médula espinal (Pawlisch y Maes, 1984; Trigo, 1991). Al examen histopatoldgico, se
aprecia una inflamacién perivascular no supurativa; los principales componentes celufares
del infiltrado, son linfocitos, macréfagos v células plasmaticas. Las meninges y ¢l plexo
coroideo a veces se encuentran afectados con formacion de foliculos linfoides ¥ centros
germinales. Otros hallazgos comunes son una desmielinizacion primaria con preservacion
de axones, con abundancia de células de microgliz {células "Gitter"), asi como
astrocitosis. En la médula espinal las lesiones son basicamente alrededor del canal central
con algunas dreas con desmielinizacion (Nazara y cols, 1985 Trigo, 19%1; Knowles y
cols, 1992; Pétursson y cols, 1992; Storset y cols, 1997).

Las lesiones articulares varian, pero se puede ver hipertrofia e hiperplasia de
vellosidades de la membrana sinovial con una extensa angiogenesis, hiperplasia de las
células sinoviales, acompafiadas de una infiltracién difusa de linfocitos, macréfagos v
células plasmaticas en ef espacio subsinovial y en areas perivasculares, y organizacidn de
células tinfoides con formacion de foliculos linfoides en casos avanzados (Mc Guire y
cols, 1986; Cheevers y cols, 1988; Trigo, 1991, Narayan y cols, 1992; Amerighno y cols,
1993; Perry y cols, 1995). Conforme progresa la enfermedad, en la membrana sinovial y
en ¢l tejido conective periarticular, se presenta fibrosis, necrosis ¥ minerahizacion. Las
superficies cartilaginosas son frecuentemente corroidas, ademas se puede encontrar
destruccion del hueso subcondral (Nazara y cols, 1985; Gonzélez y cols, 1987; Cheevers
y cols, 1988; Cheevers y Travis, 1988; Trigo, 1991: Knowles y cols, 1992; Pétursson v
cols, 1992; Amerighno y cols, 1993).
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Las lesiones pulmonares varian desde una neumonia intersticial discreta a severa con
marcada hiperplasia linfoide, més pronunciada en ldbulos linfaticos mediastinicos. En el
examen mecroscopico, el drgano dafiado presenta una consistencia como de caucho. Los
alvéolos se encuentran casi obliterados por exudado proteico intralveolar, sustancia
surfactante y fibrina. Ocasionalmente se aprecia una pleuritis fibrinosa. También se
observa infiltracion focal o difusa de células linfocitarias, macréfagos y células
plasmaticas e infiltracion del septo alveclar, organizada en forma de foliculos
perivasculares y peribronquiales (Brugere - Picoux, 1984; Afi, 1987; Zink y cols, 1987:
Ellis y cols, 1988a; Trigo, 1991; Pétursson y cols, 1992).

En la glindula mamaria, en las etapas iniciales se observa una infiltracién moderada
de células mononucleares e histiocitos en el estroma periductal, v en casos mas
avanzados se puede observar una inflamacién no supurativa con infiltracién intralobular y
penductal extensa por linfocitos, una marcada hiperplasia linfoide adyacente a los ductos
galactoforos, asi como un aumento del tejido conectivo (Trigo, 1991; Pétursson y cols,
1992, Zarate, 1993; Leyva, 1994; Storset y cols, 1997)

En el rifion se pueden apreciar 4reas blanguecinas de 1 a 2 mm. de didmetro; al
examen histoldgico se aprecia una glomerulonefiitis difusa, observandose una infiliracion
linfocitaria subepitefial en ta peivis renal, que va de moderada a severa, con infiltracion
de células linfoides a nivel perivascular y tejido intersticial tanto en corteza como en
médula. Ademés, se pueden -encontrar depdsitos de amiloide en los glomérulos
{enfermedad cronica). La corteza del timo presenta una deplecion linfoide, mientras que
los ganglios linfiticos mediastinicos, supramamarios vy los relacionados con las
articulaciones, se observan hiperplasicos; se pueden encontrar foliculos corticales
secundarios, que pueden ser escasos o abundantes, conteniendo acumulaciones de
macrdfagos {Trigo, 1991; Amerighno v cols, 1993; Leyva, 1994).

En dtero se aprecia endometritis; en el examen microscépico se observa una
infiltracion e hiperplasia linfoide difusa folicular, lesionando el endometrio,
aparentemente el miometrio y la serosa del drgano no estan iavolucrados; se denota un
infiltrado linfocitario que va de focal a difuso, siendo més abundante en la capa
subepitelial, en el tejido conectivo interglandular v en menor grado alrededor de los
vasos sanguineos que estdn congestionados (Ali, 1987). En algunas cabras se ha descrito
una necrosis focal y mineralizacion del misculo esquelético, sobre todo en el cuadriceps
y en el biceps femoral. La porcidn subintima y l2 porcién interna de la capa media de las
arterias, se calcifica severamente Depositos de amiloide e hiperplasia linfoide se
encuentran también en el bazo y en los sinusoides hepaticos, asi como infiltracion grasa
centrolobuliller en el higado. En corazén se ha reportado infiltracion grasa, atrofia de
miofibrillas e infiltrado linfocitario a nivel de miocardio, asi como un infiltrado de células
mononucleares a nivel perivascular er epicardio (Adams y cols, 1980b; Carroll v cols,
1982, Brugere - Picoux, 1984, Kennedy v cols, 1985, Dawson, 1987; Trigo, 1991).
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RESPUESTA INMUNE

Durante la infeccion inicial de los monacitos inmaduros {promonocitos) y monocios
maduros, la replicacidn viral es restringida; pero durante la diferenciacion de monocitos
infectados a macrofagos ocurre un incremento de la expresion viral, la velocidad de
replicacién del virus se incrementa de 50 a 1000 veces mds cuando maduran los
monocitos a macréfagos tisulares v por lo consiguiente en las respuestas inflamatorias.
Esta regulacion de la expresion del virus de AEC durante Ia diferenciacién del monocito
&5 un paso esencial para la patogénesis de la enfermedad El incremento en la replicacion
viral conduce a la secrecion de una cantidad considerable de interferdn-y (IFN v) por los
linfocitos T v células asesinas naturales; lo que induce 2 la expresion dei complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) tipo I y II, de antigenos de la superficie viral, en
macrofagos tisulares infectados y finalmente, a la produccion de citocinas v otros
mediadores inflamatorios por el sistema inmune. Las citocinas son molécuias
inmunorreguladoras con actividad multiple, inchiyendo la estimulacion y proliferacion de
fibroblastes y células epidermales, maduracion de células T ¥y activacion de células B. La
imerleucina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral son citocinas producidas en
macrofagos (derivados de monocitos) La infeccion por el virus a los
monocitos/macrdfagos ocasiona variaciones en la produccion y actividad de las citocinas,
por lo que causa una desregulacion en la respuesta inmusne; esto puede contribuir & la
patogénesis de la AEC. (Zink v cols, 1987; Jackson y cols, 1991; Pétursson vy cols, 1992,
Werling y cols, 1994; Lechner y cols, 1997).

Elinterferén secretado por el incremento en la replicacién viral, inhibe fa proliferacién
y maduracion de monocitos, ademés causa una dramética reduccidn en la fusién del virug
con las células del hospedador, en la que esta involucrada la GP 50 y debido a ello
reduce {a eficiencia de diseminacion del virus Sin embargo, e interferén en macréfagos
incrementa la expresion antigénica, ademds induce a Iz secrecion de prostaglandina B,
(PGEy) por los macrofagos, ta cual tienen funciones inmunosupresoras, incluyendo la
induceidn de células de el fenotipo supresor-citotéxico y la supresién de la profiferacidn
de céluias T (Zink v cols, 1987: Zink y Narayan, 1989, Fenner y cols, 1993) La
secrecion local de PGEy por macrofagos en érganos blancos puede explicar porque se
encuentra en el exudado de estos drganos un gran numero de células T8 (infocitos T
citotdxicos) v un reducido mimero de células T4 (linfocito T cooperador).
Cunosamente la PGEy también inkibe la proliferacion de fagocitos mononucleares, por
lo que se sugiere la posibilidad de un lazo de retrealimentacion, incrementando el efecto
inhibitorio def interferdn en estas células (Zink y Narayan, 1989, Narayan y cols, 1992).

Como se menciond anteriormente el interferon tiene un potente efecto en la inhibicién
de la fusion de célula a célula La resistencia a la fusidn puede ser debida a un mecanismo
que fnvolucra la estabilizacién que induce el interferon a las mernbranas plasmaticas Se
sabe que si hay fusion celular esto conduce z la formacien de células gigantes
multinucleadas (sincitios), siendo esto, caracteristico del efecto citopdtico que causan
los lentivirus; este mecanismo esta mediado por fa glicoproteina de superficie del virus
En un animal vivo la produceién local de interferan puede inhibir la transnision del virus
e célula a célula, esto puede explicar por que raramente s& encuentran céiulss
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multinucleadas en los tejidos blanco inflamados de rumiantes infectados con lentivirus
(Zink y Narayan, 1989)

Estudios més recientes encontraron que el incremento en la teplicacién viral esta
regulado por la porcidn repetitiva terminal larga (LTR) del virus de ABC, la cual es
activada ea los monocitos inmaduros por el interferon gama (IFN y) (Tong-starksen y
cols, 1995, 1997),

La glicoproteina GP 135 y la proteinz P 28, revisten un gran interés por su
importancia en la respuesta inmune humoral del huésped v por la induccion de la artritis
en cabras infectadas con el virus, como tesultado de un proceso inmunopatoldgico por la
expresion de este Aunque estudios recientes han confirmado que la proteina de
transmembrana también juega un papel importante en la Tespuesta inmune y desarrollo de
la ertritis (Ellis y cols, 1986, Lichtensteiger y cols, 1991, Perrin, 1991, Bertoni v cals,
1994, Gonzélez, 1994; Rosati y cols, 1995).

Se ha analizado la respuesta inmune de cabras infectadas con la prueba de inmuno
blet, obteniéndose que la concentracion de anticuerpos contra fa glicoproteina viral en
liquido sinovial es de 10 a 100 veces mayor que la conceniracion de anticuerpos contra la
proteina det nicleo; esto correlaciona con la presencia y severidad de lesiones en la
articulacidn, ademds los nédulos linfoides regionales presentan una extensa hiperplasia
cortical y la formacién de foliculos linfoides con un gran numero de células plasmaticas
en la sinovial afectada. Estos son indicadores adicionales de lz activacion de una
Tespuesia inmune dominante tipo 2; por le que se desprende aue el desarrclio de la
artnitis carpal y lesiones en otras tejidos como pulmdn y sistema nervioso central, estan
asociados a una respuesta inmune contra ia glicoproteina de superficie (Trigo, 1986 ¥
1992, Mo Guire v cols, 1987; Knowles y cols, 1990; Jackson y cols, 1991, Lichtensteiger
y cols, 1993, Clavijo y Thorsen, 19953, Perry y cols, 1995).

La respuesta inmune dominante tipo 2, revela la activacion de los linfocites T tipo 2,
los cuales producen interleucina - 4 y otras linfocinas 4ue promueven a un cambio de
clase de inmunoglobulinas en favor de Ig A IgE e lg G, ademss de Ia proliferacion de
células B especificas al antigeno Mientras que la respuesta inmune tipo 1 revela la
activacién de linfocitos T tipo 1, los cuales promueven las funciones inmunes mediadas
por células, ademss de producir interleucina - 2 e interferdn. Se sugiere que la
resiriccion en la expresion del virus en cabras asintométicas es tmedrada primariamente
por células T citotoxicas y una respuesta inmune dominante de tipo 1, y en cabras
artriticas se encuentra una respuesta inmune tipo 2, la cual no es propicia para el control
de la replicaciéon del wvirus; ademas de Jos cambios antigénicas en los epitopes
reconocidos per linfocitos T citotdxicos como  sucede con e virus de la
inmunodeficiencia humana {VIH) (Jackson y cols, 1991, Lichtensteiger ¥ cols, 1993;
Clavijo y Thorsen, 1995, Perry v cols, 1995)

Cabras infectadas experimentalmente con el virus de la AEC producen una respuesta
humoral, usualmente detectada en los primeros 40 a 60 dfas usando fz prueba de ELISA,
aunque se presentan algunas respuestas tempranas a los 21 dias, alcanzando ur Hiulo
méximo entre 49 y 77 dias, con una disminucidn progresiva pero quedando presente por
lo menos 9 meses Se sabe que estos virus usualmente 1o inducen ja produccion de
anticuerpos revtralizantes, pero si una fuerte produccion de anticuerpos precipitantes
(Adams y cols, 1980a, Cheevers y cols, 1988, Vitu y cols, 1993). En cabritos con pocas
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semanas de nacidos, cuando la inmunidad pasiva desaparece, los anticuerpos contra las
proteinas codificadas gag, son los primeros que se detectzn en animales infectados,
seguidos por anticuerpos contra proteinas codificadas env; por lo que los anticuerpos
contra la proteina de transmembrana son detectados después de los anticuerpos contra la
p25 (Rosatt y cols, 1993).

Se a comprobado que fa seroconversion, de animales serologicamente negativos a
anitnales serologicamente positivos, puede ser demorada por muchos meses después de
la infeccién natural con el virus de AEC; y considerando que en muchos hatos caprinos
se tiene entre 65 y 81% de animales seropositivos a el virus de ABC, se puede pensar
que todos los animales de un hato en un determinado tiempo van a presentar la infeccion
{Rimstad y cols, 1993).

VIAS DE TRANSMISION

La via de transmision mas importante es la oral, a través de la ingestion de
calostro, debido por una parte, a la fmportante concentracién de células de la linea
monacito macrofago susceptibles de hospedar al virus y, por otra parte, a la gran
permeabilidad de la mucosa intestinal del cabrito recién nacido. Los anticuerpos
presentes no proveen proteccion para el cabrito Otra fuente importante de transmisidn
€5 Ia leche (despues de que deja de ser calostro) de hembras infectadas, por lo que el
virus Infecta al cabrito durante el amamantamiento (Elifs y cols, 1983; Oliver y cols,
1985, Dinter y Morein, 1990; Trigo, 1991; Rowe y cols, 1992; Rimstad y cols, 1993;
Smith y Sherman, 1994; Mérida, 1995). No hay datos que indiquen la transmision
transplacentaria (periodo fetal), si es que ocurre, es un suceso raro El virus de la AEC
generalmente se encuentra como un provirus DNA en estado latents en una pequefia
fraccién de monocitos/macréfagos circulando en sangre, siendo del 3% en cabras
menores de 5 afios y en cabras mayores de 5 afios el 8%, por lo que el paso de pequefias
cantidades de sangre probablemente represente un bajo riesgo de fransmision (Ali, 1987
Olvera, 1994). Otras probables formas de transmisién son contacto directo con adultos
infectados, exposicidn a secreciones, como saliva, heces, secreciones urogenitales (se ha
demostrado la presencia dei virus en células del moco estral) o de! aparato respiratorio
que contaminen el alimento o agua; aeresoles, equipo, agujas coniaminadas con sangre,
lesiones cuténeas y tatuajes; siendo esto més probable en poblaciones caprinas con alta
densidad, 2 lo que se agregan factores como estrés ¢ inmunosupresion (Trigo, 1991:
Rowe y cols, 1992; Olvera, 1994, Smith y Shermar, 1994, Mérida, 1995, Rowe v East,
1997). También se sabe que existe transmision entre hembras en lactacién a partic de la
utilizacion de la maquina ordefiadora, por el deficiente manejo de la maquing erdefiadora,
desinfeccion incompleta de las pezoneras y las manos del ordefador, eplicacion de
inyecciones sin cambio previo de aguja entre cada anfmal v principalmente por ordefiar
cabras infectadas y cabras sanas al mismo tiempo (Perrin y Polack, 1987; Peretz ¥
Cimarosti, 1990, Perrin, 1991, Peretz y cols, 1993; Rowe y East, 1997) Es posibie
encontrar €l virus de AEC en el esperma de machos infectados, pero parece que el riesgo
de transmision es extremadamente reducido, tanto en las condiciones de monta natural

13



como en las de inseminacion artificial Las conductas durante el apareamiento son una
fuente importante de infeccidn, como el lamide del ojo, el olfates vy el consumo de orina
del macho; asi como el mordisqueo y succionamiento de los pezones (Pétursson y cols,
1992; Olvera, 1994; Greenwood y cols, 1995b; Rowe y East, 1997). Otra posible via de
infeccidn es el contacto con loquios postparto de hembras infectadas, debido a que se
han detectado células infectadas con el virus de AEC utilizando 12 reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) (Rowe v East, 1997).

Algunos autores sugieren que Ia transmision sexual puede ser posible debido a que el
virus se replica preferentemente dentro de monocitos-macrfagos y son los responsables
de la transmision del virus de esta manera elude al sistema inmune, por lo que los
macrofagos infectados de la superficie de las mucosas pueden transferir el virus a un
animal susceptible (Dinter y Morein, 1990, Guiguen y cols, 1990; Lichtensteiger y cols,
1991; Gazit y cols, 1992; Gopal y cols, 1993; Rimstad y cols, 1993)

DIAGNOSTICO

El diagnostico clinico representa un problema complejo, debido al largo periodo de
incubacion de la enfermedad ya que no todos los anmmales que se encuentran infectados
con el virus de AEC presentan anticuerpos o lesiones clinicas En el cuadro 2 se citan lag
pruebas diagaosticas que pueden servir para esta enfermedad (Trigo, 1991).

Signos clinicos

La presencia de una artritis clinica que afecta animales adultos principalmente, con un
estado de emaciacion cronica, dolor ¢ inflamacion de articulaciones preferentemente en
el carpo, tarso, articulacién atlantoidea y supraespinosa asi como cojeras. En animales
jovenes presencia de signos nerviosos, asi como problemas neuménicos crémicos; ¥
mastitis indurativa con cambios nodulares y difusos, Esta puede ser la causa de la caida
en la produccion de leche, en un ammal aparentemente sano, comn buen apetito, sin
cambio aparente en la calidad de la leche y negativo al examen bacteriologico. Todos
estos datos pueden sugerir la enfermedad de AEC en e hato (Kennedy y cols, 1985;
Dawson, 1987, Trigo, 1991, Pétursson y cels, 1992).

Otro pardmetro utilizado para el diagnéstico clinico es el Famado “indice clinico de
artritis” {IC) Este indice clinico ha sido calculade y utilizado por investigadores
franceses para facilitar el diagndstico; se calcula at obtener la diferencia entre el diametro
¢ circunferencia del carpo mas grande, menos la medida de la circunferencia en el
metacarpo mas pequefio, todo esto expresade en centimetros Se considera un animal
clinicamente negativo cuando el resultado s igual o inferior a 5.5 cin, un resultado entre
6y 65 cm, se considera sospechose y un resultado igual o superior a 7 cm se considera
clinicamente positivo (Vitu y Russo, 1988, Garcia y cols, 1992, Russo y cols, 1993).
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CUADRO 2
PRINCIPALES PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA LA AEC

PRUEBA

DETERMINACION

1) Examen del Liguido Sinovial

Observacion  de una  Monocitosis v
Linfocitosis.

2) Poblaciones de Linfocitos

Aumento del % de Linfocitos T y B.

3) Microscopia Electronica

Morfologia e Identificacion Viral.

4y Activacion Policlonal de Células B

Deteccion de  Anficuerpos en  Animales
aparenitemente seroiegativos.

5) Inmunodifusién

Deteccion de Anticuerpos vs la GP 135y P
28.

[6) ELISA

Deteccion de Anticuerpos.

7) Inmunotransferencia

Deteceion de Anticuerpos vsla P 28, P 70 y
GP 135 y Acido Nucleico del Virus.

8) Inmunoperoxidasa

Deteccién de Antigenos GP 135y P 28
Utilizando Anticuerpos Peroxidados vs la
IgG Caprina

9) Radioinmunoensayo

Deteccion de Anfigenos GP 135y P 28
Utilizando Anticuerpos Marcados con Iedo.

10) Transcriptasa Inversa

Deteccién de Antigeno a través de la
Actividad de la Transcriptasa Reversa del
Virus.

11) Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

Deteccién de! Acido Nucleico del Virus y
Produccion de Antigenos Recombinantes
Para Usarlos en otras Pruebas

12) Hibridacién de Siot Blot

Determinacion de Acido Nucleico del Virus v
Diferenciacidn de Cepas

13) Quimicluminicéncia

Deteccion de Antigeno Utilizandolz en la
Pruieba de Hibridacion de Slot Blot

14} Cultivo Celular

L_

Deteccion de! virus por Efecto Citopatico,
[amunofluorescencia, Micrascopia
Electrénica

1

Estudios radiolégicos

En animales artriticos revela inicialmente distensién de la cipsula articular, aunada 2
minerzlizacién de tejidos blandos v en casos avanzados, también en los ligamentos v
tendones. Las bolsas articulares supraespinosas se hacen prominentes debido a la
distension, necrosis y caloificacién, Se pueden encontrar ademés osteocitos en ias
articulaciones carpianas. Las superficies articalares muestran rugosidad e irregularidad, y
en cases avanzados ocurren cambios degenerativos que producen el colapso del hueso
subcondral, se puede llegar a observar una degeneracién severa v anquilosis {Trigo,

1991, Leyva, 1994)
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Examen de liguido sinovial

Se encuentra una viscosidad normal o dismiinuida, color normal, rojizo o pardusco; un
volumen vardable y de 1000 a 20,000 células/mm3, dependiendo de la etapa de la
enfermedad  Las células presentes son de tipo monomuclear en més de un 90%
(Crawford y Adams, 1981; Trigo, 1991),

Determinacion de poblaciones de linfocitos Ty B

Esta prueba se basa en la determinacion del porcentaje de poblaciones de linfocitos T
y B en sangre periférica y liquido sinovial de cabras con signos clinicos de artritis, en Ja
que se utiliza la técnica de rosetas con glébulos rojos. En estas cabras se encuentra un
incremento de las poblaciones celulares en un 33.83 % de linfocitos T y un 85% de
linfocitos B, en comparacidn con los valores celulares normales de un 27.1% de
linfocitos T y un 68 81% de linfocitos B (Banks y Greenlee, 1982; De Martini y cols,
1983, Mérida, 1995)

Patologia macroscipica y microscépica

El animal se encuentra emaciado, las articulaciones, bolsas sinoviales y vainas
tendinosas, estan aumentadas de tamafio debido a un exceso de fiquido sinovial, La
membrana sinovial estd hiperpldsica con abundante proliferacién de tejido conjuntiva que
puede estar mineralizado. La superficle de la membsana sinovial muestra un color
pardusco y aterciopelada con proyecciones de vellosidades En las articulaciones, vainas
tendinasas y bolsas sinoviales, se pueden encontrar concreciones fibrinosas de 2 mm a 2
cm. de didmetro de forma esférica, ovoide o irregular. Las superficies articulares se
encuentran speras y erosionadas; en casos severos el hueso subcondral profifera y se
fusiona la articulacion (Trige, 1991; Leyva, 1994) Histologicamente se observa una
sinovitis hiperplasica crdnica en la vaina del tendén y bussa, con hipertrofia de membrana
sinovial y veliosidades, con infilirados subsinoviales de células mononucleares sobre todo
linfocitos, macréfagos v células plasmaticas. Ademés se encuentran ireas extensas de
necrosis celular ¥ necrobiosis del coldgeno en las vellosidades En algunos casos se
aprecian concreciones fibrinosas dentro del espacio sinovial, aunado & una mineralizacién
en areas de necrosis en las vellosidades y en el tefido corjuntivo adyacente Cuando hay
lesiones en el sistema nervioso central se observa una meningoencefalitis no supurativa
aunada a una desmielinizacion con preservacion de axones, los tejidos a examnar son el
cerebro y el corddn espinal (Crawford y cols, 1980b; Trigo, 1991; Castro v Heuschele,
1992; OIE, 1996) La lesidn en pulmodn mds coman es vna neumonia mtersticial con
marcada hiperplasia linfoide e infiltracién de células moncnucleares (Brugere - Picoux,
1984, Zink y cols, 1987, Ellis y cals, 19884, Pétursson y cols, 1992)

En caso de infecciones subclimeas en glandula mamaria (mastitis), solo se detectan las
lesiones por examen histologico (Glangaspero y cols, 1992, ).
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Microscopia electronica

Al realizar estudios de microscopia electronica en cultivos celulares infectadas, ast
como en tejidos de animales infectados con el virus de AEC y fijados con los métodos
convencionales, se observa en el microscopio electrénico la presencia de particulas
virales tipo C de lentivirus, estas tienen la caracteristica de ser envueltas, con particulas
extracelulares, con un nicleo central y condensade, v unos spikes poco prominentes.
Estas particvlas miden entre 90 y 120 nm de didmetro v se observan procesos de
gemacion viral en las células (Dalhberg y col, 1981; Eliis v cols, 1988b; Perk, 1990,
Hatzel y col, 1993; Leyva, 1994).

A) PRUEBAS QUE SE UTILIZAN PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO
Inmuanodifusién en agar-gel (IDAG)

Es aiin la técnica mis utilizads, en particular en los exdmenes médicos de grupo o de
hato Es la técnica de referencia o referida en el cuadro de los controles oficiales en
Estados Unidos y Francia (Adams y cols, 1984; Narayan v Cork, 1990; Perrin, 1891;
Castro y Heuschele, 1992, Peretz, 1992; East y cols, 1993) Se basa en una difusion
pasiva a través del agar permitiendo la unién del antigeno v el anticuerpo en fa zona de
equivalencia, observandose una linea de precipitacion (Stites y Hugh, 1983). Esta prueba
detecta primariamente anticuerpos anti GP 135 Y P 28. La similitud antigénica de la
AEC y de Maedi-Visna o Neumonia Progresiva Qvina (NPO) posibilita el use de
antigeno d¢ este ultimo en los kits de diagnéstico de ambas enfermedades; no obstante la
sensibilidad de fa prueba utilizando antigeno de AEC para lz deteccion de anticuerpos es
35 % mayor que con el uso de antigeno de NPO Esta prueba es poco costosa y facil de
realizar Es ligeramente menos sensible (detecta < de 1 mg/100 ml) que Ja técnica de
ELISA (cuadro 3) {Stites y Hugh, 1983, Heckert y cols, 1992; Garcia y cols, 1992,
Knowies y cols, 1994, OIE, 1996)

CUADRG 3

Cantidad minima de anticuerpos proteicos que se puede detectar con ciertas
pruebas inmunoldgicas.

r—’ Técnica 1 y1g de proteina/mi
ELISA 0.0003

Radicinmunganalisis 0 00005

Inmunodifusion 30

Fijacion del complemento 0.05

Fuente Tizard, 1989, Roitt, 1930.
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ELISA

La prueba de Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) indirecta , se
basa en la utilizacién de anticuerpos que han sido unidos a enzimas, los cuales se ponen
en confacto con un sustrato para detectar la reaccién antigenc-anticuerpo por medio de
un método visual {diferencias en la coloracion) o por medicion de la densidad dptica.
Esta prueba ha demosirado mayor sensibilidad cemparada con ta de IDAG, permitiendo
detectar entre 6 ¥ 7% de animales positivos no revelades por fa IDAG (Russe, 1984,
Kennedy y cols, 1985, Biberstein v Chang, 1990; Krieg v Hans, 1990; Shope v
Sconbauer, 1990). Heckert v cols, (1992) reportan una sensibilidad de 98.3% vy una
especificidad del 97.9%, en la deteccidn de anticuerpos contra el virus de la AEC,
utilizando suero sanguineo Recientemenie la prueba ha sido descrita para encontrar
anticuerpos en leche con una sensibilidad de 96 4% y una especificidad 97 3% (Motha y
Ralston, 1994) Esta sensibilidad y especificidad de la ELISA indirecta depende de la
calidad del antigeno (OIE, 1996).

Se ha descrito el uso para esta prueba de proteines recombinantes de la capside (P25)

y proteina de transmembrana (GP 40) de NPQ, proteinas recombinantes de
transmembrana del vinzs de AEC (con buenos resultados en animales con artritis clinica)
y vires completo de la AEC (Kwang v cols, 1995; Rosati v cols, 1995; OIE, 1996)
Se sabe que en las preparaciones de antigenos de la AEC se encuentran principalmente
proteinas codificadas por el gen gag v la inclusion de la proteina de transmembrana
puede incrementar la validez de las pruebas de ELISA para el diagndstico serolégico de
la AEC (Rosati v cols, 1995} Esta es una prueba fcil de aplicar a un gran nimero de
muesiras, Tapida y econdmica {cuadro 4) (Motha y Ralston, 1994; OIE, 1596).

Inmunotransferencia

La técnica de Inmunotransferencia (ITA) en su variedad Western Blot, es una pruchba
para detectar antigenos. En la AEC detecta las proteinas P 28, P 70 y GP 135 (Heckert y
cols, 1992, Vitn y cols, 1993) Esta prueba es mas espscifica que lz de ELISA,
minimizando los resultados falsos - positivos por Io que se considera como una técnica
de validacidn (Pétursson y cols, 1992; Rimstad v cols, 1993, Clavijo v Thorsen, 1995a).

Se ha utilizado {a ITA para detectar virus a partir de cultivos celulares infectados, en
estos casos se han podido detectar proteinas virales S dias después de la infeccion
(Zanoni y cols, 1990). Fambién se ha utilizado lz variante Southern Blotting para el
reconccimiento del 4cido nucleico especifico de el DNA proviral del virus {OIE, 1996).
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Inmunoperoxidasa

La prueba de inmunoperoxidasa es una técnica inmunoenzimatica, en la cual se han
utilizado anticuerpos especificos para la GP 135, la P 17 {proteina de la Matriz} y ia P 28
¥ un segundo anticuerpo anti [g G de cabra acoplado a la enzima peroxidasa o a Ia
biotine, con esta prueba se hace evidente la presencia de antigeno en tejidos procedentes
de animales que padecieron la enfermedad o en cultivos celulares infectados con ol virus.
Se ha comprobado que se obtiene mayor sensibilidad en las muestras fijadas con etanol
absolute que en las muesiras fijadas en formalina al 10% (Heckert y cols, 1992; Storset
y cols, 1997)

Radioinmunoensayo (RIA)

En esta técnica se utiliza un marcador radioactivo, generalmente Todo-125, el cual se
une 4 los anticuerpos sspecificos que después van a reaccionar con 1os antigenos de
membrana o internos Esta prueba se ha utilizado para detectar antigenos virales de
articulaciones artriticas in vivo (cuadro 4) (Dathberg v cols, 1981; Weilushenker ¢ cols,
1890, Papageorges y cols, 1992; East y cols, 1993},

CUADRO 4

Sensibilidad relativa de los andlisis para la determinacién de antigenos v
anticuerpos.

B Técnica Sensibilidad aproximada (por 100 mi) ]
Electroforésis de proteinas séricas 100 mg
(Eleciroforésis zonal)
Inmunodifusion <lmg
Fijacidn del complemento Iug
| Inmunofluorescencia cuantitativa <1pg
| Radioinmyunoanilisis <1lpg

Fuentes Stites y Hugh, 1983.

B) OTRAS PRUEBAS DE LABORATORIC

Existen diversas pruebas que se han utilizado para el dizgndstico de lz2 AREC dentro de
las cuales se encuentra
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Transcriptasa inversa: La cual es utilizada para detectar la actividad de la transeriptasa
inversa y poder identificar la presencia de un retrovirus en casos sospechosos (Zink y
cols, 1990).

Activacion policlonal de células B: Esta prueba se utiliza para detectar pequefas
cantidades de anticuerpos en animales seronegativos permitiendo una temprana deteccidn
(East y cols, 1993}

Siot-Blot: El uso de la prueba de hibridacién de RNA Slot-Blot permite una conveniente
y més répida confirmacién del aislamiento del virus de AEC {un dia post infeccidn) en
célulzs susceptibles a la cepa wiral, comparandola con el método convencional en el
cultivo celular, que es la formacién de sincitios (Clavijo v Thorsen, 1995h) Esta prueha
es usada con ef fin de identificar y diferenciar cepas virales (Zink y cols, 1990).

Quimiotuminicéncia; Se ha utilizado para la prueba de hibridacion de Slot Blot, para ls
deteccion del DNA proviral o el RNA viral de la AEC a partir de cultives celulares de
membrana sinovial infectados (Clavijo v Thorsen, 1995b)

Reaecibn en cadena de 1a polimerasa (PCR)

Esta prueba ha sido evaluada g partir de células mononucleares extraidas de leche v de
sangre, detectando en éstas Oltimas la presencia del provirus de fa AEC, para lo cual
requiere la presencia de por lo menos ef DNA de 15,000 céulas, con una sensibilidad y
especificidad de 97% {Gopal y cols, 1993; Rimstad y cols, 1993)

También se ha utilizado esta prueba para detectar el virus en culfivos celulares
infectados pudiéndose detectar el DNA proviral en 100 ng de DNA de células de
wembrana sinovial de cabra, despusés del primer dia de infeccidn. Ademés puede detectar
el DNA proviral en aproximadamente 15 células infectadas o 188 particulas virales
{Zanoni y cols, 19%0; Clavijo y Thorsen, 1996).

La PCR provee un método rapido, sensible y especifico para la deteccion de écidos
rucleicos virzies en animales seronegativos (Clavijo v Thorsen, 1996)

Cultivo celular

Para el aslamiento del virus de la AEC se utilizan organos de cabras adultas con
lesiones clinicas o el macerado de estos 6rganos como bazo, glandula mamaria, nddulos
linfordes, médula ésea, membraga sinovial, plexa coroideo, pulmén y SNC (Belov y
Whalley, 1988, Ellis y cols, 1988a; Kirkland y Batty, 1989; Amerighno vy cols, 1993,
OIE, 1996)

Otra forma de aislamiento viral es a partir de co-cultivos de células de fa linea
monocito/macrofago obtenidos de sangre periférica (se sabe que la persistencia de
macrofagos infectados en sangre periférica es del 3% y del 8% en cabras mayores de 5
aflos) y sembradas en cultivos tisulares (Eliis y cols, 19%8a, Ellis, 1990) También se
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puede realizar el aislamiento desde macrofagos alveolares, calostro, leche vy liguido
sinovial (Pawlisch y Maes, 1984; Belov y Whalley, 1988; Eliis y cols, 1988a; Gazit v
cols, 1992; Amerighno y cols, 1993; Rimstad y cols, 1993, Tong-starksen v cols, 1996).

Para la obtencion de antigeno del virus se han utilizado cultivos de membrana sinovial
caprina, células de testiculo y células de musculo fetzl caprine como substratos para el
crecimiento viral (Surman y Daniels, 1985, Trigo, 1991; Hotzel y cols, 1993)

Ademas se han utilizado lineas celulares ovinas de comea de cordero y células de
ovario de Tahr del Himalaya, con excelentes resultados La forma clasica de evidenciar la
replicacién viral es por el efecto citopético que causa el virus a las células dando formas
estrelladas refrictiles con procesos dendriticos y formacion de sincitios (células gigantes
multinucleadas), numerosos nicleos fusionados y vacuclizacién (Crawford y cofs, 1980z,
Belov y Whalley, 1988; Kirkland y Baity, 1989, Narayan y Cork, 1990; Gazit y cols,
1992; Amerighno y cols, 1993; Rimstad y cols, 1993; OIE, 1996; Tong-starksen y cols,
1996).

La prueba de inmunofluorescencia se ha utilizado para detectar la presencia del virus
en cultivos celulares de merabrana sinovial, msculo fetal de cabras y cornea de cordero,
con buen éxito {Belov y Whalley, 1988, Hotzel y cols, 1993). Ademds se ha utilizado Ia
prucba de transcriptasa reversa en el sobrenadante de cultivo celular para evidenciar la
presencia de los lentivirug (Zink v cols, 1990)

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Hay que considerar las enfermedades que producen lesiones en el sistema nervioso
central de cabras jovenes ¥ ea estas s¢ incluyen traumatismos en columna vertebral,
abscesos en  vértebras, listeriosis, toxoplasmosis, enterotoxemia, poliencefalomalacia,
deficiencia de cobre. La forma ariritica de la AEC debe diferenciarse de la anritis
bacteriana que puede ser producida entre otras por bacterias de los géneros
Corynebacterium, Streptococcus, Erysipelatrix, Brucella, Micoplasma y Clamidias, ast
como de otras condiciones sépticas, nutricionales y trauméticas La neumonia producida
por fa AEC, debe de ser diferenciada de aquellas causadas por otros virus, neumonias
bacterianas, parasitarias y por Micoplasmas (Cork,1976; Brugere, 1984; Eliis v cols,
1588a, Gaskin, 1990; Nayak y Bhowmik, 1990, Triga, 1991, Castro y Heuschele, 1992;
Zarate, 1993)

TRATAMIENTO

El tratamiento contra fa AEC no ha sido exitoso v sélo es de naturaleza sintomatica
Las cabras pueden ser tratadas con antibitticos de amplio espectro para ewtar
complicaciones por bacterias oporiunistas. Lz forme artritica de la AEC puede ser
mejorada transjtoriamente con una buena alimentacién, poniendo una capa més gruesa de
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cama y administrando substancias antitnflamatorias como los corticoesteroides; también
puede recurrirse & la administracién de complejo B, como tratamiento paliativo. Sin
embargo los animales tratados recuperan sus actividad fisica normal y esto exacerba el
daflo en fas articulaciones inflamadas (Davis, 1987; Trigo, 1991; Narayan y cols, 1992).
Estudios realizados con la administracién de biotina en cabras infectadas con el virus de
la AEC y con manifestaciones clinicas, produjo un mejoramiento notable; asi también fa
adicion de biotina en una vacuna inactivada resulté en una elevacion de los titulos de
anticuerpos en cabras con y sin signos clinicos (Zanoni y cols, 1992; Straub y Frigg,
1597). Algunas drogas pueden inhibir la replicacion viral en cultivos celulares tal como
los didesoxinucleosidos (AZT y 23 -didesoxicitiding) y la suramina, los cuales actaan
sobre la replicacian viral ¢ inhiben la actividad de la transcriptasa inversa. A pesar de lo
attterior no hay indicios de que el tratamiento con estas drogas pueda tener un valor
practico en el futuro (Beaussoleil, 1991; Pétursson y cols, 1992),

CONTROL Y PROFILAXIS

A la fecha, no existe una vacuna que proteja contra la infeccion por el virus de la
AEC; de hecho se ha comprobado que la vacunacion conduce a una mayaor severidad de
la enfermedad debido a la respuesta inmune contra el virus {Mc Guire y cols, 1986;
Pétarsson y cols, 1992, Russo y cols, 1993; Vitu y cols, 1993; OIE, 1996, Rowe y East,
1997). En aquellos hatos donde ocurre una alta morbilidad, la mejor recomendacion es
elminar a los animales afectados paulatinamente e iniciar un rebafio libre de AEC. Esto
puede lograrse de la siguiente manera.

1.- Eliminar a los animales positivos.

2 - Separar inmediatamente a los recién nacidos, teniendo cuidado de no permitir el
contacto con las secreciones de la madre, particularmente con la ingestién de calostro ¥
separar las cabras infectadas

3 - Proporcionar calostro, previamente calentada a 56°C por 1 hora 6 proveniente de
nembras que se tiene la certeza que son negativas, & colocar a los cabritos con herbras
que acaben de parir pero que estén libres de la enfermedad, también se puede utilizar
calostro de vacas Teriendo en cuenta que existen animales seronegativos y sin signos
clinicos de la enfermedad

4 - Proporcionar sustitutos de leche ¢ leche de hembras libres del virus 6 leche
pasteurizada de cabra o vaca

5- Evitar & corregir practicas de manejo que permiten la transferencia de fluidos y
sangre entre los animales (tatuajes, cirugias menores, castraciones, etc ).
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6.- Monitorear serologicamente ¢l rebafio cada 6 meses v separar los seropositivos de los
seronegatives. Dos pruebas seroldgicas negativas a intervalos de 6 meses indican que el
rebaflo es libre del virus de la AEC, siempre y cuando no haya ocurrido contacto con
cabras infectadas durante los 12 meses previos al muestreo.

Para fas cabras adultas se pueden realizar 1o siguiente.

1.~ Organizar la ordefia para tratar y ordefiar 2 los animales seronegativos antes que los
seropositivos.

2.- Mejorar las condiciones generales de higiene para reducir las causas que pueden
provocar un proceso inflamatorio, incidentes de ordefia, mal ambiente de ia construccion,
ete.

3.- Utllizacién de material desechable para tomas sanguineas y otras fuentes que
impliquen contarninacion por sangre de un animal a otro,

4 - Utilizar [a inseminacién artificial con semen de machos serologicamente negativos,
para reducir el riesgo de transmusion por los sementales

5.- Separacion por 2 a 3 metros de animales seropositivos de seronegativos, si es posible
realizar grupos de enclerro por edad.

(Adams y cols, 1983; Ellis v cols, 1983; Alvarez, 1984; Russo, 1984; Robinson v
Eliis, 1986, Mackenzie v cols, 1987; Dalvit ycols, 1991, Trigo, 1991; Wierschem, 1991;
Padilla y cols, 1992, Peretz, 1992, Greenwood y col, 1995b; Rowe y East, 1997)

Lo anteriormente citado es muy importante ya que en ausencia de toda medida de
profilaxis médica, los tmicos medios de control de [z enfermedad residen en las medidas
de profilaxis sanitarias Se puede seleccionar !z progenie de hembras seropositivas y
separarla {Pétursson y cols, 1992) .

Algo que se debe considerar es que el uso de una sola prueba seroldgica para la
deteccion de cabras infectadas con el virus de AEC, pueden resultar en una erradicacion
incompleta de la enfermedad (Rimstad v cols, 1993). Se debe restringir ol movimiento de
animales entre rebafios y controlar 1a importacion, o traer animales de paises o rebafios
libres de ta infeccion apoyados en pruebas de laboratorio certificadas {Pétursson y cols,
1992},

Debe recordarse al adquirir animales jovenes, que éstos aunque clinicamente sanos,
pueden estar infectados y afios después empezardn a surgir los problemas artriticos,
pulmonares o nerviosos en el hato caprino Se sabe que el contral de esta enfermedad es
dificil por las implicaciones sociales, técnicas, de cultura y econdmicas que mplica
(Brugeére-Picoux, 1984; Trigo, 1086, Bel Khala y cols, 1991)
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IMPORTANCIA ECONOMICA

Se ha reportado una reduccion del 10% en la produccion de leche de cabras
infectadas con esta enfermedad en Suiza y efectos adversos en la exportacién de cabras
debido 2 la alta prevalencia de la enfermedad (60%) (Pétursson y cols, 1992). Gtros
autores mencionan que rebafios afectados por la AEC presentan una disminucion en la
produccion lactea de 25% a 30%, ademés de una baja en la calidad de sélidos 2rasos
{Smith ¥ Cutlip, 1988; Peretz y Cimarosti, 1990; Olvera, 1994; Greenwood, 19952). La
produccién de leche puede no ser suficientemente baja para ser considerada
ccondimicamente importante, de cualquier modo, es posible que ciertas cabras infectadas
puedan ser incapaces de expresar su potencial genético para producir leche v que el
costo econdmico de la AEC pueda centrarse alrededor de la eliminacion temprana, costo
de reposicién y un lento mejoramiento genético del hato (Smith y Cutlip, 1988; Clavijo y
Thorsen, 1996)
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OBJIETIVOS

1) ESTABLECIMIENTO DE UN CULTIVO DE CELULAS DE MEMBRANA
SINOVIAL A PARTIR DE FETOS CAPRINOS.

2} AISLAMIENTO DEL VIRUS DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA A
PARTIR DE CELULAS DE LA LINEA MONOCITO/MACROFAGO
TOMADAS DEL  TORRENTE SANGUINEQ DE  ANIMALES
SERQPOSITIVOS.

3) PRODUCCION DEL ANTIGENO VIRAL DE LA ARTRITIS ENCEFALITIS
CAPRINA A PARTIR DE LA INFECCION DEL CULTIVO DE MEMBRANA
SINOVIAL.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Para la realizacion del cultivo celular se colectaron fetos de cabras criollas,
aproximadamente en el tltimo tercio de gestacién, en un rastro ubicado en el Estado de
México y se trasiadaron en refrigeracidn al Laboratorio de Virologia de ia FESC - C4,
para su procesamiento (Diagrama 2)

El feto fise colocado sobre un recipiente previamente desinfectado con formaldehido
al 2%, dentro de una 4rea estéril y entre dos mecheros. Posteriormente se procedid a
abrir la articulacién carpometacarpiana asépticamente con material de cirugia estéril,
disecando y separando los tejidos superficiales asi como los tendones que cubren la
membrana sinovial (foto 1), para luego por medio de un bisturi obtener fragmentos de
membrana de aproximadamente 0 5-1 mm de didmetro, los cuales fueron depositados en
una caja de petri estéril, conteniendo solucion salina bufferada (PBS pH 7.2} adicionada
con antibiéticos (penicilina 100 UFml y estreptomicing 0.01 mg/mi). Con la finatidad de
eliminar ¢contaminantes y detritus celulares, se realizardn de 2 a 3 lavados con 12 solucidn
de PBS, dentro de una campana de flujo laminar; los fragmentos de tefido sinovial se
colocaron dentro de botellas de Falcon (Nunc, Dinamarca) con capacidad de 50 ml, para
posteriormente adicionar sobre cada fragmento una gota de suero fetal caprino
homédlogo, previamente descomplementado v esterilizado por fiftracion con membranas
millipore de 0.22 y de didmetro. Esperando de 5 a 10 minutos para que se fije el tejido a
la caja de cultivo, e inmediatamente se adiciond medio de cultivo Eagle Dulbecco
suplementado con 20% de suero fetal bovino (Sigma-Chemical), Penicilina 100 Ul/ml,
Estreptomicine 0 01 mg/ml para favorecer la velocidad de crecimiento de las células;
cubriendo solo fa base del explante de membrana sinovial con medio de cultivo para
evitar desprendimiento e incubando con un 2 2 5 % de CO5 & 37° C Pequefios
volimenes de medio se adicionaron cada 2 dias hasta su fijacion y crecimiento celular
aparente, después de lo cual se desprendieron por agitacion los fragmentos de tejido,
adicionando nuevamente medio de cultivo celular y estableciendo un monoestrato
completo en un tiempo de 12 a 14 dias. Aproximadamente cada dos semanas se realizaba
un pase celular teniendo el 100% de confluencia del monoestrato, para esto se utilizaba
una solucion de tripsina al 0.25%, fa cual era usada a ura temperatura de 37° C y
adicionada divectamente a la caja de cultivo sin medio, y se dejaba actuar un méximo de
3 minutos, observindese constantemente al microscopio para ver el desprendimiento
total de las célulzs, una vez desprendidas estas eran divididas a partes iguales v colocadas
en 2 cajas de cultivo celular de Falcon v les era adicionado medio de cultivo con suero
fetal bovino al 20% (Crawford y cols, 1980a, Pawlisch y Maes, 1984, Modificados).
Estos pases celulares permutieron obtener una buena produccion de células, de las cuales
una parie se almaceno en alicuotas para tener una fuente constante cuando s requiriera
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Diagrama 2
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su uso. Para  conservarlas (criopreservacidn) se utiizé un 10% de DMSO
(dimetilsulfoxido) como crioprotector y un 90% de suero fetal bovino; en esta
solucién de congelacion, las células fueron colocadas en viales que posteriormente
fueron introducidos muy lentamente en un tanque de nitrégenc liguido (con wvna
temperatura de -196°C) (lan, 1987)

INFECCION DE CULTIVOS CELULARES Y AISLAMIENTO VIRAL

Con el fin de poder infectar los cultivos celulares y obtener antigeno del virus de AEC;
se seleccionaron 5 animales seropositivos 2 AEC, mediante el kit comercial de Ia prugba
de ELISA (CHEKIT de Laboratorios. Bomimeii; Suiza) De los animales seleccionados
se¢ obtenian células mononucleares cada 7 dias, tomando sangre periférica con ayuda de
heparina (20 UI x ml); para luego centrifugar durante 40 minutos a 2500 rpm., y
obtener la capa de células blancas con ayuda de una pipeta Pasteur, la cual se colocaba
en otro tubo a partes iguales de Ficoll - Hypaque (D = 1.077 g/mi {Sigma - Chemical)) a
una cantidad de 3-5 ml, centrifigindose noevamente durame 40 minutos a 2500 rp.m
Para que posteriormente se obtuviera la capa de células blancas sin contaminacién,
Enseguida se realizaban 3 lavados a las células con solucion salina balanceada de Hanks,
y se colocaban en una caja de Falcon con Medio Minimo Esencial Fagle (Sigma -
Chemical), suplementado con 2% de suero fetal bovino, penicilina 100 Ul x ml y
estreptomicina 0.01 mg x ml; durente 7 dias, esto con el fin de que los
monocitos/macrofagos se adhirieran y de esta manera obtener una concentracibn
promedio de 5 x 100 células/ml: cambidndose el medio cada tercer dia para eliminar las
células no adherentes. Para realizar el conteo de céfulas viables se utilizd Ia tincion de
azul tripan vy una cdmara de Neubauer

A los 7 dias, los monocitos/macrofagos se desprendian con un escalpelo y se
inoculaban en una monocapa de células de membrana sinovial, que por lo menos fuviera
3 pases celnlares. Con el fin de observar el efecto citopatico caracteristico (sincitios) en
un tiempo de 20-60 dias; se renovaba la mitad de medio de cultivo 2 intervalos de 3 - 4
dias ¥ se observaba por lo menos dos veces por semana (Ellis, 1990, Guiguen v cols,
1990, Rimstad y cols, 1993; Werling y cols, 1994; Clavijo y Thorsen, 1995b y 1996.
Modificados)

CONCENTRACION DEL ANTIGENO VIRAL

Una vez que se observaba el efecto citopatico se colectaba el sobrenadante {la mitad
del medio que se cambiaba cada 3 ¢ 4 dias) y s¢ almacenaba a -30° C hasta su
procesamiento. Después de acumuler una cantidad de %00 ml entre sobrenadante v
células, se procedié a descongelarlos y concentrarlos por ultrafiliracion, utilizando un
equipo Amicon, adaptado para utilizar una membrana de filtracion, con un valor de
exclusion de peso molecular (PM) de 100000 daltons (¢} (Amicon, Itlanda). El
sobrenadante concentrado se lavé con una cantidad de 100 m} de PBS v se almacend a
-30°C
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El filtrado descargado se volvié a concentrar de manera similar al anterior con la
diferencia que el pm de exclusion fue de 10,000 d (Amicon, Irlanda) (Kirkiand y Batty
modificado, 1989).

DETERMINACION DE PROTEINA

Una vez identificada la presencia del virus por Ia formacién de sincitios, se determing la
concentracion de proteina por el método de Bradford (Bio-Rad, 1997) de la siguiente
manera;

No Curva (ug) Alblimina Sérica PBS (ul)
Bovina(ul)

1 0 0 1000 (blanco)
2 10 10 990

3 20 20 980

4 40 40 960

5 60 60 940

6 80 30 920

7 190 100 900

Lectura en microplaca’

A ul  Antigeno de peso molecuiar arriba de 10,000 d y en otro pozo el de 100,000 d
160 ul  Reactivo de Bradford

200 ul por pezo

La albimina sérica bovina (ASB) se prepard a una concentracién de 1 mg/ml

La lectura se realizé en un lector de ELISA con ur filtro de 630 nm.

TECNICA DE DOT BLOTTING

Para evidenciar la presenciz del antigeno viral se realizé una técnica, utilizando un kit
de Tmmun-Blot (Bio-Rad) Desarrollandolo de la siguiente manera.
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DESARROLLO

A partir de un rectangulo de una membrana de nitrocelulosa de 3 x 5 cm. se procedis
a realizar la siguiente metodologia;

1 - La membrana fue remojada en Tris Buffer Salino (TBS) y secada sobre papel filtro
durante 5 minutos,

2.- El antigeno de peso molecular superior a 10,000 d, 100,000 d, suero positive, suero
negativo, obtenidos con el kit de la prueba de ELISA comercial (CHEKIT) v medio de
cultivo celular se colocaron en cada cuadro de la membrana de nitrocelulosa marcado; y
se dejardn secar (foto 8).

3.- Seblogueo con TBS con 3% de gelatina, por una hora a temperatura ambiente

4.- La solucion blogueadora fue decantadz y se agregé Tween Tris Buffer Salino (TTBS)
con 1% de gelatina a [a membrana, manteniéndola en agitacion durante 10 minutos

5- EI TTBS fue decantado y se agrego un suero positivo {sin azida de sodio) en el
buffer del anticuerpo con 1% de gelatina y TTBS quedando a una dilucién de 1:100

6.- Seincubé toda la noche a temperatura de laboratorio.

7- La membrana fue lavada con Tween Citrato Buffer Saling (TCBS) durante S
minutos, dos veces v se decantd esta solucion.

8.- 33 pidela proteina G percxidada de rabane (G-HRP, diluida 1 50) s¢ agregaron en
10 ml de TCBS con 1% de gelatina, y se dejo incubar por dos horas en agitacion.

9.- Selavo con TTBS durante 5 minutos, dos veces

10 - Antes del desarrollo del coler se lavo la membrana con TBS durante 5 minutos en
agitacion.

DESARROLLO DEL COLOR

t.- Se adicionaron 60pl de peréxido de hidrogeno a 10 ml del buffer desarrollador del
color y se adiciono esta solucion a 2 ml de 4-cloro-1-naftol en dietilen glicol momentos
antes de ser usada.

2 - La membrana de nitrocelulosa fue sumergida en la solucion antes preparada durante
30 minutos en agitacion.

3 - Para detener el desarrollo del color, se sumergid la membrana en agua desionizada
durante 10 minutos en agitacion generosa
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RESULTADPOS

CULTIVO CELULAR

Los explantes obtenidos de membrana sinovial de feto caprino (foto 1) mostraron
crecimiento aparente en un lapso de 24 horas (foto 2) y se fijaron firmemenie en 2 dias;
formande confluencia de la monocapa en un 70% entre 7 y 10 dias, y un monosstrato
completo en un periodo de 12 a 14 dias (foto 3). Se logro mantener las células hasta por un
lapso de 30 dias, sin cambios morfolépicos aparentes; permitiendo varios pases celulares {6
en promedio}, los cuales confluian al 100% entre 10 y 12 dias. Se logré establecer el cuitivo
celular, logrando obtener un total de 100 cajas de cultivo en 6 meses, su criopreservacion a -
190° C y la recuperacion del monoestrato nuevamente.

INFECCION DE CULTIVOS CELULARES Y AISLAMIENTO VIRAL

El aislamiento de monocitos/macréfagos de sangre de animales seropositivos, se pudo
realizar con éxito, inoculando a los cultivos celulares una concentracidn promedio de 5 x
10° células/ml Siendo esta concentracion la adecuada para causar efecto citopatico en mas
de 70 cajas de cultivo infectadas (30 %) Se pudo observar efecto citopatico en un tiempo
minimo de 4 semanas, caracterizado por formacién de células gigantes (sincitios), de forma
estrellada v de aspecto renfringente a la luz, ast como vacuolizacion (fotos 4 y 5) Con la
tincién de Giemsa se pudo cbservar la conglomeracién de 5 a 10 nlcleos ecidéfilos en las
células gigantes y las prolongaciones del citoplasma de estas células que fes confieren la
morfologia de células estrelladas (fotos 6y 7).

CONCENTRACION DEL ANTIGENG VIRAL

El grado de concentracion por ultrafiltracién del sobrenadante con antigeno viral fue de
aproximadamente 100 veces, obteniendo dos lotes por separado, unos con la membrana de
PM de exclusién de 100,000 y otro con el de 10,000, en los cuales se obtuviersn volimenes
sirnilares (8 mi)

DETERMINACION DE PROTEINA

Comprobada la presencia del antigeno viral en el cultivo celular se realizé la determmacion
de proteina por el método de Bradford, obteniendo para los antigenos de mas de 100,000 d
una cantidad de 2 mg/mi {Gréfica 1}, y para los aniigencs mayor de 10,000 d la cantidad de
0.12 mg/mi {Grafica 2) Siendo mas evidente la concentracion de proteina en los antigenos
de mas de 100,000 8
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TECNICA DE DOT BLOTTING

Se utilizé esta técnica para evidenciar la presencia de las proteinas virales mis
importantes antigenicamente, las cuales son la GP i35, P 28 y TM 50; estas se hicieron
evidentes al observar una coloracién obscura en la membrana de nitrocefulosa; por 1o que se
deduce la obtencion de antigenos mayores de 100,060 d principalmente Ia glicoproteina de
superficie (GP 135,000 d) y 10,000 d principalmente proteina de capside v transmembranal
(P 28,000 dy T™ 50,000 d), que fueron reconocidas por los anticuerpos del suero
positivo de AEC (foto 8).

Grifica 1

DETERMINACION DE PROTEINA

PROTEINAS DE PM 100,000
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Grifica 1 - Determinacidn de proteina del extracto de cultivo celular de membrana sinovial
infecrado con el virus de Arritis Encefalitis Caprina y ultrafiltrado con membranas que

retienen moléculas de peso molecular mayores de 100,000 daltons, obteniende una
concentracion de G | mg/mi de proteinas antigenicas en una dilucion de 1/20.
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Griafica 2

DETERMINACION DE PROTEINA
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Gréfica 2 - Determinacion de proteinas del extracto de cultivo celular de membrana sinovial
infectado con el virus de Artritis Encefaitis Caprina y ultrafiltrado con membranas que

refienen moléculas de peso molecular mayores de 10000 daltons, obteniendo una
concentracion de 0 06 mg/ml de proteinas antigenicas en una dilucion de 1/2

33



Foto 1.- Toma de muestra de membrana sinovial

Foto 2.- Crecimiento celular a partir del explante
de feto caprine dela articulacion carpometacar- de membrana sinovial [ 10x ]
piana

Foto 3.- Monocapa de células de membrana

Foto 4 - Efecto ettopatico (formacidn de singitios
sinovial no inoculadas, con un 100% de y vacuolizacién ( T)) causado por el virus de
confluencia [ 10x ] Artritis  Encefalitis Caprina en células  de

membrana sinavial | 40x ]



Folo 5 - Sincitio (Célula gigante} (1)
causado por la inoculacién del virus de
Artritis Encefalitis Caprina { AEC) en
células de membrana sinovial, [ 40x ]

Foto 7 - Formacidn de sincitios con cito-
plasmas alargados dando la apatiencia de -
células estrelladas ( 1) y con numerosos
nicleos fusionados { T ) tincidn de
Giemsa. [ 10x ]

Foto 6 - Célula gigante con nimerosos nucleos
fusionados (T ), causado por el virus de AEC,
tincion de Giemsa | 40x ]

Foto 8 - Evidenciacion de proteinas virales de
100,000 y 10.000 daltons de peso molecuiar
del virus de AEC con la técnica de
dot blotting
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DISCUSION

Como medio de crecimiento del VAEC se han utilizado explantes de los érganos en que
se desarroltan lesiones patolégicas o de animales seropositivos, como pulmén, membrana
sinovial, SNC, plexo coroideo, gléndula mamaria, nédulos linfoides v bazo, principalmente
(Belov y Whalley, 1988; Ellis y cols, 1988a; Kirkiand y Batty, 1989; Amerighno v cols,
1993; OIF, 1996). Otro tipo de cultivo celular que se ha utilizado para sopertar el
crecimiento del virus de AEC son, las células fetales caprinas derivadas de testiculo g
musculo; asi como células de cornea de corderos v células de membrana sinovial de feto
caprine (Surman y Daniels, 1985, Kirkiand y Batty, 1987; Hotzel y cols, 1993)

El cultivo celular en este trabajo se realizd a partir de membrana sinovial de feio capring,
debido a su especificidad para ol virus de AEC, ya que cuenta con la presencia de seceptores
para la glicoproteina de superficie del virus, asi como la capacidad de este tipe de células
para mantenerse por largos periodos de tiempo (30-40 dias) sin cambios morfologicos
aparentes, esto es imporfante debido a que el virus requiere mucho tiempo para evidenciar
su efecto (Hullinger v cols, 1993) No se utilizaror animales con lesiones patologicas, debido
a que esto implicaba el sacrificio de los mismos, siendo estos animales seropositivos parte
importante para la continuidad del trabajo obteniendo de ellos las células de la linea
monocitos/macréfagos. Los fetos colectados eran obtenidos en el ultimo tercio de gestacion
y retirados de la madre al momento del sacrificio, muy similar a la metodologia de Pawiisch
v Maes, 1984; aunque estos autores solo obtenian fetos de 145 dias de adad por medio de
cesdrea

El medio de cultivo utilizado fue Eagle Dulbecco, suplementado con 20% de suero fetal
bovino (SFB) y antibitticos, diferente al utilizado por Pawlisch v Maes, ¢l cual fue Medio
Minimo Esencial de Eagle, suplementado con 20% de SEB y antibioticos. Con el uso de este
medio se obtuvo una confluencia de la monocapa de células en un 100% entre 17 y 21 dias;
lo cual implicé un tiempo mayor en comparacion al que se obtuve con medio Eagle
Dulbecco, siendo este entre 12 y 14 dias, como se puede observar en la foto 3, Esto puede
deberse al contenido de glucosa de el medio Eagle Dulbecco, la cual proporciona una mayor
fuente de energia para el metabolismo celular, ademés la adicidn de suero fetal capring
homélogo al momento de colocar el explante en la botella de Falcon, con € cudl se
proporcionaron factores de crecimiento, lograndose asi un aumentd en ia divisién celular
(fan, 1987). Otros autores (Kirkland y Batty, 1987) reportan el uso de Medio Minimo
Esencial de Eagles suplementado con 5% de suero fetal de ternero (SFT) en cultive de
células de cornez de cordero, obteniende monocapas completas entre ¢l dia 14 y 21, es
evidente que el lapso de tiempo minimo (14 dias) fue similar al obtenido con medio Eagie
Dulbecee, utilizando un 75% menos de suero fetal, pero no se puede comparer con Jos
resultados de este ensayo debido a que se utilizo otro tipo celular y el lapso en el que
obtuvierén monocapas completas fue mas amplio (8 dias) al obtenido en este trabajo (3
dias).

Otros medios de cultivo que son utilizados para el crecimiento celular es el Medio
Mirimo Esencial con sales de Hank o con sales de Earle con 10% de suero fetal bovino y

36



antibtdticos (Clavijo y Thorsen, 1995b, 1996} vy Medio Minimo Esencial modificado de
Dulbecco con 2% de SFT y antibidticos (Adams y cols, 1980; Rimstad y cols, 1993).

Generalmente se realizar6n los pases celulares a los 14 dias (100% de confluencia de la
monocapa), logrando hasta 6 pases celulares. La tripsinizacion y los pasajes seriados no
tuvieron dificultad (Pawlisch y Maes). En otro trabajo se ha reporfado hasta 40 pases
celulares en cultivos de cornea de corderos v el mejor cultivo celular para soportar la
replicacion viral fue con pasajes bajos (4 2 8) y proveian una buena produccion de virus
hasta el pasaje 40 (Kirkland y Batty, 1987). En este trabajo no se pudo evaluar que pasaje
pudiera ser el optimo para la replicacion viral, debido a que el objetivo no fue produci
antigeno a gran escala como en e! trgbajo antes citado. Aunque esta deberd ser una meta
para poder obtener grandes cantidades de antigeno e implementar pruebas diagnosticas,
ademas como lo mencionan estos autores el uso de la produccidn de antigeno a gran escala
reduce el costo de produccién de antigeno aproximadamente 20 weces. Con los pases
celulares se obtuvo una gran cantidad de células, lo que permitié su criopreservacion para su
posterior utilizacion.

Se ha reportado el aislamiento del virus a partir de macrofagos alveolares, macrofagos de
calostro, leche y liquido sinovial (Pawlisch y Maes, 1984; Belov v Whalley, 1988, Ellis y
cols, 19884, Gazit v cols, 1992; Amerighno y cols, 1993, Rimstad vy cols, 1993, Tong-
Starksen y cols, 1996). Ademas se ha aislado de células de la linea monocito/macrofago
obtenidas de sangre periférica de animales adultos y cabritos (Ellis y cols, 1986, 1988, 1990;
Rimstad y cols, 1593},

El aislamiento del virus en este trabajo se realizo a partir de la obtencion de sangre de
animales adultos; aunque valdrda la pena evaluar las otras opciones de aislamiento para
establecer cual seria la msjor alternativa

Para la obtencion de sangre se utilizd heparina como anticoagulante, simifar a lo
reportado en la literatura (Pawlisch y Maes, 1984; Rimstad v cols, 1993). Aunque se
menciona €| uso de EDTA y Citrato Trisddico al 5% (Ellis, 1990, Clavijo v Thorsen, 1995b,
1996).

Para la obtencidn de las células blancas (lencocitos) se utilizo el Ficoll- Hypaque como
gradiente de concentracién, lo que facilita la separacién de la capa de células blancas
(Claviio y Thorsen, 1995b, 1996). Aunque Ellis en 1986, no reporta su uso, y la manera en
que obtuvo la capa de células blancas fie aumentando las revoluciones por minuto al realizar
la centrifirgacion, con lo cual se dificulta su separacion.

Kl presente estudio se realizd basindose en la téonica de Crawford y cols, 1580a; Pawiisch
v Maes, 1984, Clavijo y Thorsen, 1995b y 1996 etc, [os cuales citen la obtencidn de
explantes de feto caprino para conseguir monocapas con 100% de confluencia e inocular los
co-cultivos de monocitos/macrofagos incubados por 7 dias. La literatura reporta el uso de
co-cultivos de menocitos/macrofagos sin incubacion en células de membrana sinovial con
15% de confluencia (Rimstad v cols, 1993), asi come el co-culivo de
monocitos/macrofagos incubados por 7 dias, pero agregando a estos células de membrana
sinovial a una concentracidu de 3 x 10° (Clavijo y Thorsen, 1995b, 1996). Pawlisch v Maes
reportan el uso de co-cultivos con una concentracién celular de 12 2 x 10°

Ellis y cols, 1990 mencionar que la persistencia de macrofagos infectados en sangre
periférica es del 3% y del 8% en cabras mayores de 5 afios, pero a partir de las céhilas
obtenidas del torrente sanguineo se logré aislar el virus y se observo 1a concentracién de
cehulas viables con tripan azul similar a lo reportade por Elits, 1950 y Rimstad y cols, 1993
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En el presente estudio no se requirio utilizar controles negativos en los cultivos celulares
de membrana sinovial infectados con ¢! virus de AEC, debido a que uno de los objetivos era
la produccion de antigenos virales; ademas por el efecto citopatico que el virus causa en las
células infectadas y el tiempo en que estas células no infectadas permanecieron sin cambios
morfolégicos (més de dos meses), se establece que estaban exentos de virus contaminantes.
Para confirmar la presencia del virus de AEC se utilizo la técnica de dot blotting, una prueba
bastante sensible y especifica.

Existen muchas altemativas para evidenciar la presencia del wirus en cultivo celular, de
las cuales se pueden mencionar inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, presencia de la
transcriptasa reversa en el sobrenadante, PCR y microscopia electrénica (Ellis v cols, 1983,
Pavlisch y Maes, 1584, Eliis y cols, 1988b, Achour y cols, 1989; Heckert y cols, 1991;
Pétursson y cols, 1992; Clavijo y Thorsen, 1995e; Perry y cols, 1995; OIE Manual, 1996)

La literatura menciona que se puede también evidenciar ia repiicacién viral por €l efecto
citopatico que causa el virus a las células; dando una morfologia de células estrelladas
refractiles, con procesos dendriticos, formacion de células gigantes (sincitios) con
numerosos nucleos fusionados (de 5 a 10) y vacualizacion. Esto es muy similar a [o obtenido
en este trabajo como se observa en las fotos 4 y 5 (Crawford y cols, 1980a, Pawlisch y
Maes, 1984; Belov y Whaliey, 1988, Kirkland v Batty, 1989, Gazt y cols, 1992; Amerighno
y cols, Rimstand y cols, 1993; Achour y cols, 1994; OIE, 1996; Tong-starksen y cols, 1996}

Para evidenciar mejor [a presencia de efecto citopitico se realizé la tincion de Giemsa
observando mejor lo antes descrito (fotos 6 y 7), aunque la literatura reporta la tincién de
hematoxiline y eosina para examinar fa formacion de sincitios (Grewal y cols, 1986).

El tiempo minimo en ¢l que se observaron sincitios fue de 4 semanas, similar a lo
reportado por Crawford y cols, 1980a; aunque su trabajo fue realizado con explantes
directos de membrana sinovial de cabras artriticas seropositivas; estos mismos autores
reportan et desarrollo de sincitios en menos tiempo (3-6 dias) inoculando los cultivos de
membrana sinovial con explantes primarios. Otro trabajo reporta la tripsinizacion y subpasaje
del cultivo celular, realizando tres pases antes de considerar negativo el cultivo (Adams ¥
cols, 1980; Grewal y cols, 1986). Pawlisch y Maes reportan la presencia de efecto citopatico
en 58 5 dias en promedio y al realizar ¢l pasaje de cultivos infectados se puede observar la
presentacion de sincitios entre 2 2 7 dias. Aunque esto no se evalud en el presente trabajo, al
parecer esta metodologia reduce el tiempo de presentacion del efecto citopético.

La literatura menciona que las células afectadas se destruyen y se reparan en el cultivo
celular, lo que hace mas dificil poder observar el efecto citopatico en etapas tempranas ¢on
baja concentracién viral (Pawlisch y Maes, 1984). La concentracién de sobrenadante una
vez observado el efecto citopatico en tos cultives celulares de membrana sinovial de feto
caprino, fue muy similar a la reportada por Kirkland y Batty Aunque Grewal y cols, 1986
mencionan que la concentracién del sobrenadante puede realizarse por medio de dialisis,
utilizando Polietilen Glicol con un peso molecular de 70,000 daltons a 4 grados centigrados.
Al sobrenadante ya filtrado se le determin la concentracién de proteinas por el método de
Bradford, obteniendo una concentracion de 2 mg/m! para antigenos mayores de 100,000 d y
0 12 mg/mi para ¢! antigeno mayor de 10,000 d como se observa en la gréfica 2 y 3. Esto no
se reporta en la Niteratura, siendo un aspecto importante por la cantidad de proteinas virales
en exiracto crudo, que requiere ol montaje de diversas pruebas diagndsticas Aunque no se
cuantificaron las proteinas del medio de cultivo celular en el presente frabajo, es un aspecto
importante que debe ser considerado (Hudson y Hay, 1980).
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Como ya se menciond existen varios métodos para deteciar la presencia del virus de
la AEC en sobrenadantes de cultivos infectados, en este trabajo se corrobord la presencia
de proteinas antigenicas en el sobrenadante y lisado celular, utilizando una prueba
inmunoenzimatica (dot blotting), técnica no citada en Iz literatura consultada para AEC,
Es una prueba que detecta antigenos especificos en niveles de picogramos, utilizando
primeramente un suero especifico contra la P 28 y GP 135 del virus ¥ posteriormente una
proteina G peroxidada la cual se une a las IgGs presentes en el suero (afinidad a IeGle
Ig(2 caprina). Las proteinas inmovilizadas sobre membranas de nitrocelulosa; evidencian
esta reaceién inmunoldgica al agregar el sustrato para la peroxidasa unida z la proteina G
tomando una coloracién obscura come se observa en la foto 8, En el presente estudio
1o se utilizé proteina A (Afinidad = la 1gG) por ser menos especifica que la proteina G a
las inmunoglobulinas de cabra (Temyck y Avrameas, 1991, Bio-Rad, 1996).

Los antigenos de mayor importancie inmunctogica para la enfermedad de AEC, que
cita la literatura son las proteinas codificadas por los genes gag (P 25 v P 28) y env {TM
50y GP 135} (Clavijo y Thorsen, 1995a; Rosati y cols, 1995) Aunque comercialmente
existen anticuerpos monoclonzles originados en lineas celulares {CAEPSAL
CAEPIOAL, CAEPSB7 y CAEPI1381) del isotipo IgGl, contra las profeinas de la
cpside CAEV - 63y 60 (Kellner, 1997),

El aislamiento del virus de AEC se realizé con el fin de estandarizar una metodologia
para la produccion de antigeno viral con fines de estudios epidemiolégicos en el pass. Las
pruebas diagnosticas que existen comercialmente en Meéxico hasta hoy en dia, contienen
antigenos del virus de Maedi Visne, que aunque comparte determinantes antigénicos lo
més apropiado es la utilizacion de anrigenos del virus de AEC. La literatura menciona
que la mejor prueba para el diagnostice de AEC es la de inmunoprecipitacién junto con
un buen diagndstice clinico por ko que se debe trabajar en la implementacion de esta
prueba ¢ alguna prueba inmunoenzimatica como la de ELISA, para ¢l diagndstico de la
Artritis Encefalitis Caprina en México (Knowles, 1997).
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CONCL¥SIONES

SE LOGRO OBTENER Y MANTENER UN MONOESTRATO CELULAR DE
MEMBRANA SINOVIAL DE FETQ CAPRINO, UTILIZANDO TUNA
METODOLOGIA SENCILLA.

ES FACTIBLE EL AISLAMIENTO DEL VIRUS DE AEC A PARTIR DE
CELULAS DE LA LINEA MONOCITO/MACROFAGOS OBTENIDAS DEL
TORRENTE SANGUINEQ DE ANIMALES SEROPOSITIVOS A LA
ENFERMEDAD EN MEXICO.

CON LA TECNICA DE DOT BLOTITING ES POSIBLE EVIDENCIAR LA
PRESENCIA DE ANTIGENOS DEL VIRUS DE AEC EN SOBRENADANTE DE
CULTIVOS DE MEMBRANA SINOVIAL.

CON LA OBTENCION DE ANTIGENOS DEL VIRUS DE AEC DE CEPAS QUE
EXISTEN EN EL PAIS SE PUEDEN MONTAR TECNICAS DE DIAGNOSTICO
SEROLOGICO PARA CONOCER LA SITUACION ACTUAL DE LA AECEN LOS
REBANOS CAPRINOS NACIONALES.

CON EL PRESENTE TRABAJO SE REPORTA POR PRIMERA VEZ LA
PRODUCCION DE ANTIGENOS DEL VIRUS DE LA ARTRITIS ENCEFALITIS
CAPRINA EN MEXICO.
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RECOMENDACIONES

CONOCIENDO EL VERDADERQ IMPACTO E IMPORTANCIA DE LA AEC
POSIBLEMENTE LAS AUTORIDADES TRABAJEN EN PROGRAMAS DE
CONTROL PARA ESTA ENFERMEDAD Y PUEDA EN UN FUTURO
ERRADICARSE DEL PAIS.

EVALUAR LOS ANTIGENOS DE 1A AEC . EN  PRUEBAS
INMUNOENZIMATICAS O DE INMUNOPRECIPITACION EN REBANOS
INFECTADOS POR EL VIRUS,
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucidn para lavade de leucocitos

Concentrado de Hanks 10X,

Solucion A-

1 litro
NaCl 80.0 gr.
Kl 40 er
MgS8Q,; TH,O 10gr
MgCl,. 6H,0 1.0gr
CaCl, 14gr
Glucosa 10,0 gr
H,O 800.0 mi
Solucion B.
NagHPO4 06 gr.
KH2P04 0.6 aer
Hzo 200.0 mi

L.- Disclver los componentes en agua desmineralizada de acuerdo al orden listado.
2 - Esterilizar las soluciones A y B separadamente a 15 libras, por 15 minutos.

3 - Mezclar A y B cuando estén frias. Poner B dentro de A lentamente. pH final 7.0 7 2

Solucién Salina Balanceada de Hanks.

1 litro
Agua desmineralizada estéril 889 0 ml
Concentrado de Hanks 10X 100 0 m!
NaHCO; (7 5%) 7.0 mi
Fenol rojo (0.5%) 40 ml
Penicilina 200, 000 unidades/ml 1.0 mi
Estreptomicina 500, 000 pg/ml 04ml

1 - Combinar cada sclucion en el orden listado, mezclar bien. pH 70 a 7.2.
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Solucién para lavar el sobrenadante en la sltrafiltracién

Buffer Salino de Fosfatos {(PBS).

Solucion A

1 titro
NaCl 8 0gr
KCI 0.2gr.
CaCl,. 2H,0 0.132 gr.
MgCl. 6H,0 0.1gr.
Agua desmineralizada 800.0 ml
Solucién B
NaHPO, 115 gr,
KH;P 04 0.2 ar
Agua desmineralizada 200.0 ml

1.- Disclver cada sal en el orden listado.
2 - Esterilizar la solucién A 'y B por separado a 15 libras por 15 minutos.

3.~ Mezclar A y B cuando estén fiias, poner B dentro de A lentamente. pH 7.0

Determinacién de proteina

Reactivo de Bradford

Azl de Coomasie {(G-250) 50 mg
]@tanol Absoluto 25ml
Acido Ortofosférico 50 ml
Agua desmineralizada CRBP 500 ml

Yécnica de Dot Blotting

Tris Buffer Salino (TBS)

1 iitro
Tris 20 mM
Nall 500 mM
Agua desmineralizada 1000 ml

Se mezclan en ef orden listados, pH 7.5
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Solucidn de Blogueo (TBS, 3% de gelatina),

Adicionar 3 0 g de gelatina 2 100 ml de TBS y calentar a 50° C, hasta disolver.

Solucién de lavado.
Tris Buffer Salino Tween (TTBS)

Adicionar 200 pi de Tween-20 (precalentado a 37°C) a 400 m! de TBS, pH 7.5.

Buffer del primer anticuerpo,
Tris Buffer Safino Tween con 1% de gelatina (TTBS, 1% de gelatina).

Adicionar 1.0 g de gelatina a 100 ml de TTBS y caleatar a 50° C hasta disolver.

Citrate Buffer Saline (CBC 3X).

A 100.0 g de Citrato Buffer Salino adicionar un litro de agua desmireralizada.

Citrato Buffer Salino (CBS).

Adictonar 100 m! de CBS 3X (20mM de Citrato, 500 mM de NaCl) 2 200 ml de agua
desmineralizada; pH 5.5.

Solucién de lavado para la Proteina G Peroxidasa de Rabano (G-HRP).

Tween Citrato Buffer Salino (TCBS)

A 300 ml de CBS adicionar 150 i1l de Tween-20; pH 5.5. Conservar 3 4° C

Buffer def conjugade (Proteina G-HRP), segundo anticuerpo.
TCBS con 1% de gelatina.

Adicionar 1 0 g de gelatina a 100 ml de TCBS, calentar a 50°C hasta disolver, pH 5 5.
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Soluciones para et desarrolio del color.

4-cloro 1-naftol en dietilen glicol.

Pertxido de Hidrogeno.

Buffer desarrollador de color HRP 10X,

Diluir el buffer desarrollador de color HRP 10X, adicicnando 90 ml de agua desmineralizada
2 10 mi de buffer.

Nota: Todas las soluciones antes preparadas se conservaron a 4° €, solo el 4-cloro 1-naftol
en dietilen gficol se conservd a -20° C.
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