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RESUMEN

La artritis encefalitis caprina (AEC) es una cnfermedad crénica degenerativa que
afecta principalmente a cabras en sistemas de produccion intensivos, existiendo reportes
que confirman su prcsencia en México. Se han publicado diversos trabajos que describen
los pesos moleculares de las protecinas del virus de AEC, siendo csto desconocido para la
cepa del virus que circula en rebaiios nacionales, lo cual posiblemente tiene implicaciones
en el diagndstico de la enfermedad. El diagndstico cn nuestro pais se realiza con prucbas
comerciales que contiencn antigeno del virus de maedi visna el cual ecsta relacionado
antigénicamente con cl virus de AEC. El objetivo del presente estudio fuc aislar, identificar
y estandarizar pruebas scrolégicas (ELISA ¢ inmunoclectrotransferencia o Western blot
(WB) con proteinas del virus de AEC aislado en México y comparar su comportamicnto
con prucbas comerciales. El aislamiento del virus se realizo de cabras infectadas co-
cultivando monocitos/macréfagos con células de membrana sinovial (CMS), observando
sincitios a los 20 dias y confirmando el genoma del virus de AEC por la deteccion de un
scgmento cspecifico de 258 pb dcl gen gag utilizando la técnica de reaccién en cadcena de
la polimecrasa. Se establecié una cinética de produccién viral en CMS y empleando la
técnica de WB sc demostré la produccion de todas las proteinas virales, identificando once
protecinas especificas del virus de AEC con pesos moleculares de 135, 90, 70, 45, 37, 32,
28, 25, 19, 16 y 14 kilodaltons (kDa). Se encontré diferencia en el peso molecular de la
proteina de matriz (peso de 16 kDa) del virus aislado con respecto a un virus de referencia
de ATCC. El WB estandarizado se utiliz6 como estandar de oro para cvaluar el
desempeiio comparativo de la ELISA estandarizada y los estuches de uso comercial
(ELISA CHEKIT, Bommeli, Suiza ¢ Inmunodifusion Veterinary Diagnostic Technology,
USA); Tomando como criterio de positividad para el WB la presencia de reactividad a 5
proteinas virales de 3 genes diferentes (135, 90 (gen env), 19 (gen rev), 14 y 16 (gen
gag)). Se obtuvo una sensibilidad de 44.1, 75.5 y 98.8 %, una especificidad de 100, 100 y
54.5 % y un valor de x de 0.244, 0.557 y 0.633 para las prucbas de: Inmunodifusion,
ELISA (comerciales) y ELISA estandarizada respectivamente. Con esto se puede concluir
que el uso de proteinas del virus aislado de AEC mcjora la sensibilidad de las prucbas para
el diagndstico de la enfermedad, contrario a lo que se obticne con los kits comerciales que
utilizan antigeno de Macdi-Visna. Esto tiene implicaciones importantes en el control de la
AEC ya que es la unica alternativa para la posible climinacién de la enfermedad.

Palabras claves: Artritis encefalitis caprina, aislamiento, cultivo celular, ELISA

inmunoclectrotransferencia, recaccion cn cadena de la polimerasa,



ABSTRACT

The caprine arthritis encephalitis (CAE) is a chronic degencrative discasc that mainly
affects goats in intensive production systems. Existing data corroborate its presence in
Mexico. Diverse reports have been published describing the molecular weight of the viral
proteins of the CAE. Being this unknown for the viral strains that circulates in national
flocks and its possible implication in the diagnosis of the disecase. Currently the diagnosis is
carried out in our country with commercial tests that contain antigen of the Maedi-Visna
virus that this related to the first. The objective of the present study was to isolatc and
identify CAE strains that circulatc in region and usc them to standardize serologic
diagnostic tests: (ELISA and immunoelcctrotransference or Western blot (WB) with the
viral proteins of CAE isolates from Mexico, and to cvaluate the comparative performance
with commercial tests. The isolation of the virus was carricd out of infected goats, in cell
cultures, where monocytes/macrophages were co-cultivated with synovial membrane cells
(SMC). Virus isolation was verify by observation of the cytopathic effects syncytia at 20
days, and the confirmation of CAE genome, by the dctection of the specific scgment (258
pairs of bases), of the gene gag, with a polymerase chain reaction (PCR) assay. A kinectic
viral  multiplication in SMC was cstablished. WB technique was used to detect the
production of cleven specific proteins of the CAE virus with molecular weights of 135, 90,
70, 45, 37, 32, 28, 25, 19, 16 and 14 kilodaltons (kDa); a difference was found in the
molecular weight of the matrix protecin (16 kDa) in the isolated virus with regard to the
ATCC reference CAE strain. The standardized WB was utilized as the gold standard
technique, to evaluate the comparative performance of the standardized ELISA and the
commercial assays (ELISA CHEKIT, Bommecli, Swiss and Immunodiffusion Veterinary
Diagnostic Technology, USES). Positive results were defined as the reactivity to 5 viral
proteins of 3 of different genes (135, 90 (gene env), 19 (gene rev), 14 and 16 (genc gag) in
the WB .A sensitivity of 44.1, 75.5 and 98.8%, a specificity of 100, 100 and 54.5% and a
kappa value of 0.244, 0.557 and 0.633 was obtained for the tests, Immunodiffusion, ELISA
(commercial) and ELISA standardized respectively. The cxperience acquired in the
diagnosis AIDS can be practical for the CAE, using a screening test with very high
sensitivity as the standardized ELISA and subscquently, confirm it with a sccond highly
specific test like (WB). Thc best results were obtained with the standardized assays
containing the CAE virus, contrary to what was obtained with the commercial ones (Maedi-
Visna virus base). The dctection of CAE infected animals with an adcquate diagnostic
methodology is important for the control of the discase and is the only alternative for the
possible eradication in national flocks.

Key words: Caprine arthritis encephalitis (CAE), virus isolation, cell culture, ELISA
immunoelectrotransference, polymcrase chain reaction (PCR).
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES e e
La familia Rctroviridae (de retro, hacia atras, invertida y»tr n'scriptas"\) sc

;(pohmerasa de

caracteriza porque todos sus miembros poseen una transcrlptasa anel‘S

ADN dependiente de ARN) (Pétursson ct al., 1992; Murphy et al 1999) Se subdnvndc en.7-

géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovnrus,
Epsilonretrovirus, Lentivirus y Spumaw
especies: virus de la mmunodef'cxex
mmunodcficxencm del: sxmlo (VIS) :
caprina (VAEO), v:rus ‘de la m’ >
equma (VAIE" A\ v1rus de ]a mmunodef’cnencna bov1n" i(V
Hu]lmger et al., 1993 Murphy et al., 1999). o : :

Los lemxwrus prcsentzm dlfercncxas en el troplsmo celular y cn el desarrollo de la

unodef’cnen

enfem1edad por 1o que se: dxvndc en dos grupos el pnmero comprcnde a VIH, VIS y VIF,
los cuales :se . rephcan E en lmfocxtos y macrofagos causando un sindrome de
mmunodet’cxcncm adquxnda y una enfermedad 6rgano especifica de los pulmones, sistema
ncrvxoso central (snc) y tracto gastrocntcnco, cl scgundo grupo de VAIE, VAEC y VMV,
en contrastc s" lo se rcphca prcdomlnantemcnte en macréfagos, no afecta linfocitos y causa

qx}-gartjqﬂrcspgc;f'car del SNC, pulmén y articulaciones (Tabla 1) (Bructt ct

‘una enfermed

2000) o .
. La, pnmera clasxfcacnon de los retrovirus sc basé en su cspecic hospedera y en la

morfogcnesns del vmon de la cual se reconocicron 4 tipos de particulas designadas A, B, C
y D. La morfogénesis de los rctrovirus tipo C en los que sc cataloga al VAEC se distingue
por la presencia de un nicleo cn forma dc cono en el virion maduro. Con una apariencia
densa, cuya envoltura se forma al cerrarse la membrana celular durante el proceso de
gemacion. (Ellis et al., 1988; Pétursson ct al., 1992; Murphy ct al., 1999).

El aislamiento y caracterizacion del lentivirus de cabra son reclativamente recicnte
(Crawford ct al., 1980). Lesiones previas parecidas a las causadas por maedi-visna pero en
cabras habian sido descritas en 1964 (India), 1969 (Alemania) y 1974 (Estados Unidos).



Tabla 1. Clasificacion del género Lentivirus, familia Retroviridae.

Virus Hospedero Infecta Manifestacion clinica
- Tipo de célula primaria
Grupo lentivirus cquino Caballo Monocito/Macréfago Infeccion ciclica en el
yims de la anemia primer afio: ancmia
infecciosa equina hemolitica y algunas veces
(VAIE) encefalopatias
Grupo lentivirus -. Borrego Monocito/Macréfago Neumonia, enccfalitis,

ovino/caprino : : . mastitis y artritis
Virus visna : .

Virus maedi visna e R
Gr'upol lcmfvirus Cabra ;| . Monocito/Macroéfago, Neumonia, encefalitis,
ovino/caprino S . L g . iti itt

Virus de la artritis mastltls Y artrgt:s
encefalitis caprina .
(VAEO)

Grupo lentivirus bovino
Virus de la
inmunodeficiencia
bovina (VIB)

Virus de la leucemia
bovina (VLB)

Grupo lentivirus felino
Virus de la
inmunodeficiencia
felina (VIF) .
Grupo lentivirus primates Primate i LlnfOCltO T
Virus de la ; Monocno/Macrofago

meadenopatla y
deficiencia inmu e ('7)
Infeccion’ subchmczi

Deficiencia inmunc e
infecciones oportunistas

meocnto T
Linfocito B,
Monocxto/Mncrofago

| Deficiencia inmune,
encefalopatia e infecciones

inmunodeficiencia oportunistas

del simio (VIS) AR v R

Grupo Ientivirus primatcs Humano S Linfocito T Deficiencia inmunc,

Virus de la Monocito/Macréfago encefalopatia, mielopatia e
inmunodcficiencia infecciones oportunistas

humana (VIH)
(?)= No esti comprobado

Referencia Pépin et al (1998).

CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS DE AEC

Los lentivirus sc componen aproximadamente de 60% dc protecina, 35% dc lipidos,
3% de carbohidratos y 1% de ARN (Pétursson ct al., 1992).

Los viriones son cnvuceltos, con un diametro de 80 a 130 nandmetros (nm) y ticnen
una UGnica estructura tridimensional. El genoma se encuentra en el interior de la

nuclcocapside (NC), la cual incluye cerca de 30 moléculas dec transcriptasa reversa (RT)




con simetria hehcondal La capside (CA) es. de. morfo]ogla icosaédrica, de cerca de 60 nm
de dxametro rodeada por unacapa kde protelna de matnz (MA). Finalmente, ¢l virion
: una b|capa de lipidos que conticne la

tan peplomeros de glicoproteinas (la
a’_célula hospedera). Los lentivirus

con 10 nm de longntud con una

1981; Ellis et al i

Cheevcrs, k1981 Dahlb rg ct al

‘de testlculo de cabra y celulas mononucleares (Dahlberg et al., 1981; Guiguen ct al., 2000).

“En‘ ]o cultlvos ‘de células de MS se ha determinado la cinética de replicacion de

VAEC usando partlculas virales marcadas con (H?). La sintesis de la progenic viral cs
exponencnal con un pico a las 96 horas postinoculacién (Pl1). La comparacién del virus
asociado a células con el virus extracelular muestra una fase latente de 15 a 20 horas.
(Anderson y Cheevers, 1981).

La formacién de células multinucleadas (5-30 nticlcos por célula) o sincitios sc
observa en un maximo de 5-6 dias PI (poco tiecmpo después de la maxima produccion dec
virus). Los sincitios son el resultado de un minimo nivel de replicacion del virus que ocurre

en las células vecinas, causando la fusidn de membranas cclulares yuxtapuestas. Una



caracteristica general de los smcmos o celulas gxgantes es la. fom'na de cstrella o. de arafia

con un cuerpo celular redondcado y retrﬁctll y muchas extens:one cntoplasmatlc'\s -

1992).

Los lentivirus de pequeiios rumiantes (LVPR) han sido clasificados con base en sus

propiedades estructurales, genéticas y de replicacidn, derivando 2 tipos: tipo 1 o virus con
composiciéon de proteinas similares al VMYV y tipo Il o virus con composicion de proteinas
similares a VAEC, Quecrat et al. (1984). Los virus tipo I tiecnden a ser altamente citopaticos,
causando lisis en cultivos celulares, altamente patogénicos in vive y ademas inducen la
produccion de anticuerpos neutralizantes. Por otro lado, el tipo Il no produce lisis y

ocasiona infecciones persistentes cn cultivo celular, exhibe baja patogenicidad en animales



infectados Yy no inducc la formacién de anticuerpos ncutralizantes. Sin embargo se han

encontradd v u'us muy relacnonados genéticamente con propiedades patogénicas diferentes

(Gogolewsk1 et"al :':'1985 Pnsnck 1998). Los gcecnomas de cepas de VAEC relacionados

presentan una’ dwersndad sorprendente, mientras que las cepas del virus visna son mas

estrechamente relacionados y aparccen cambios solamente bajo presion antigénica

(Saltarelli et al., 1990) .

GENOMA DE LOS RETROVIRUS
El genoma de los retrovirus es umco en vanos aspcctos 1) es el unico diploide, 2)

es el unico que presenta un ARN viral quec'es smtenzado por la maquinaria que procesa el

ARNm de la célula hospedera, 3) es: ‘el tnico asoplado. ‘con una transferencia del ARN

répllicacién, 4) es el tinico que presenta un

especifico que funciona como un 1mc1ado :
ARN de una sola cadena de sent' queno ﬁjhciéna como ARNm poco después de
la.infeccién y 5).es'e ico:vi ; :
(Murphy et al., 1999) B

Entre sus vanadas funcxones la'RT sirve como una polimerasa de ADN dependiente
de AR.N una pohmerasa de ' ADN dependnente de ADN, una integrasa y una ARNasa. Estas

diferentes funciénes son realizadas por cada una dec las distintas partes de la molécula dc

uc codifica una RT, la cual por si misma es vinica

proteina (Murphy et al., 1999).

ORGANIZACION DEL GENOMA VIRAL DE LA AEC

El genoma del VAEC consiste de 9189 bases y contienc tres gencs cstructurales
principales, cada uno de los cuales codifica dos o mas proteinas: el gen gag (antigeno
especifico de grupo) de un tamaiio de 1343 bases; ¢l gen po/ (polimerasa ) dec un tamaiio de
3314 bases y el gen env (envoltura) de un tamaiio de 2597 bases (Saltarclli ct al., 1990;
Pétursson et al., 1992; Pepin ct al, 1998) (Figura 1).

GENES ESTRUCTURALES Y SUS PRODUCTOS
1.- El gen gag (situado en las bases 512 a 1855) codifica 3 proteinas derivadas del
precursor Pr55gag: la CA (p25 (bases 941 a 1615), la NC (pl14 (bases 1616 a 1855) y la
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Figura 1. Esquema del genoma del virus de artritis encefalitis caprina (VAEC) integrado al genoma de la célula
hospedera en forma de provirus (ADN). Se muestran los 6 gcues del virus y su tamaiio en pares de bases (pb), asi

como el producto de los genes principales y los precursores de las protcinas estructurales; cabe mencionar que el
precursor de pol (?) no se ha descrito. CAL s



MA (pl17 (bases 512 a.940) 1a §ual asegura ‘l‘a‘ unién entre la capside y la envoltura. La MA

es la responsable de la ‘asociacién’ dél precursor gag ¢on la membrana de la célula. La

proteina de cdpside es ‘715’ g ony es la responsable de estimular una

fuerte respuesta de antic ‘la cual es utilizada para ¢l diagnéstico.
Entre la proteina de cap ¢ nucleocapside se une el genoma de ARN

(Saltarelli et al, 1990; Pérursso

2.- El gen pol codifica la piéza cl‘év’-e,'dve’: las cnzimas de los retrovirus, la RT (polimerasa de
ADN dependiente del ARN, la cual tiene actividad de ribonucleasa H, renovando el

templete de ADN) (Coffin, 1990; Pépin etkal, 1998) (Figura 2).

OTRAS ENZIMAS )
I.- dUTPasa: En el genoma de los lentivirus, el gen que codifica la enzima dUTPasa se

localiza en cl fragmento de lectura pol/ entre la ARNasa H y la regién que codifica la
integrasa. Las dUTPasas celulares son enzimas ubicuas que ayudan a mantener una baja
proporcion de dUTP a TTP y por lo tanto minimizan la incorporacién de residuos dec
uracilo dentro del ADN: una dUTPasa codificada viralmente debe ser presumiblemente
ventajosa para la replikéaciény en células que no se dividen como los macréfagos, principales
células blanco de los lentivirus de ungulados in vivo y donde los niveles de dUTPasa
enddégena y el “pool’” de desoxinucledtidos es bajo. La funcion de la dUTPasa asociada al
virién de la AEC es la de hacer eficiente la prevencion de la incorporacion de dUTP dentro
de la sintesis de las cadenas de ADN por la transcriptasa reversa endégena. La dUTPasa
también disminuye la frecuencia de mutaciones de G a A in vitro. Sec sospecha que la
deficiencia de la dUTPasa en ¢l virus de AEC resulta en una replicacién mas lenta en
macréfagos; in vivo apenas si se puede apreciar, pero puede conferir alguna ventaja en la
replicacién y patogenia donde sc pucde comprobar que la dUTPasa se requicre para que

con el tiempo se desarrollen lesiones artriticas bilaterales del carpo (Turelli et al., 1997;

Pépin ct al, 1998).
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Figura 2. Esquema de la molécula de transcriptasa reversa, presentando sus multiples dominios
funcionales; conformado como un heterodimero compuesto de una molécula de 66 kilodaltons (p66) y
una de 51 kilodaltons (p51). Existe una pequeiia union entre el dominio de la transcriptasa reversa y
¢l dominio de la RNAsa H. El templete de ARN viral y el iniciador del ARNt s¢ posicionan entre la

molécula. (Tomado de veterinary virology. Murphy ct al,, 1999)
GALT disetos.



II.- Integrasa (IN) En cada virién numerosas moléculas de RT e IN estan asociadas con el
ARN vu'al Segulda de’ ]a RT ]os provnrus mlgran hacia el nticleo, y el genoma ADN de
'el ADN déla celula hospedem, por un mecanismo mediado

“doble cadena es 1nteg do c
" por la 1N Esta ir

temunac
1999).

repetldas (LTR) (Pépin ct al, 1998; Murphy et al,

! ‘Como cn otros retrovirus, la
cu sor'y es cortada por proteasas de las células
’ glch protema de superficie (SU; gpl35) y la
45) La TM es parte de la cnvoltura viral siendo el
cn *]a blcapa de lipidos. La SU no esta ligada

s epntopes reconocidos por los anticuerpos

glico;"i'rotéih “es: sil tetlzada com u

'hospcdadoras\ en dos‘ subumdade

ghcoprotema transmembmnal (TM

anclaje ‘de_ la ghcoprotema de: supcrfc

covalentemente a la TM. La SU contle
neutralizantes que sirven para la mteraccxon del virus con el rcceptor de la célula

~hospedadora (Pértursson et al 1992, Clavuo y Thorsen, 1995a; Murphy ct al, 1999).

GENES AUXILIARES
El VAEC posee tres genes auxiliares o accesorios mayores que son: vif (factor de

infectividad viral, previamente llamado gen Q), tat (antes llamado S), y rev (regulador de la

expresion de proteinas del virion) (Flarmache et al., 1995).

1.- Vif: El gen vif codifica una protcina de 28 kilodaltons (kDa) (factor de infectividad
viral) que es requerida en algunos pasos dec la morfogénesis de la niclcoproteina viral que
determina la infectividad y/o liberacion. Es cl unico gen accesorio conservado en el genoma
de los LVPR que induce una débil respucsta inmune in vivo que puede ser detectada por

inmunoelectrotranferencia (Western Blot). Existen reportes de que ¢l gen vif es esencial in



vitro para permitir una rapxda y. cficnentc replicacién del vn'us en macréfagos primarios

infectados con VAEC v quc se requlere para una cﬁc:ente rephcacnon y patogenicidad del

virus “in vzvo El'ﬁ'agx ento. de’ ectura abnerta vdcl gcn V|f (5006 -5692 nucleétidos) se

encuentra entre 1

kl 5 nucleétidos (Saltarelli et al., 1990; Coffin, 1991). Esta protcina esta

: mvolucrada en los empalmes (“splicing™) de los transcriptos de ARN viral, estabilizandolos
para su exportacnon del nucleo al citoplasma y cficientizando la carga en los polisomas, con
lo que se prepara el rango completo de ARNm disponibles para la traduccion. La proteina
rev contiene seiiales de exportacion nuclear, lo cual permite que las proteinas pasen a través
de la membrana nuclear al citoplasma y emplea su papel regulatorio via clemento dec
respuesta de rev (RRE) localizado en cl gen env. ElI RRE (7907- 8108 nucleotidos) es capaz
de unir el ARN a través de un sitio de unién. El gen rev es bipartita localizado en una

pequeiia region de la extremidad 5° del gen env (6012-6123 nucledtidos) y una region mas
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grande en la regién 3° del gen env (8514-8800 nucledtidos) (Coffin, 1991; Pétursson et al.,
1992; Saltarelli et al., 1994; Murphy ct al., 1999).

GENOMA DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES
La denotacidén mas adecuada para referirse a los virus de MV, AEC y neumoma

progresiva ovina (denominacién que sc¢ da a los virus de Maedi szna

Kwang et al., 1995)

lomielitis caprina por

amente al igual que para cl

leotldlca se han construido darboles

.'o que basado en’ Ia secucncna. n

-ﬁlogenetxcos en los que se ilustra la relacxon gcnctxca entre numerosos aislamicntos de
LVPR. En un primer analisis, los LVPR fueron divididos en 4 grupos genéticos. Las ccpas
de’ VMV K1514 (aislada en Islandia) y SA-OMVYV (aislada en Sudafrica) para las cuales
‘esta disponible la informacidn de sus secuencias completas, fucron colocadas en el grupo
IV, esto debido a que al comparar la cepa VAEC Co con la VMYV KIi514 se encontré un
74.8%, 77.5% y 60.0% dc homologia en la secuencias de aminoacidos de sus respectivas
proteinas dc gag, pol y env (Chebloune et al., 1996 y Pasick, 1998). La cepa VAEC Co fuc
asignada al grupo II, en el cual estin comprendidos sélo 2 aislamicntos de LVPR de origen
caprino y para los cuales solamente hay informacion disponible de una secuencia parcial de
pol. Finalmente los miembros de los LVPR dc los grupos genéticos 1 y Il fueron los
originarios dec borregos y cabras.

Sorpresivamente ¢l andlisis de 303 y 475 fragmentos nucleotidicos del gen pol, no

mostré diferecncias entre los LVPR franceses miembros decl grupo [ (originarios de



borregos), mostrando mas homologla con la cepa VAEC Co, que con. 1a cepa VMV K1514. '

Cuando los vnrus del grupo I fueron comparados_ con VAEC Co y VM K1514

,secuencm d 'resenté una homologia de 87% 0 3 8% -

do mforme se compararon

respecti am

s ovinos francescs y norteamericanos pueden
lfggiidos a VAEC, lo cual es apoyado por las
ue los borregos pueden infectarse con VAEC y

las’ cabras con: VMV lo que posnbxllta la’ transmxsnon interespecies quedando descartada la

especxfc:dad de especxe, aunque es ¢éscasa la evidencia directa de que esto ocurra cen la
naturaleza (Pasxck 1998 Kwang et al.,, 1995). Existe un informec recicnte de la infeccion

expenmental del VAEC en un borrego hibrido domestico-Muflon. (Guiguen et al., 2000).

i Ld consxderable homologia que presentan los genes ecstructurales de los virus de

' ovino-ybcabra exphca la reactividad cruzada entre los dos virus, principalmente entre las
‘pr'dtefn 'p25.y gp135 en las prucbas de inmunodifusiéon y ELISA con virus completo. De

'(/:l;av]:qu:lihél' modo los genes env de cstos virus sélo presentan 60% de identidad en los
aminoacidos (Pétursson et al, 1992).

Al parecer la variacion de razas de cabras jucga un papel importante cn la
susceptibilidad de la infeccién viral ¢ influencia la manifestacion de la enfermedad
(Pétursson et al, 1992) como se demuestra en ¢l trabajo de Dolf y Ruff, 1994, Dondec por
medio de una impresion digital del ADN se observa una clara asociacién a la

susceptibilidad de artritis inducida por VAEC en cabras Saanen.




PROTEINAS VIRALES _

Las proteinas virales en los viriones ’ deb VAEC son nombradas usando la
nomenclatura estindar propuesta para los Retrovu’us_por Lels. Se_denomina poliproteina
precursora de env a una protema de 175 kD pPr 175 ?env) la cual no €s un componente

estructural, sino una protcma que se p ] mfecc10n y postenormente es

cortada por una proteasa para fo T

’iéryl dc pes 'moieéulnr a 10- 135)

Una vez que la molecula precursora de gag-pol es cortada para obtencer el precursor

aparente va

de gag, se deriva también el precursor de pol del cual no se¢ ha descrito su peso molccular
para el VAEC. Los productos de restricciéon forman la PR (p10), RT (p66-55) ¢ IN (p32)
(Figura 3).

La variacion encontrada en el peso molecular de las protcinas codificadas por el

VAEC con diferentes técnicas se pucden observar en la Tabla 2.
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Tabla 2. Descripcion de las proteinas reportadas del virus de artritis encefalitis caprina por

diferentes autorcs.

PROTEINAS VIRUS TECNICA ANO REFERENCIA

14,15,28, 51,65, | Aislado de E.U Inmunoprecipita- | 1981 J. Virol.

105, 135, cion Dahlberg ct al.

140,155

135, 92, 75-G63 Inmunoprecipita- | 1985 J.gen.Virol.

70,45,28,19,16,1 | CAEV-Co cidn Gogolewski ct al

4

125, 90, 45, 28, [-ccmmmemmmcmceaea Western Blot 1987 Vet Immunol

15 : and

Immunophatol.
McGuire.

130, 24 Aislado = |ee—eccccmeaeiioo 1987 J Virol. Mecthods
Australiano Lo Kirkland y Batty

140, 110, 90, 66, | Aislados de Geles tefiidos 1988 Aust Vet J. Ellis

62,45,42, 14 Australia con plata = ct al. :

155, 120, 70, 55, | Aislados de Western Blot J. gen. Virol.

41, 33,31, 27, Australia Belov y Walley

24,23,21, 18, .

16, 14 : e )

135, 90, 46, 38, 75-G63 Inmunoprecipita- |. , 27| J. Virol.

28,19, 16 cién e ‘| Knowles et al.

25,17, 14 CAEV-Co Western Blot - |:1993 .| Am J Vet Res.

Rimstad et al.

130-135, 42-45,
34-36, 27-28,
18,14.5

Aislado Frances:

Western Blot. ..

Comp.Immun.
Microbiol.
Infect. Dis. Vitu
et al.

135, 90, 46, 38,
28 i

75-G63

Virology.
Hullinger et al

170, 135, 55, 25

75-G63 -

Virology.
Chebloune ct al

CAEV-Co
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CICLO DE REPLICACION VIRAL

El virus entra a la célula hospcdera "fagos‘fy ce]ulas tipo

(monocitos/ma

fibroblasticas) por fusién o por endocltosnr oteina ‘de

envoltura (gpl35, SU), la cual ha sidoid : y C éfursson et

, 1992; Hullinger et al., 1993)." Acth pto:
LVPR (VMYV y VAEQC) y sec han p
proteina de 30 kDa del comple_yo
15y 45 kDa, que se han identiﬁéad

pero que no pertenecen al comyj 1

de VMV se ha comprobado‘que m ‘e celulares (Hullinger et

al., 1993 Bruett et al.; 2000’ IIor.ze

Una vez que sc

sintetiza la cadena extra del ADN. iciana xifégis en ‘dos secuencias ricas en purinas
o segmentos polipurinas (PPT);' Una“se’ déﬁliéé hacia del final de 3° del genoma
inmediatamente arriba de la regién U3 yla otra es localizada a la mitad del genoma en el
final del gen po/; cste segundo PPT se localiza en una sola cadena de la region del ADN
viral lineal no integrado (Saltarelli et al., 1990; Pétursson et al., 1992).

En el proceso de trascripcidon es adicionado a cada extremo de la molécula de ARN
gendmico la terminacién LTR. La cipside es removida y ¢l ADN de doble cadena cs
llevado al nicleo de la célula. Este ADN lincal de doble cadena intermedio es circularizado
por uniones no covalentes de los LTRs, integrado en ¢l ADN cromosomal del hospedero y
entonces c¢s usado para la trascripcién por la polimerasa del ARN cclular iniciandoenel §°
LTR y finalizando en el 3'LTR, generando nuevos ARNs genomicos y varios ARNm
(Coffin, 1991; Pétursson et al., 1992; Clavijo y Thorscn, 1995).



La extremidad 5"de1 ARN Vlral comlenza con una reglon Ilamada R (85

nucledtidos) seguxda por ‘una secuencxa umca llamada Us (78 nucleétldos) mientras que en

la cxtremldad 3 h y

Esta reg|on connene‘

s virién y 2 ARNm pnncxpalcs son transcntos- (1) Un ARN ‘de 35s que probablemente es cl
ARN del virién ' completo, codlfca la protcma Gag; el mismo ARN es traducido cn
dxfercntcs fragmentos de lectura para producnr la protcina Pol. (2) Un ARNm de 2S5s,
empalmado (spliced) del ARN de 35s; s traducido para producir ¢l precursor de la protcina
Env, esta traduccion también involucra diferentes fragmentos de lectura. Las principales
poliproteinas son scparadas post transcripcionalmente por una protcasa viral para producir
proteinas virales maduras (Murphy ct al., 1999).

La proteina Env entra a la cisterna dcl reticulo endopliasmico durante la sintesis y ¢s
Ilevada al complejo de Golgi donde es glicosilada y luego llevada a la membrana
plasmatica. Una fracciéon de la poliprotcina de gag siguce la misma ruta glicosilandose y
alcanzando la membrana plasmatica. Junto con ¢l ARN viral, los precursores de gag y gag-
pol comienzan el ensamble de la nuclecociapside en la parte interna de la membrana
plasmatica y las poliproteinas son scparadas durante ¢l proceso. Posteriormente sc da la
gemacion con la unién de la nucleocapside a proteinas Env ya fijadas como peplémeros cn

la membrana plasmatica (Pétursson ct al., 1992; Murphy ct al., 1999) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de replicacion del VAEC.
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Propuesta del ciclo de replicacion del virus de AEC. La infeccion comienza con la union del virion via la gp 135 a el
receptor celular todavia no conocido; esta unién permite que se interne ¢l virus al citoplasma y posteriormente se realice la
trasncripcién reversa y enseguida se adicionen las secuencias repetidas (LTR) a cada extremo del ARN viral. EI ADN viral
¢s integrado al nucleo de la célula hospedera. Una vez que comienza la actividad transcriptacional, se codifican protecinas
regulatorias como tat y rev que controlan la regulacion de la traduccion de las proteinas y el genoma viral. Una vez
codificadas la proteinas y el nuevo genoma viral, sc lleva a cabo el ensamble y gemacion de nuevos viriones.
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En contraste con los retrovnrus oncogemcos, el ADN lentnv:ral es rephcado en el

nucleo ‘de la celula etphcando porque los lentlvnrus pueden rephcarse en’ cdulas quc no

1992; Murphy et al., 1999) .
k Hay tambxen un -alta frecuencna de. recombmacnoncs entre genomas de retrovirus cn

células doblemente infectadas. La rccombmacnon es un cvento tcmprano que ocurre antes
‘de la integracion, durante la trascripciéon reversa para formar ADN viral. Juntas la
frecuencias de mutaciones y recombinaciones exceden por mucho cualquier otro virus
animal (Murphy et al., 1999).

El concepto de quasi espccies fue propuesto por Manfred Eigen y se define como
una compleja poblacién que sc perpetua por si misma de diversas entidades que actuan
como un todo. El factor por lo que, los virus ARN cn general, y los lentivirus en particular
cxisten las quasi especics es atribuido al hecho de las polimerasas de ARN que tienen
intrinsicamente altos porcentajes de errores y un deficiente mecanismo de correccion. El
resultado ¢s quc los virus RNA reproducen por si mismos sus errores, ¢l porcentaje de error

dc la polimecrasa del RNA viral es directamente responsable para determinar ¢l tamaiio ¢



integridad de la quasi especie; un porcentaje de error bajo esta asociado con quasi especies
que ocupan volimenes pequefios de espacios en la secuencia. Por otro lado un porcentaje
de error alto resulta en una quasi especie que ocupa grandes volumenes de espacio en la

secuencia (Murphy et al., 1999).
Se sabe que el tlpo de vu‘us quc infccta originalmente persiste en el animal

coexistiendo con las nuevnskvarlantes ‘y.que la progresxon de la enfermedad no csta hgada

con la apancxon de nuevas vanantes El'virus de VAEC presenta considerable vanacnon de :

colecc16n de:eSpemes dxstmtas, per .devghibbs ‘hetérogéneos poseyendo, un rango
Vanable de hospederos y capacndades patogemcas. Esta vision tiene obvias implicaciones
para el disefio de las pruecbas de diagndstico, desarrollo de vacunas y drogas para la

implementacién de las medidas de control de la enfermedad (Pasick, 1998; Murphy et al.,

1999).

EPIDEMIOLOGIA
La prevalencia de la infecciéon de VAEC varia considerablemente de rebafio a

rebaiio y de pais a pais; tipicamente los rangos de prevalencia van de 65 a 80% pero
prevalencias cercanas a 100% se han rcportado en rcbaiios y paises con razas de cabras de
origen Europeo. Prevalencias bajas (18-24%) han sido reportadas por Alemania y Australia,
y prevalencias de aproximadamentec 40% han sido reportadas en Estados Unidos, paises de
Europa Occidental y Suiza mientras que prevalencias del 95% han sido reportadas para
Canada. A pesar de estas altas prevalencias de infeccidon, la presentacion de infeccion
clinica de VAEC raramente excede del 15-30% y la seroconversion puede retrasarse o
nunca ocurrir (Rowe y East, 1997; Guiguen ct al., 2000).

La enfermedad se encuentra presente en todo el mundo pero principalmente se

localiza cn sistemas intensivos dec produccidn de leche. La mayor ruta de transmision de la
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AEC ocurre pnnclpalmcnte a través de la ingestion de calostro y leche de hembras

mfcctadas como se ha comprobado con trabajos realizados por E"lS et al., 1986 y Rimstad

a sahva, secrecxo

Recientemente se ha demostrado la transmision venérea del virus de AEC tanto en animales

i infectados natﬁi{alniehté como artificialmente. (Travassos ct al., 1998 y 1999).
La transmisién natural directa entre especies como ¢l borrego y la cabra no ha sido
‘bien demostrada. Las cabras infectadas con AEC permanccen portadoras del virus de por

vida y muchas portadoras asintomaticas pucden estar en los rebafios (Pétursson ct al., 1992;

Matthews, 1999).

SIGNOLOGIA CLINICA
El virus de la AEC causa una poliartritis degencrativa cronica, mastitis indurativa

aséptica y una ncumonia difusa progresiva intersticial en cabras adultas; asi como una
leucocncefalomiclitis paralitica en cabras jovenes. La prevalencia de la infeccién es arriba
del 819 en cabras lecheras de USA y del 70%% en Suiza (Zanoni et al., 1992; Reddy ct al.,
1993; Kwang et al., 1995). Esta enfermedad se caracteriza por un curso lentamentc
progresivo con solo un poco mas del 40% de cabras que llegan a presentar artritis, mastitis

subclinica crénica y neumonia intersticial.
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En contraste con los ovinos Ia- artrms es la mamfestacnon chmca predommantc de

incluycndo la de las

cxceso de ﬂundo smov:al “La arti iéon’ (rodllla) es primeramente afcctada

observandose aumento del grosoi‘;" : Cualquicr otra - - articulacion pucde afectarse,
partxcularmentc la de la’ paleta, rodilla del miembro posterior, corvején (tibio-tarsianas) y
'mcnudlllo. La bursa ‘atlantal y supraespinosa con frecucncia aumentan de tamaiio despucés

del curso de vla enfermedad (Pétursson ct al., 1992; Amerighno ct al.,, 1993; Matthews,

La enfermcdad neurolégica en las cabras se observa en animales jovenes de 2 a 6
meses de edad seguida de un curso rapido con sintomas dec paresia y paralisis; Las cabras
que son ligeramente afectadas pueden sobrevivir y usualmentc desarrollan artritis
pbétcrit:rmente; algunas veces la encefalitis ocurre cn animales adultos. La neumonia
~intersticial crénica puede ser encontrada asociada con infecciones lentivirales en cabras,
observandose disnea. La mastitis indurativa crénica sc observa en cabras infectadas con

VAEC y puedc afectar la produccidén de leche (Ellis et al., 1988a; Ryan et al., 1993).
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PATOLOGIA
Los cambios artrmcos en cabras estan asociados usualmente con el eplteho smovml

tendones y bursas. Las artxculacxon af’ctadas

hay inﬁltmciéh. f

tendencia- al

celulas mononucleares, hlpcrplasna de las células del miisculo liso y algunas fibrosis; los

tran obliterados en varios casos. Foliculos linfoides perivasculares y

alveolos se encu 1
pcnbronqulales con centros germinales activos son una caracteristica comin de neumonias

lentivirales, una caracteristica importante es el incremento de nodo linfoide mediastinico
con cambios hipérplésicos (Zinnk et al., 1987; Pétursson et al., 1992).

En el sistema nerviosos central las lesiones consisten de cambios inflamatorios dc
células mononucleares multifocales mas pronunciados en localizaciones subependimales y
perivasculares; nédulos gliales se observan ecn casos scveros de necrosis. Inflamacion de
meninges en varios grados, ¢l plexo coroideo es a menudo lentamentc afectado con
formacién de foliculos linfoides con centro germinales. La desmielinizacion es

cominmente observada con destruccion de axones (Nazara, 1991; Trigo, 1991).
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En cl corddn esplnal la lesnén es prmcxpalmente a]rededor del canal central, pero

algunas veces las dreas de desmxelmxzacxon se observan en segmentos los cuales se parecen

rga‘- de Vii’u's"en via sanguinea; lo cual es

estimulacién de una eficiente respucsta inmune (Coffin, 1991;

’(Peterhans et,a 1999) ‘como en la glandula mamaria, la cual es importante para una

efcnente transmns:o la progenie. Ademas, los virus pueden también replicarse en el
pulmon, lo cual es lrx{;;c;l;tante para la transmision horizontal. La capacidad de los VAEC de
causar los diferentes cuadros clinicos puede ser por un sin numero de razones como la
variacion de cepas, factores predisponentes adicionales o por factores dec respucsta del
hospedador (Ellis et al., 1988). El papcl de la replicacion cen tejidos que son irrelevantes
para la transmision viral es desconocido. En particular, la artritis observada en cabras
infectadas con el VAEC puecde secr irrclevante para el éxito del virus. Esta aseveracion se
basa en la observacion de quc aproximadamente dos terceras partes de cabras infectadas no

desarrollan artritis y por lo cual no hay cvidencia de que los animales artriticos puedan
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transmmr el vu‘us mas efcxentemente que su contraparte asmtomntlca (Pecterhans et al.,

1999)

muchas celulas con trascnpcnon viral en dreas

Tamblen se han' encontrad

lnﬂamadas del snstema ne 1k pulmones artu:ulac:ones y glandula mamaria y de

las cuales - la mayona fu n 1f'cadas como ma ofagos. ARN viral también fue

encontrado en celulas endoteha]cs, celulas smovmle Ty celulas epltehalcs de criptas

intestinales, tubulos renales y fohcu]os de la tiroides (Petursson et al., 1992)

INMUNOLOGIA o : R :
El VAEC causa una enfermedad mmunomednada no supuratlva consnderandola el

analogo a la infeccién de VIH; debido a que no desa "olla umf "cmcnte una enfermedad

clinicamente aparcnte y es una dlcotomla la' r gl;copr‘otcma SU y TM.

El VAEC no afecta lmfomtos por eso, es qu_ no_ se Qsi.i’presién como en otros

n periodo largo de no-progresion tienen
unolégicos consistentc con respuesta tipo 1

klcu'crpAos relativamentc bajos a SU y TM, 2)

inclfﬁacnon dc rcspﬁésté a:IgG2 a lbai‘SUby,«B):‘l‘.mé subclase dominante de linfocitos T CD4+

caractenzado por una cxpresxon genetlca diferencial de IL-2 ¢ interferon gamma (IFN vy)

producxdo pnncnpalmente por celulas asesinas naturales activadas por la IL-12 derivada de

cclulas presentadoras de anngeno lo que por consiguicnte promuecven las funciones
mmunomedmdas celulares (Perry et al., 1995; Cheevers ct al., 2000; Beyer ct al., 2001).

’ : Por otra parte la artritis esta asociada con una relativa carga viral alta, una elevada
'reactivndad de anticuerpos IgGl a VAEC en sucro y liquido sinovial y respuesta de
lmfocltos T th2(respuesta inmune humoral) a protcinas de envoltura y transmembranal de
VAEC. La respuesta inmune tipo 1I, refleja la activacion de linfocitos T tipo 2 que

producen IL-4 y promueven una proliferacion de células B antigeno-cspecificas e
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mmunoglobuhnas de ]a clase IgA Igl: y IgGl (Perry et al., 1995 Cheevers et al., 2000
Beyer ct al., 2001) :

kamma] mfectado n

,los ,,vxrus variantes cocxisten en la cabra

iger ct all,11993; Peterhans et al, 1999; Rimstand et

al., 1993; Knowles et al., 1990)‘ e
Los anncuerp',s‘a p28 p”S y pl6 (Rosati et al., 1995) del VAEC persisten cn el

abras infectadas una vez quec desaparcce la inmunidad pasiva y es la

suero de mucha» 3
forma de diagnéstico’ basico; aunque anticuerpos a gp 125, gp 90 y gp 70, también sc
encuentran cnasuero y fluido sinovial, la concentracion de anticuerpos a gp 125 y gp 90
excede pof 100 a 1000 veces mas quec para p28. Esta alta concentracion de anticuerpos en
fluido sinovial a gp 125 y gp 90 correlaciona positivamente con la produccion de una gran
cantidad de anticuerpos IgG1 cn el sitio (Mc Guire, 1987). Esta respuesta de anticuerpos a
la gpl135 (protcina de envoltura) y TM sc ha observado que correlaciona con la severidad
de la artritis, por lo que la prevacunacion de cabras con VAEC inactivado permite altos
niveles de anticuerpos contra GP135 empcorando la severidad de la artritis (Mc Guire,
1987; Knowles et al., 1990 y 1991; Vitu ct al., 1993; Perry ct al., 1995). Dado el precedente

de autoinmunidad en las infecciones lentivirales es posible que la artritis inducida por
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VAEC pueda ser '1rgumentada por un epitope mlmetxzado de cpltopes smovmlcs del

uralmente infectadas con VAEC

al virus después de un gran

penodo de mfecclén La.bajabproducm n;ide elulas mondnucléares en sangre periférica

‘.(CMSP) en cabras mfectadas es’ un’ mdxcador ‘de quc estas fueron inmunoldégicamente
comprometidas, por lo que se sugxere ‘que "las cabras infectadas desarrollan infccciones

oportunistas similares a HIV (Davies et al., 1997).
METODOS DIAGNOSTICOS

CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL DIAGNOSTICO DE LENTIVIRUS

Cualquier cabra seropositiva a las pruebas de AEC esta infectada de por vida ya que
los anticuerpos presentes no protegen contra la enfermedad, solamente son indicadores de
la infeccidn que persiste aun en presencia de anticuerpos ncutralizantes, por la habilidad del
virus de insertarse de forma latente como DNA proviral dentro de las células del hospedero
(Matthews, 1999).

En contraste una cabra probada scronecgativa no puedc considerarse libre de la
infeccidn, por que las pruebas en la actualidad son poco sensibles para detectar el periodo
entre el momento de la infeccion con el virus y la seroconversion (producciéon de
anticuerpos detectables) el cual puede ser muy prolongado. Los cabritos infectados al

nacimiento tienen niveles detectables de anticuerpos calostrales por 1o menos 2 0 3 meses,



pero pueden subsecuentemente reaccnonar negativos a las pruebas hasta que seroconvierten

entre los 6 y' 12 meses de edad. Algunas cabras seropositivas pueden periddicamente dar

resultados seronegatlyo ' ir’ despues de un periodo de estrés (por ejemplo el

amente ba_jo de anticuerpos en el sucro o

no_ se ellge los 1mcmdores adecuados. En gencral la repeticion de

parte de ia deteccion temprana y remocién de animales infectados del rebaiio para lo cual
e‘yxisteny ‘dos posibilidades para diagnosticarlo: La deteccion de anticuerpos cspecificos
contra el virus por pruebas scrologicas y el aislamicento del virus o la deteccion de la
presencia de antigenos virales especificos (Reddy et al., 1993; Clavijo y Thorsen, 1995b).
Lo ideal es que cl diagnoéstico de la AEC se basc cn un analisis completo donde se
considere por lo menos dos de los siguientes aspectos: Niveles de anticuerpos en suero
contra AEC, signos clinicos, lesiones postmorten, cambios histopatolégicos, aislamiento

del virus de células sinoviales o de cercbro (principalmente cn fases tempranas de la
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infeccién y en animales que estin infectados pero presentan poco o nada de cambios
patolégicos) o confirmacion del genoma viral y la toma de ‘placas radiograficas que pueden
determinar la severidad o progresién de las lesiones artriticas en. forma individual y

demostrar la presencia de neumonia (Pétursson et al, 1992; Matthews, 1999).

EXAMINACION DEL FLUIDO SINOVIAL.
Fluido sinovial café rojizo con un gran niimero dc células (1000 a 200‘ celula ml)

principalmente células mononucleares (cabra normal menos de 500 celulas/

contener rcstos de fibrina y presencia de anticuerpos (Matthews, 1999)

EXAMEN HISTOLOGICO DE ARTICULACIONES.
Infiltracién de células mononucleares(macréfagos, linfocitos y cél‘ulyafs plasmaticas)
subsinoviales, hiperplasia o hipertrofia vellosa sinovial, areas focales de necrosis entre la

membrana sinovial o alrededor del t¢jido concctivo (Pétursson et al., 1992; Matthcws,

1999).

HALLAZGOS MACROSCOPICOS POSTMORTEN EN ARTICULACIONES.
Hiperplasia de membrana sinovial con engrosamiento fibrosis y en casos crénicos
calcificaciéon de la capsula articular, tendones y ligamentos. Rcaccion periosteal con
produccién de osteofitos pecriarticulares. Enfermedad degencrativa de articulaciones con
ulceracidn y erosion de los cartilagos articulares y destruccion del hueso subcondral.
Los 6rganos blancos principalmente afectados incluyen, pulmones, nodos linfoides

mediaticos, sistema nervioso central, glandula mamaria y articulaciones (Pétursson et al_,

1992).

PRODUCCION DE ANTIGENOS EN CULTIVO CELULAR.

El cultivo celular es muy importante para la produccion de antigeno que se utiliza
en las prucbas rutinarias de scrodiagnéstico del VAEC. Sc¢ pucde utilizar antigeno viral
completo de ovino o caprino de una forma cruda o parcialmente purificado, el cual es

producto de un cultivo de tcjido que por lo gencral es tedioso, caro, lento y con una
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replicacién de los lentivirus en bajos titulos (Reddy et al., 1993; Kwang:et al.; 1995).
Produciendo una minima cantidad de proteinas virus-especificas que ‘son frecuentemente

contaminadas con’: protemas celulares; esta contaminacion es una fu ( poten ial def"

‘métodos de /purificacion;:las’ tecmcas de 'DNA recombinante permiten una

efc:ente produccxon de “grandes’ cantldades de protemas virales altamente purificadas,

especnﬁcas Yy economlcas. Las protemas recomb ‘zm es lentxvnrales ovinas se han producido

en sistemas de expresién bacterial como es Eschereclua coh, este es un sistema que provec

una abundante y elevada pureza (puede existir ontammacnon por proteinas del vector) e

inmunobiolégicamente 1itil para LVPR (Kwang et al., 1995; Rosati ct al., 1995).

PRUEBAS SEROLOGICAS.

La deteccidon de animales infectados con LVPR en todo el mundo es realizada por
pruebas serolégicas como la Inmunodifusiéon en agar gel (IDAG), ELISA y WB. La
reactividad antigénica cruzada entre el lentivirus ovino y caprino de los productos del gen
gag y env es bien conocida y por tanto la preparacién de antigenos de lentivirus ovino son
los mas ampliamentec usados en las pruebas scrologicas para los LVPR (Rosati ct al., 1995;
Pasick, 1998)

Las pruebas scrolégicas (principalmente ELISA e IDAG) tienen cl problema de
validacién y estandarizacién, lo cual se¢ puecde hacer con métodos como el
radioinmunoensayo o ¢l inmunoblotting (método exitosamente usado cn la validacion de la
ELISA para la deteccién del lentivirus humano). Se reconoce que ¢l inmunoblotting es mas
sensible que la prueba de ELISA y por lo cual permite ¢l reconocimicnto de reacciones no
especificas, minimizando los recsultados falsos positivos. Concluyendo que la

inmunodifusién y la ELISA indirccta se pueden scguir usando para el diagndstico
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serolégico del virus de AEC por su aplicacion practica, siempre y cuando se combine con

inmunoblotting (Zanoni et al., 1998; Matthews, 1999).

INMUNODIFUSION.

Esta ¢s la prueba mas cxtensamente usada para detectar anticuerpos contra LVPR y
esta disponible comercialmente. Este kit puede usar como antigeno ¢l virus de la neumonia
progresiva ovina (VNPO) o VAEC, aunquer se ha demostrado que la prucba que usa VNPO
es de limitado valor diagnéstico para VAEC ‘dado la baja sensibilidad que tiene comparada
' -'el uso de VAEC. La baja scnsibilidad se atribuye a una

con una prueba de IDAG basadd

dlvergencxa entie
relacxonado

mteracc

ado un snstema de produccién de antigeno

ost ‘de: produccmn en aproximadamente 20 veces,

“los cultivos en produccidon con

: pueda mantener

: mtema 24 p28 -] 3 ,yila gpl35 mejoran mucho los resultados serolégicos (Kirkland

y Batty, 1987 Knowlcs et al., i994)

PRUEBA DE ELISA

Las técnicas inmunoenzimiticas (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (ELISA)
presentan las caracteristicas dc una alta sensibilidad, espccificidad, rapidez , cconomia (los
productos utilizados tienen una larga vida de anaquel), posibilidad de hacer cstudios de
grandes poblaciones en un corto plazo, sencillez, no precisa dec instalaciones costosas y
cxiste la posibilidad de automatizarlo. No obstantec que las técnicas inmunoenzimaticas sc
comenzaron a desarrollar desde 1966 por Avrameas y Uriel, en los ultimos afios se han

comenzado aplicar de forma gencralizada. El ensayo inmunoenzimatico ELISA, se¢ basa en
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el uso de antxgenos o anncuerpos marcados con una enzxma de forma que los con_]ugados

ELISA Indi‘rec'y_tbvc;c.léble sandwich de anticuerpos

ISA C ompet:cnon‘
’ISA Du‘ecto

Antigenos’

ELISA Indirecto, doble sandwich de anticuerpos, indirecto

Deteccién de
ysucuan ficac " doble sandwich de anticuerpos y competicién.

'Deteccxo de ntlcuerpos {ELISA indirecto e indirecto doble sandwich de anticuerpos.

y su cuantnfcacnon

(SziﬁcheZ—Vizéaino y Cambra, 1987; Ternyinck y Avrameas, 1989).



ETAPAS BASICAS DE LA TECNICA DE ELISA INDIRECTA.

1.- Tapizado o adsorcién de antigenos: Las microplacas son el material mas adecuado y de
mayor utilidad en la actualidad que pueden ser de 96 pozos o mas o en tiras de poliestireno,
polivinilo, polipropileno. Los plasticos usados para la preparacion de microplacas son
generalmente de naturaleza hidrofébica, asi como la reacciéon de inmovilizacién de las
proteinas en cstos plasticos. La fijacién se realiza con amortiguador de carbonato a 37° C o
a 4° C (siendo los resultados finales mas repetmvos cuando se adsorben antigenos). Cuanto

mayor cs el grado de pureza de los anngenos mejor son los indices de especificidad y

bios de conformacion de los

rpos, o ‘cl.uso de

sa ‘oxidasa (extraida de Aspergillus niger),

glucoami_lzisa, ribonucleasa, tirosinasa, lactato deshidrogenasa, beta-D-

glu;bkf'imis’él y cxtqé"i'o‘hdc (Sdnchez-Vizcaino y Cambra, 1987; Ternyinck y Avrameas,

lactoperoxidasa;

El substrato mas utilizado para la fosfatasa alcalina es el p-nitrofenilfosfato, la
hidrélisis de este compuesto proporciona un color amarillo intenso, cuantificable a 405 nm
de longitud de onda. La reaccion puede ser detenida con hidroxido de sodio o no detenerla
como en ¢l caso del uso de anticuerpos monoclonales en los que se pueden realizar lecturas
incluso tras 16-24 hrs. de incubacién con el substrato consiguiendo alta sensibilidad.

El substrato mas idénco para la peroxidasa es la orto-fenildiamina dihidroclorada

(OPD). La hidrdlisis de dicho substrato, produce una coloraciéon amarillo palido, que una
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vez detenida usando dcido sulfiirico torna al narimja-rojizb intenso. Dicha coloracién pucde

ser cuantlfcada'*espectrofotomctncamentc a- 450nm Otros substratos utlllzados para Ia

n ’dé':}")'r‘qtcinas (Sanchez-Vizcaino y Cambra, 1987; Ternyinck y Avrameas,

~Existen dwersos mctodos de evaluacion final de resultados, los mas emplcados son

cons:derar una muestra como posmva si ¢l valor de su densidad Sptica (DO) supera en 2 o
3 veces la medm de los valores de DO de los controles negativos. Otros métodos consisten
“en vconsnderar,b positiva toda muestra que proporcionc una DO mayor que la DO del control
negativo adicionada en 2, 3 o 4 la desviacion tipica de los controles negativos (Sanchez-

Vizcaino y Cambra, 1987).

PRUEBA DE ELISA PARA LA AEC.

La divergencia entre las proteinas gag y env de los LVPR, parece no ser un
problema en las pruebas de ELISA con proteinas gag y env rccombinantes altamente
purificadas derivadas del VMV. Asi mismo el uso del virus complcto sc¢c puede usar

exitosamente para cl diagndstico de rutina (Pasick, 1998).
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Fundamento de la técnica de ELISA indirecta para
la deteccion de animales seropositivos a VAEC

&z
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Anti |
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' i
Anticuerpos 4
VSVAEC [
(suero problema) Antigeno
J e tAMAAA |
unién det Ag-Ac no hay union Ag-Ac
produccion de color sin produccion de color
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SIS

N
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Figura 5. Esquematizacion de los eventos y componentes de la técnica de ELISA indirecta para
la deteccion de anir les serope: . ivos al vivus de artritis encefalitis caprina (VAEC).
AL doctos



Los reportes del uso de la prueba de ELISA con’ 2 protemas recombmantes(p25 y
c dad’ 1a ELISA" con virus
p‘otema TM esta

£gp40) demuestran una sens: ilid
completo y mejor SenSlbl

pobremente reprcse S|endo una -

ctos del
AEC

proteina lmportantc
gen gag (p25) pucd,

(Rosati et al., 1995
La tccmca ' E " ) igado’ de proteina G per xndv_ da-avndma

biotina es me_jor quc el usar. un antl-IgG de cabra prcoxndada con lo cual se reduce los
resulmdos equwocados. La ELISA doble sandwxch (doble anticuerpo) es mas  especifica
que la ELISA Indirecta, lo cual dcpendcv de la capacidad de los anticuerpos monoclonales

(Zanoni, 1989).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

El diagndéstico absoluto de la AEC requicre de la identificacion del virus. Los
lentivirus han sido buenos candidatos para el diagndstico por PCR debido a que el DNA
lentiviral integrado pucde scr detectado por esta técnica, en animales sin seroconversion y
seronegativos (cabritos de madres seropositivas), o con serologia indetcrminada (Clavijo y
Thorsen, 1995; Clavijo, 1996). Por lo que en la actualidad, cominmente se realiza la
evaluacién de los animales en busca de LVPR con ésta técnica. Los iniciadores usados se
basan cn las publicaciones de las sccuencias de los virus de MV y AEC y se han disefiado
para amplificar las regiones del genoma del LTR, gag, pol y env (Zanoni, 1998; Pasick,
1998; Guiguen et al., 2000).

La PCR cs rapida, sensible y especifica para la detecciéon del acido nucleico viral de
VAEC, en muestras obtenidas de CMSP, de fluido sinovial y células de leche (usando
secuencias del gen gag) reportando en algunos trabajos una sensibilidad y especificidad del
91% y 97% respectivamente, con respecto a la IDAG. Se calcula que para la prucba de
PCR se requiere ¢l DNA dc solo 15,000 cé¢lulas de las muestras antes mencionadas (con

aproximadamente 15 células infectadas), 188 particulas virales o 100 ng de DNA de células
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de MS mfectadas (Zanom 1998; Reddy et al.,, 1993; Rimstad et al.,, 1993; Clavijo y
Thorsen, 1995b Clavuo yThorsen 1996). '

ndas ‘adicionales son sugestivas de alinecamientos no especificos y

‘secuencnas no relacionadas que ocurren poco frecuentes. Muy

a acumulacmn progresxva y deplesnon de células no infectadas

o ser excepcionalmente sensible, la alta
e'_s:r'huy importante cuando sc trata de elegir los

Tse'i'v:idos como es cl Pol, Gag y Ltr, tendiendo a

" estudio. los pnmers del LTR fueron capaces de amplificar la correspondiente region
genomxca de 6 de 6 LVPR comprendnendo 3 aislados de borregos y 3 de cabras de origen
americano, holandés y suizo. En comparacidén con los primer gag y pol que amplificaron 5
de 6 y 3 de 6 de estos aislados respectivamente. En un segundo estudio usando un total de 9
aislados originarios de Norteamérica (8 ovinos y un caprino) resulto similar para los
primers LTR (9 de 9 aislados)y gag P25 (9 de 9); pero sc obtuvo un pobre resultado para
gag pl6(]l de 9)y env gp40 (2 de 9); estos resultados no son sorprendentes, dado que la
variacidon de la secuencia de lentivirus y el factor de la eficiencia de la PCR es intimamente
dependiente de la complementariedad existente entre los iniciadores y el templado. La
dinamica de¢ las quasi especies es por lo tanto obviamente importante cuando se disciian
primers para la PCR basados en LVPR como prucbas diagnosticas (Zanoni, 1998; Pasick,
1998).
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)

La inmunoelectrotransferencia es una técnica que combina la separacién
clectroforetica y los métodos de deteccion de anticuerpos; siendo esencialmente una prucba
enzimatica en fase sdlida que usa antigeno viral inmovilizado, para detectar antlcuerpos
contra proteinas especificas. La técnica es usada prmmpalmente ‘como una. prueba

confirmatoria o suplementarm que ayuda a verificar la cspec1fc1dad dc rcsu]tados positivos

obtemdos de ensayos usados inicialmente . como tamlzaje pa ntlcuerpos especificos

‘el suero anticuerpos especnﬁcos contra el virus, la unién de los

anticuerpos= las protemas virales es revelado con el uso de un conjugado especifico

marcado con una en2|ma que al estar en contacto con el substrato cromogcmco s¢ aprccxa

un ‘color sobre las bandas correspondientes a la presencia de proteinas virales separadas.

" Las bandas obtenidas son comparadas con bandas de muestras control positivas para
Vca'raéterirzzbnr (Heckert et al., 1992; Lennette y Smith, 1999; Murphy ct al., 1999) (Figura 6).
v El WB es en la actualidad “El estandar dec oro™ para confirmar las prucbas
serolégicas de VIH. La interpretacion del WB para los antigenos de VAEC es parcialmente
subjetiva, usando una variedad dc criterios, dividiendo las categorias en positivos y
negativos. Se ha considerado en algunas referencias un suero positivo con el

reconocimiento de al menos una o dos proteinas virales (Murphy et al., 1999).

38



FIGURA 6. Técnica de Inmunoelectrotransferencia para la deteccién de

anticuerpos contra VAEC.
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Una estrategia'de prueba que com\‘mmente se usa para VIH es la de utilizar una
prueba dc ELISA de tamlza_je, segulda por WB para confrmar la presencna dc anncucrpos
prueba es muy raro las pruebas fa]sas - negatlvas y falsas — positivas. Los falsos positivos
se presumen ser causa de una reactlvxdad cruzada de anticuerpos generada por antigenos
desconocidos.  Los sueros probados para VIH catalogados como indcterminados

géneralmente tienen anticuerpos a p25, p55 o p66 o a proteinas celulares de pesos

moleculares similares (Lennette y Smith, 1999) .

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD.
No existe tratamiento en la actualidad para la AEC. Drogas antiinflamatorias no

esteroidales como la meglumina de flunixin (Finadyne) pucde ser usado para calmar el

dolor de la artritis (Narayan et al., 1992; Matthews, 1999).

IMPORTANCIA DE LA ENFERMEDAD.
En Sutza lav forma clinica mas importante desde el punto de vista econémico es la

artritis que afecta \r a de un tercio de los animales infectados. Cada afio del 15-20% de las

cabras 1nfect5da son prematuramentc scleccionadas por la enfermedad lo cual conduce a
clfdlda econémica anual (Dolf y Ruff, 1994). El efecto econémico de AEC

una lmpqrta
matura seleccién de individuos artriticos; si no también el efecto adverso

en’ la ex ort (m de cabras de lugares con alta scroprevalencia, la muerte de animalces

ovenes infectados, el bajo valor en el mercado por compradores que conocen cl

: daﬁorpotencm] de la infeccién en animales destinados para pic dc cria provcnicntes de
rebaﬁos mfectados v la pérdida en la calidad y cantidad de leche en hatos de cabras lecheras
(en Su‘xza se reporta un 10% de reducciéon en la producciéon de leche) (Pétursson et al.,

1992; Kwang et al., 1995; Travassos et al., 1998).
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PREVENCION Y CONTROL
*  Sec requiere realizar prucbas rutmarms en mtervalos dc 6a

S abll al mcdlo amblcnte las cabras infectadas pucden pastar la

mxsma pastura’ que las cabras no infectadas asegurando que los grupos lo recalicen por

sep Las cabras no infectadas que pastoreen en la manana y las cabras infectadas

"por Tas tardes ;
"Debido a que la incidencia por infeccion uterina del virus es muy baja y no cxiste

evidencia real de que exista, la remocién de los cabritos al nacimiento de sus madres
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evitara eI Alimpiamiento y . amamantamlento y posxblhtara obtener un cabnto no

infectado en la mayona de los casos .

'y erradicacién para climinar el virus de los

rebanos usualmente suando prcyalé;ﬁcia de la infeccidon sca baja (Kirkland y Batty,

1987; Pctursson et al., 1992; Matthews, 1999).
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JUSTIFICACION

Se han publicado . diversos  trabajos sobre el reconocimiento ‘serolégico de  las
protcinas del virus: de la: artrms enccfahtls caprina (AEC) utnllzando las técnicas de

Inmunoe]ectrotransferencxa o Inmunoprecnpntac:on reportando una vanacxon 1mportzmte en

deberse por un lado, a que

Francia,10s: cuale:

internacional dondec reportan el

ivel:
ltivos celulares y el procesamiento del

sobrenadante 1nfectado para’ poste tor anahsls de las proteinas virales sc basan en la

observacnon dcl efecto c1topa co (formacnon de sincitios) en los cultivos, por que sc ha

consnderado que e] plco de produccnon de protcmas virales esta altamcnte rclacionado con
la presencia de este efecto.

Pero es sabido que existen cepas que no causan efecto citopitico y la variabilidad
reportada en las proteinas en diversos paises puede cstar dada por las diferencias en el
momento optimo de produccién de éstas y que no necesariamente este reclacionado con la
prescncia del efecto citopatico. Por lo tanto un patron dc proteinas virales completo sc
puede encontrar demostrando ¢l tiempo optimo de cosecha cn los cultivos celulares.

En México no se han hecho estudios al respecto, por lo que se desconoce el tiempo
optimo de cosecha de un aislado nacional del virus de AEC, cl patron de proteinas del virus
que circula en los rebaiios y si existe realmente una cepa diferente a las ya reportadas.

La experiencia adquirida en cl diagndéstico de la infeccion por VIH, puede aplicarse
al virus de AEC. En el diagndstico de VIH se emplcan dos tipos de ensayos de deteccion de

anticuerpos, uno de tamizaje: la ELISA dec muy alta sensibilidad, lo que permite detectar
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casi a cualquier individuo que se haya expuesto al vu-us y uno de confirmacién de mayor

cspecxﬁc:dad' la mmunoelectrotransferencx ue: pemntc asegurar' que ‘los anticuerpos

cnencla y debldo al

para la dctecc 6

con la

1mportante evaluar si

‘el uso de un virus aislado de

rebaiios nacxonales, .adecuadas para »utlhzarlas en el control de la

puedan ser:-ma:

“enfermedad en Mexnco.
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HIPOTESIS

La mtroducmén a’ ‘nuestro pms de cabras o subproductos caprmos lmportados dc
otros palses como. Estados Umdos y Francia posibilita la prese 1c1a de ’cepas del v1rus dc

AEC en los hatos nacnonales Debldo a lo anterior es factlble"que al’ comparar el patrén de

ac‘tvualt"nént’é, se 1zan para el dmgnosuco de Ta cnfermedad en nuestro pais.
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OBJETIVOS GENERALES

Identificar y eva]uar las proteinas que se producen en el sobrenadante de’ cultlvos

cclulares mfectados con un vnrus de artritis encefalitis caprina alslado en Mexxc

virus de maed IVis"na.

OBJETIVOS PARTICULARES

Ais]ar:él virus de AEC a partir de sangre periférica de animales seropositivos y con

signos clinicos 'de.la enfermedad, realizando cocultivos en monocapas de células de

membrana“’sinOViziyl ‘de feto caprino.

Identific:
pohmeras’ (PCR)::

‘presencia: del VAEC por reaccién cen cadena de la

de células de membrana sinovial de feto caprino infectadas.

Determinar el patrén de proteinas obtenidas a partir del sobrenadante de cultivo

celulai— ihfeétados con el VAEC por medio de WB.

Estandarizar y evaluar las técnicas de ELISA indirecta y WB usando proteinas del
VAEC y compararlas con las pruebas de inmunodifusién y ELISA comerciales, utilizando

sueros de caprinos.
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MATERIAL Y METODOS

LUGAR

El presente trabajo fue realizado en la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria en
Salud Animal (UIMSA) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM y en Ia
Unidad de Investigacién en Retrovirus Humanos (UIRH), UNAM .y Subsccretaria de

Control y Prevencion de Enfermedades, SSA.

COLECCION DE MUESTRAS D
Se colectaron un total de 220 mucs'tras‘dé'siiei'oék“de

explotaéignes caprinas que
como fin zootécnico era la produccion de leche, i : le : :
Qucrétaro (N= 174). Para la obtencién ‘del: suero se bruvo . angre’por puncnén de la vena:
yugular de hembras mayores de un afio de edad. de razas Alpma, Nubia y Toggenburg El
suero se separd por los métodos convencionales y fue almacenado a —20° C hasta el

momento de realizar las pruebas.

IDENTIFICACION SEROLOGICA DE CABRAS INFECTADAS

Los sucros obtenidos del sondeo serolégico fucron evaluados buscando la presencia
de anticuerpos contra ¢l virus de AEC, utilizando kits comerciales de ELISA (Chekit de
Laboratorios Bommeli, Suiza). ¢ Inmunodifusiéon (Vetcrinary Diagnostic Technology,

USA). El desarrollo de las técnicas sc rcalizé conforme a las especificaciones de cada

fabricante (Apéndice 1).

CULTIVO CELULAR
.Para el aislamiento del virus de Artritis Encefalitis Caprina sc utilizaron células de

membrana sinovial de feto caprino prcviamentc establecidas y células de mcmbrana
sinovial de cabra proporcionadas por el Dr. Alvaro Aguilar Sctien, Centro Medico. IMSS.
Los cultivos celulares sc¢ mantuvicron con medio de cultivo Eagle Dulbecco
Modificado (500ml) suplementado con 10% de sucro fetal bovino, 50,000 unidadcs de
pénicilina, 50mg estreptomicina y 125ug anfotericina B. La infeccion de los monoestratos

celulares fue con un 80 % de confluencia (Apéndice 1) (Ramircz, 1998).
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AISLAMIENTO DEL VIRUS DE AEC ) :
Para realizar cl aislamicnto del virus se escogieron'S animales con resultados

de serologia positivos a la AEC y que ademis pres risticos de
la enfermedad; estos animales se mantuvxeron Superiores

Cuautitlan para la obtencién de muestras:
é'las cabras

El 'uslamlemo del vxrus de AEC s
> as’ empleando

de suero fetal bovino,

dlCIO ado con 5%

smovm de feto capnno (80% de ;onﬂuencm) Se demostré la presencia del virus en los
‘sobrenadantcs de los cultlvos que presentaban efecto citopitico (sincitios) ya sea por
infeccion de nuevos cultivos de células de membrana sinovial o demostrando la presencia
de proteinas del virus de AEC a través de un WB. Se realizaron 2 pases cclulares para
poder considerar negativo el cultivo, esperando observar los sincitios entre 15 y 30 dias

post-infeccion (Ramirez, 1998; Laboratorio UIRH).

CINETICA DE PRODUCCION DE PROTEINAS VIiRALES

La cinética de produccién viral se rcalizé infectando células de membrana sinovial
con sobrenadante fresco de cultivos que mostraban la presencia de sincicios y previamente
probados por WB. Para cllo sc utilizaron 13 botellas de cultivo tipo falcén (25cm?® de
cultivo) con células de membrana sinovial con un 80% de confluencia; 10 de ellas sc
infectaron con 4.5 ml dec sobrenadante y 3 botellas se mantuvicron sin infectar como

controles negativos. El sobrenadante de las células infectadas se coseché a los 3, 5, 7, 10,
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12,14, 17, 19, 21, 24 dias y en el caso de las células sin infectar se procesaron por separado

el dia 24; evaluando la presencia y cantidad de proteinas virales por WB de las 13 botellas

(Laboratorio UIRH).

IDENTIFICACION DEL VIRUS DE AEC POR PCR

a) Extraccién del ADN ccelular:

Para la identificacién del genoma del virus (provirus) se realizé la extraccién del ADN
de las células de membrana sinovial infectadas con presencia de sincitid_s, las cuales fucron
on o 5_x1'06‘ células.
OmM Tris HCI pH
veen 20) y 6 p.l de

tripsinizadas, centrifugadas y alicuotadas en viales de l .5 ihl’
Posteriormente se les agregé 1 ml de buffer de extraccnon (SOmM KC

8.3, 2.5mM Cleg, 0.1 mg/ml de gelatma, O 45% de Np4
proteinasa k, se incubaron en baiio maria a 56"C por un

los viales fueron calentados a 95°

b) Iniciadores utilizados: '
Sc¢ utilizaron iniciadores de una region conservada 'del gen gag, publicados por
Daltabuit et al., (1999).
Iniciador superior: 5°caa atg ggg atg agacctg 3°

Iniciador inferior: 3’act ttc cgt caa ccg tata 5~

c) Reaccién de amplificacion
Para las reacciones de amplificacion sc utilizé una mezcla que contenia la Taq

polimerasa (Thermus aquaticus), el amortiguador 10x, los nucleétidos, los iniciadores
superiores e inferiores y agua ultra pura (H>OUP). Los rcactivos se¢ agregaron en el
siguiente orden: Mezcla de PCR, ADN y por iultimo acecitc mineral para cvitar la
evaporacion. Como controles negativos de ADN sc utilizaron células de membrana sinovial
de cabra sin infectar y como control negativo de PCR se utilizé la mezcla sin ADN.

El volumen final por muestra de cada una de las amplificaciones fueron las siguientes:
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Reactivo: Cantidad:

H,OUP : 12l
Buffer PCR (10X) 10l
dNTP’s (200 pmol c/u) 10 ul

- Oligo superior (10 pmol) 1l
Oligo inferior(10 pmol) - ~,1‘;,11~  o
Taq polimerasa (2.5U) o ! pli o

ADN S a15ul

Volumen final - ‘50 ,.1:1.'

Los ciclos 6éﬁpé&65_‘para eIPCR fueron:
1.—>95°C/:.5¥'ﬁ%1n SRR
2.- 96°C/4 min
3.-94°C/31 seg.
© ssec/3lsen.
74°C/31 seg.
4.-74°C/10 min. 1 ciclo. i
El aparato empleado para las amplificaciones fue un termociclador marca Biorad,

1 cielo. - 'b

30kciclos‘

Hercules, California EUA (Daltabuit et al., 1999).

Aniilisis dc los productos de reaccion:
Por cada tubo de reaccion de PCR se utilizé un microtubo de polipropileno estéril para

hacer la mezcla de corrimiento. A cada microtubo se les agregaron, 40ul de la reaccion de
PCR y 10ul de azul de bromofenol (50% de glicerol, 49.5ml de H>O UP, 0.5 ml de PBS
1M y 0.2 g de azul de bromofenol). Se prepararon geles de agarosa al 1% y se tifieron con
bromuro de etidio a una concentracién final de 10 mg/ml. Se colocé un marcador comercial
de 123 pares de bases (Gibco). Para el corrimiento electroforético se utilizo buffer de
corrimiento TBE 1x (Apéndice 2) a 100V, hasta que ¢l colorante alcanzoé el final del gel.

Los geles se revisaron en un transiluminador y se fotografiaron (Daltabuit et al., 1999).
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SEMIPURIFICACION DEL VIRUS A PARTIR DEL SOBRENADANTE DE

CELULAS INFECTADAS
El sobrenadante cosechado de los co-cultivos o de las infecciones de células de

membrana sinovial se clarificS por centrifugacion a 700g durante 20 minutos, cnseguida se
filtré a través de una membrana de .45um y posteriormente se colocé sobre un colchén de

sacarosa al 20% y se centrifugdé a 51,000 g por 2 horas (Laboratorio UIRH).

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)
La pastilla viral obtenida después del proceso de purnfcacxon se resuspendlo en

100ul de buffer de lisis (Apéndice 2) y 100 ul de buffer de muestra ('
finalidad de separar las proteinas virales por electroforesis en geles de s S Pohacrllamlda

al 12% a 130 volts constantes (Apendlcc 1). Posteriormente ‘los- ge]es fucron lavados tres

veces por cinco minutos en buffer de: transferencna (Apendlce 2) "ensegmda se realxzo la

da componente en el

transferencxa paswa. preparando w:ch” dond

de. envoltura auto adherente

I’)A,’:‘tres hojas de papel blotting

na hoja de nitrocelulosa de 0.22 nm
A ,'ilzim'ente humedecida en buffer) y cl
wich colocando los componentes antes
cel ,”tfés hojas de papecl blotting y cristal)
ky el papel aluminio. Sc colocé sobre ¢l sandwich
"’temperatura ambiente por 3 dias.

ferldas las proteinas, las nitrocelulosas sc bloqucaron en PBS mas

meﬁcidnc’;; »‘pof ‘t'e'ljidrmente se adiciond cl conjugado diluido 1:1000 (anti-IgG dc cabra
peroxidado) en’ buffer de dilucién incubiandosc por 1 hora a 37° C y al finalizar se

realizaron los lavados. Finalmente se revelé con diaminobencidina y peréxido de hidrogeno
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al 0.5% (Apendlce 2) Se unhzo un vnrus de'AEC de referencna de ATCC (American Type
5. G63 Alslado por Crawford (1980)

Asobrenadante semlpunfcado de

Culture Coleccxon) como contro] pOSlthO (VR 905

para comparar las protemas antlgemcas reconocnd‘

celulas de membrana smovml no infectadas como control negativo.
'Se usaron’ como controles un suero positivo (proveniente de una cabra a la que se le

" aislé el virus) y suero negativo (cabra cn confinamiento en c¢l INDRE) probados

previamente por Western Blot (Laboratorio UTRH).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS Y
PREPARACION DEL ANTIGENO PARA LA PRUEBA DE ELISA

Se colecté semanalmente sobrenadante de células infectadas y se purificé como
previamente se ha descrito; enseguida a la pastilla viral obtenida se lc adicioné 50ul de
TNE pH 7.5 (Apéndice 2) dejando toda la noche a 4°C, posteriormente se recuperaron las
pastillas y se le dete‘rminé la cpncentr{acio’n de  proteina por el método de Bradford
(Apéndice 1). Finalmente s¢ diluyd la pastillzi con una solucién de PBS-Triton X 100 al
0.5% y se hicieron ahcuotas de lOOpl ‘que contenian 14, 28 y 56ug dc proteina, se
conservaron a -70°C hasta su uso. Cada allcota se dlluyo en 11 ml de buffer de carbonatos
(Apéndice 2) lo cual era suﬁcxente para ‘una placa completa de 96 pozos. La dilucién
optima de antigeno y de los demis componentes (sucro y conjugado) se¢ obtuvicron
titulando todos en conjunto. Cabe mencionar quc utilizando 14ug de antigeno por placa fue
la diluciéon que separo mejor los sueros positivos y negativos, pero se¢ obtuvo poca
sensibilidad por lo que se cstandarizaron 2 ELISAS mas con mayor cantidad de antigeno

por placa para aumentar la sensibilidad (Laboratorio UIRH).

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA INDIRECTA.

En placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano se colocaron 100ul/pozo de
antigeno del virus de AEC ( se probaron con 14, 28 y 56ug de proteina) diluido en solucién
amortiguadora de carbonatos pH 9.6. Las placas se¢ incubaron a tempcratura ambicnte en
camara hiimeda toda la noche, postecriormente se lavaron 4 veces con solucién

amortiguadora de lavado (Apéndice 2) en un lavador dc placas automatico (Ortho
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Diagnostic Systems K.K.);vbara ’ensegui_da bloquearse con 200ul/pozo de albimina al 2%
en PBS-Tween al 0‘:2’%,‘ pbr*! hora 'y 1/2 a 37° C para luego repetir los lavados. Se
colocaron ‘100 ;;l]/pb"zb de lzfi;"ﬁiuéé'tr"\s de sueros problemas diluidos 1:200 en solucién
amomguadora de dx]ucxon i bApendlce 2) y se incubaron a 37° C por 90 minutos para

después repetir los lavados y posteriormente agregar 100ul/pozo de antisuero anti-IgG de

cabra pcro‘udado dnlmdo l'; 1000 en solucién amortiguadora de diluciéon e incubar 90
minutos a 37°C. - .

Fmalmente la placa se lavé 4 veces y se adiciond 100ul/pozo del sustrato (OPD (O-
fenllcndlamma) mas P oxxdo de hidrégeno al 30% en buffer de citrofosfatos) (Apéndice 2)

y se incubd por 1 utos a ‘temperatura ambiente en oscuridad. Para detener la reaccidn

se utilizé 100 p.l/ : HzSO4 2N. La densidad optica se midié con un espectrofotémetro

a 492 nm. Se usaron como controles un suero positivo (proveniente de una cabra a la que se

‘le axslo ‘el vn-us) y suero negatwo (cabra en confinamiento en el INDRE) probados
prevxamente por WB.: El estado serolégico de cada suero se calculd dividiendo el valor de
su densidad Sptica entre la linea de corte, la cual se establecié a partir del promedio de la

densidad 6ptica de un panel de sueros negativos a WB mas dos desviaciones estandar.

(laboratorio UIRH).

WESTERN BLOT (WB) DEL BANCO DE SUEROS

El banco de suecros de 220 animales previamente probados por Inmunodifusién y
ELISA comerciales, asi como por la ELISA estandarizada fueron probados por WB
realizado como previamente se describié. Se utilizaron tiras de nitrocelulosa con proteinas
transferidas del VAEC aislado, de 3mm de ancho para cada sucro. Dc esta manera se
calculé la sensibilidad y especificidad para las 3 técnicas usadas, utilizando como estandar

de oro la técnica de WB.

COMPARACION DE LA PRUEBA DE WB CON DOS PRUEBAS COMERCIALES
(NMUNODIFUSION Y ELISA) Y LA ELISA ESTANDARIZADA.
Las pruebas comerciales de ELISA e Inmunodifusion, asi como la ELISA

estandarizada con VAEC aislado fueron comparadas cada una con ¢l estandar de oro para
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los lentivirus (inmunotransferencia); utilizando una tabla de contingencia de 2x2 como

abajo se muestra.

WESTERN BLOT e

* Total_
INMUNODIFUSION + a ;
- c e +d

atb+c+d (N)

En donde:

Entonces se vera ‘la mterpretacxon d .
‘‘a = sujetos con dxagnostlco posmvo Y. prueba p ero /positivo).
b = sujetos con diagndstico negauvo v prueba positiva (falso positi ,0)
c = sujetos con diagndstico positivo y prueba négat;ya (falsqpegauvo‘b).
d = sujetos con diagndstico negativo y prueba negativa (Ve:"béﬁérl‘sé ﬁegdfivoS).

De alli que:

”FS1S CON
FALLA DE ORIGEN

SENSIBILIDAD DE LA PRUEBA:
= Sueros con diagndstico v prucha positiva

a+ ¢ Total de sucros con diagnostico positivo confirmado

Es la capacidad de la prueba dc detectar animales infectados con el virus de AEC

como positivos, evitando la presencia de falsos negativos.
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ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA:

d = Sucros con diagndstico negativo confirmado v

b +d Total de sueros con diagnastico negativo confirmado

rueba negativa

Es la capacidad de la prucba de detectar animales no infectados con el virus de AEC
como negativos, cvitando la presencia dec falsos positivos. (Kahl-Martin, 1990; Constantine

et al., 1991; Scric OMS, 1992),

VALOR PREDICTIVO DE LA PRUEBA POSITIVA

Es la capacidad de la prueba dec dar un rcsultado positivo a los realmente enfermos,
evitando asi la inclusion de falsos positivos. Es la estimacion de la probabilidad de estar
enfermo cuando la prueba es positiva. Se traduce por:

a = Sueros con diagnéstico positivo y prucba positiva.

a+b Total de sueros con prucba positiva

VALOR PREDICTIVO DE LA PRUEBA NEGATIVA
Es la capacidad de dar un resultado negativo a los realmente exentos de la
enfermedad, evitando asi la inclusién de falsos negativos. Es la estimacion de la

probabilidad de ausencia de enfermedad cuando la prucba es negativa. Se traduce por:

d =  Sueros con diagndstico negativo y prucba negativa
c+d Total de sueros con prucba negativa

(Kahl-Martin, 1990).
CALCULO DEL VALOR KAPPA

El parimetro estadistico que con mayor frecuencia se empleca para medir la
correspondencia entre dos observaciones ante una variable dicotémica, cs kappa (k),
definida como la concordancia mas alla de la probabilidad divida cntre la cantidad de

concordancia posible mas alla de la probabilidad.

k= 0—-C
1-C

Donde O es la concordancia observada y C la concordancia por probabilidad.

C = 1.- concordancia positiva por casualidad =a+cxa+ b/ N

S5



2.- concordancna negativa por probabllldad b+dxc+d/ N
3.- proporcnon para Ia concordancxa por probablhdad o causalndad resultado del -
paso 1 +2/N S R e

0= a'+d por 10 tantO"

concordancxa por causalldad
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RESULTADOS

IDENTIFICACION SEROLOGICA DE CABRAS INFECTADAS

INMUNODIFUSION
Con la utilizacion decl estuche comercial de inmunodifusién se encontraron lineas de

precipitacién para dos proteinas virales la gpl35 y la p27 (Figura 7). De los 220 sueros
evaluados con este estuche solo 76 rcsultaron positivos y se encontré que exactamente la
mitad reaccioné a p27 (38 sueros) y la otra parte a gpl35 (38 sueros). Sélo dos‘su'eros

reconocieron ambas proteinas. En la prueba de WB se cncontrd que solo 27 sueros de los .
) rec nocneron la

38 que reconocieron a p27 reaccnonaron con la proteina p28 y . los 76 su

proteina gpl135. Los sueros controles del cstuche comercual de. Ia p UnOdlqulOl‘l

se cvaluaron por WB, encontrando para el suero denommado reactivo, el rcconocnmlento de

las proteinas dec 135, 90 Sl 60 y 25 kDa, para el suero pOSlthO debll el reconocimiento de
las proteinas 60 y 25 kDa, para el sucro positivo se reconocieron las proteinas de 135, 90,

51 45,32, 25,19, 16, 14 kDa y finalmente en ¢l sucro negatyivo se reconocicron las proteinas

de 60, 51 y 25 kDa (Figura 8).

ELISA COMERCIAL (CHEKIT)
Este estuche comercial utiliza como antigeno virus lisado de maedi-visna. En la

evaluacién de 220 sucros se encontré que 131 fueron positivos a la prucba. Ademas sc
encontraron 7 sueros indeterminados (sospechosos), los cuales para otras pruebas como la
de Inmunodifusién 2 sueros resultaron positivos, para la ELISA Estandarizada (variante 1,
2 y 3) 4 sueros positivos (incluidos los 2 que reaccionaron a ID) y para el WB todos
resultaron positivos. De igual forma que en la Inmunodifusiéon se probo los sucros controles
del estuche comercial por WB resultando para el suero positivo cl reconocimiento de las
proteinas de 135, 90, 60, 51, 25, 19, 16 y 14 kDa y para el suero negativo el recconocimicnto
de una brotcina de 25 kDa (Figura 8).

El resumen de los resultados dc las prucbas scrolégicas comerciales se puede

apreciar en la Tabla 3.
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Figura 7. Prueba de inmunodifusion mostrando dos bandas de
precipitacion. La banda pegada al pozo es por la unién de anticuerpos
contra la proteina viral p27 y la banda central es por la union de
anticuerpos contra la glicoproteina viral gp 135.
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Figura 9. Cabra infectada con el virus de AEC, presentando signos
clinicos de artritis en las articulaciones de las rodil on presencia

de pelo hirsuto, perdida de la condicion general y ?gldEZngW -
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FIGURA 8. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS DEL VIRUS DE AEC
RECONOCIDAS POR SUERQS CONTROLES DE LOS ESTUCHES COMERCIALES DE ELISA
E INMUNODIFUSION

PMC 12 34 ) 6 78 9 10111213 PM

=175
83

62
=405

= 35

6.5

PM: PESO MOLECULAR PMC: PESOS MOLECULARES CALCULADOS

CARRIL 1: SUERO CONTROL NEGATIVO

CARRIL 2 Y3: SUERO CONTROL, POSITIVO

CARRIL 4,5 Y 9: SUERO CONTROL NEGATIVO DEL ESTUCHE COMERCIAL DE ELISA

CARRIL 6 Y 11: SUERO CONTROL POSITIVO DEL ESTUCHE COMERCIAL BE INMUNODIFUSION
CARRIL 7Y 8: SUERO CONTROL POSITIVO DEL ESTUCHE COMERCIAL DE ELISA

CARRIL 10: SUERO CONTROL NEGATIVO DEL ESTUCIIE COMERCIAL DE INMUNODIFUSION
CARRIL 12: SUERO CONTROL POSITIVO DEBIL DEL ESTUCIIE COMERCIAL DE INNUNODIFUSION
CARRIL 13; SUERO REACTIVO DEL ESTUCHE COMERCIAL DE INMUNODIFUSION



Tabla 3. Rcsultados dc 220 sucros caprinos cvaluados con las prucbas de ELISA c ID comerciales
para detectar anticuerpos contra la AEC, cn cabras dcl estado de México y Querétaro

ESTADO SEROLOGICO DE LOS SUEROS PROBADOS

L.ocalidad Positivo Negativo Sospechoso Total de sueros
ELISA ID. ELISA L.D ELISA I.D |[ELISA 1D
Estado de México |42 22 4 24 0 (] 46 46
Querétaro 89 54 78 120 |7 [0} 174 174
TOTAL 131 76 82 144 |7 o 220 220

AISLAMIENTO DEL VAEC Y CINETICA DE PRODUCCION DE PROTEINAS
VIiRALES

El aislamiento ‘del VAEC a partir de monocitos/macréfagos de cabras infectadas
(Figura 9) cocultlvadas con CMS (Figura 10) se confirmé con la presencia de efecto
citopitico (sincitios). Se encontraron abundantes células gigantes multinucleadas (mas de
10 nticleos) (Figuira 11), que se observaron en promedio a los 20 dias y esta observacién se
corroboré con WB, encontrando el reconocimiento de diversas proteinas antigénicas del
VAEC, como se observa en la Figura 12. En la cinética de produccién del VAEC se
encontré - la presencia de una variaciéon en las proteinas antigénicas segun el dia de
recoleccién (Tabla 4); dc las cuales las mas constantes fucron las proteinas de 14, 16, 19,
25,37, 51, 60,'790 y 135 kDa y las menos frecuentes fueron las protcinas de 28, 32, 45 y 70
kDa' determinando que cl mejor momento para comenzar a colectar el sobrenadante de las
células mfectadas es a partir de los 7 dias y al dia 14 sc observa un mayor patréon de
bandas, prescnta' do todas las proteinas virales. Se concluye que ¢l pico de produccion de
‘ o presentandose cada 7 dias (Figura 13, 14 y 15) lo cual difirié con la

» presencm dc~ os: smcmos Las proteinas que sc identificaron en total fucron de un peso
molecular de 135, 90, 70, 60, 51, 45, 37, 32, 28, 25, 19, 16 y 14 kDa, siendo todas de
origen viral exceptuando las proteinas de 60 y 51 kDa quc son proteinas de origen cclular

como se demostr6 con el sobrenadante de las células no infectadas (Figura 13 y 14).

60




Figura 10. Células de membrana sinovial de feto caprino
sin infectar, monocapa con 100% de confluencia.

Contraste de fases. Foto superior 10X y foto inferior 40X.




Figura 11. Células de membrana sinovial de feto caprino
infectadas con el virus de AEC formando células gigantes
multinucleadas (mas de 10 micleos) y con extensiones
citoplasma:ticas filiformes ( ‘f). Contraste de fases (40X)




FIGURA 12
PROTEINAS OBTENIDAS DEL SOBRENADANTE DE CELULAS INFECTADAS CON
EL VIRUS DE AEC AISLADO EN MEXICO Y PROBADO POR WB

M1 2 3 4 CO PMC

175

83
62

41.5

325

25
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16.5

C (-) = Células de membrana sinovial de feto caprino sin infectar.

PM = Marcadores de peso molecular.

CARRILES 1 - 4= Virus de artritis encelulitis caprina obtenido de sobrenadante de los
cocultivos de monacitos/macrdfagos en células de membrana sinovial,

PMC = Pesos moleculares caleulados.




FIGURA 13. CINETICA DE PRODUCCION DE PROTEINAS VIRALES OBTENIDAS A

DIFERENTES DiAS, DEL SOBRENADANTE DE CELULAS INFECTAS CON EL VIRUS DE AEC

AISLADO EN MEXICO. PROBADOS POR WB.
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C (+)= Sobrenadante de células de membrana sinovial infectadas con el virus de AEC de referencia de American Type Coleccidn

Culture (VR 905, 75.G63).

CARRILES 3-7=Diasder leccion deso’

C(-)=Célu - "c membrar

PMC = Pesos i..oleculares ¢..
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FIGURA 14. CINETICA DE PRODUCCION DE PROTEINAS VIRALES OBTENIDAS A
DIFERENTES DiAS DEL SOBRENADANTE DE CELULAS INFECTAS CON EL VIRUS DE AEC,
AISLADO EN MEXICO. PROBADAS POR WB.

PM__ C() DiA 14 DIAL7 DIA i9 DIAZI l)lA24 g TMC

175 ' e 5.%“2";:&- At : : " 37 3 135
62 R
415 ol
45

37

3.5 3
28

25 %
19

165 16
14

PM = Marcadores de peso molecufar,

C (+) = Sobrenadante de células de membrana sinovial infectadas con el virus de AEC de refercncia de American Type Coleccion

Culture (VR 905, 75.G63).

CARRILES 3 - 7 = Dias de recoleccion de sobrenadante de célufas de membrana sinovial infectadas con el virus de AEC aislado.

C (-} = Sobrenadante de células de membrana sinovial de feto caprino sin infectar.

PMC = Pesos moleculares calculados.
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FIGURA 15.C!METICA DE PRODUCCION EN
CULT!VO CELULAR DE PROTEINAS DEL
VIRUS DE AEC AISLADO EN MEXICO

”~
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Tabla 4. Protecinas rcconocidas a diferentes dias cn ¢l sobrenadante de las células de membrana

sinovial infectadas con virus de AEC aislado en México.

PROTEINA RECONOCIDA DIA | DIATDIA | DIA [ DIA | DIA | DIA | DIA] DIA [ DIA

(Peso molecular expresado en kDa) | 3 5 7 10 12 14 17 19 21 24
14 + + + + + + + + +
16 -+ + -+ + -+ + -+ -+
19 + - + _ _ + + +
25 + + + + + + -+ +
28 + - - - - -+ — - -+ +
32 -+ _ . _ _ + + +
37 + _ + _ _ + + -+
a5 + — _ _ _ _ _ + +
51 -+ + + + + + + + + +
60 + + + + + + + + +
70 + _ . _ _ + _ + + +
90 -+ — _ _ + -+ -+ “+
135 + + + + + + + +

IDENTIFICACION DEL VIRUS DE AEC POR PCR
Se corroboré el aislamiento del VAEC por PCR logrando obtener un producto de

amplificacion de 258 pares dc bases, 1o que indicéd la presencia del genoma del virus de

AEC (Figura 16 y 17).

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA Y ELISA CON VIRUS AEC AISLADO

Las pruebas estandarizadas con proteinas antigénicas del virus de AEC mostraron la mayor
deteccién de animales scropositivos a la enfermedad, como se muestra en la Tabla §. Se
encontré para la técnica de WB 18.65% (41 animales) y 43.6 % (96 animales) mas
seropositivos comparado con las prucbas de ELISA ¢ Inmunodifusiéon comerciales
respectivamente. La prucba de ELISA ecstandarizada se corrié con diferentes
concentraciones de proteina viral denominando ELISA 1 (14 pg de protecina por placa),
ELISA 2 (28 pg de proteina por placa) y ELISA 3 ( 56 pg de proteina por placa) a cada
variante. Se obtuvo para la ELISA 1 un 8.18% (18 animales) y 33.18% (73 animales) mas
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FIGURA 16. Productes de la reaccion en cadena de la polimerasa del ADN del virus de
artritis encefalitis caprina, con la amplificacién de una banda especifica de 258 pb

1 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6

258
246
123
oy
1. Marcadores de 123 pares de bases. g S
2. ADN1 3.ADN2 4.- ADN 3: Muestras extraidas de células de membrana sinovial /f? t:
infectadas con el virus de artritis encefalitis caprina (VAEC) aislado en México Ny

TR

5. ADN extraido de células de membrana sinovial infectadas con el VAEC de referencia = ?
de American Type Coleccion Culture (VR 905, 75.G63) ; 5

6. Células de membrana sinovial no infectadas 7. C(-) control negativo del PCR (agua) -
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FIGURA 17. Productos de la reaccion en cadena de la polimerasa del ADN del virus de
artritis encefalitis caprina, con la amplificacion de una banda especifica de 258 pb
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ADN1 3.ADN2 4.- ADN 3: Muestras extraidas de células de membrana sinovial
infectadas con el virus de artritis encefalitis caprina (VAEC) aislado en México

ADN extraido de células de membrana sinovial infectadas con el VAEC de referencia
de American Type Coleccion Culture (VR 903, 75.G63)

Células de membrana sinovial no infectadas 7. C(-) control negativo del PCR (agua)
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seroposmvos comparado con las pmebas de ELISA c. Inmunodnfus:on comercmles

virus de Macdi-Visna. En las difercntes prucbas sc cvaluaron un total de 220 sucros. .,

PRUEBA Positivos % Positivos | Negativos | %6Negativo | Sospechoso ]
WB 172 78.19 44 20 4 i
ELISA 1 149 67.73 71 32.27 o

ELISA 2 138 62.73 82 37.27 [}

ELISA 3 193 87.73 27 . 12.27 (o]

CHEKIT 131 59.54 82 37.28 7

IL.D 76 34.09 144 65.91 0

En la Tabla 6. Se muestran-los sueros posmvos, negativos y sospechosos por locahdad vy

por cada una de las tres variantes de ELISA y WB.

Tabla 6. Rcsultados de 220 sucros cvaluados de cabras del Estado de México y Querétaro por las

técnicas de ELISA cstandarizada y sus tres variantes y por Western blot.
ESTADO SEROLOGICO DE LOS SUEROS

LOCALIDAD POSITIVO NEGATIVO SOSPECHOSO
ELISAS WB | ELISAS wB ELISAS wB
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Estado de México 39 | 41 45 42 | 7 5 1 4 (o) 0 6] o
Querétaro 110| 97 148|130 | 64 | 77 26 40 0 o (4] 4
TOTAL 149 1381 193|172 | 71 82 | 27 44 (o) 0 (0] 4
TES ] F t ;ir
70 FALLA D CoiGEN
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FIGURA 18. Sueros caprinos evaluados por la técnica de ELISA
estandarizada (1) con virus de AEC aislado

1
220 Suetds caprinos diluidos 1/200
sueros con valores arriba de 1.0 son positivos (rojo) y

de 1.0

3




FIGURA 19. Sueros caprinos evaluados por la técnica de ELISA
estandarizada (2) con virus de AEC aislado
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FIGURA 20. Sueros caprinos evaluados por la técnica de
ELISA estandarizada (3) con virus de AEC aislado
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WB DEL BANCO DE SUEROS :
En la prucba de WB se observé reaccion cruzada de los sueros negativos con la

proteina viral de 25 kDa, asi como reaccién de c'asi todos los sueros con las proteinas de 51

y 60 kDa. Otro hallazgo interesante fue que al comparar las protemas del virus aislado con

el de referencia de AEC se observaron dlferencxas en una protema de 17 kDa presente en la

cepa de ATCC y ausente en el’ vir

en el virus aislado y ause
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Figura 21.- Inmunoclectrotransferencia de los sucros cvaluados, donde se observa reaccion cruzada
con la protcina de 25 kDa en los sucros negativos y los sueros positivos presentan reaccién a las

proteinas de 135,90, 19, 16 y 14 kDa del VAEC.

I 175 - . e ‘ N

i
,

C: Suero control negativo

C-+ : Suero control positivo
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Figura 22. Esquematizacion del reconocimiento de
proteinas del VAEC por sueros positivos y negativos en la

prueba de inmunoelectrotransferencia o WB.
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SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALOR PREDICTIVO DEL TEST POSITIVO,
VALOR PREDICTIVO DEL TEST NEGATIVO Y PRUEBA KAPPA, DE LAS
PRUEBAS DE WB, ELISA ESTANDARIZADA, INMUNODIFUSION Y ELISA

COMERCIAL.

Cdlculos de Sensibilidad, Especcificidad, Valor Predictivo del

Test Positivo, Valor

Predictivo del Test Negativo y Prueba kappa para la prueba de Inmunodifusién comercial.

80

WESTERN BLOT T
+ 1 Total
INMUNODIFUSION + 76 L 76
- 96 140
Total  [172 216
Sensibilidad = __ 76 x 100 = 441%
96+76 -
Especificidad = _44 - -x
S0+ 44 - ;
Valor Predictivo del Test (+) X100 = 100%
‘Valor Predictivo del Test (- X100 = 32.3%
Célc‘tlx_loks:de;la_gl »e  ‘
K'=10-C
172x 76/216 =60.51 -
E + / 100 = 0.89 TTSIS CON

L7 7% ORIGEN



44x 140/216 =28.51
76% + 44% =. 170% = o usando proporcxones ="1.20
12 —089" o.,1 < :

. w;yc:élf(Chekit).

e WESTERN BLOT
: : e : + SR e Total
CHEKIT = 13 o 130
’ ek faz 44 86
C{Total o 11720 44 216

Valor Predictivo'de : X 100 = 100%

x'100= 51%

-+

= 1.21

17"\130/716 =103.5
/ 100
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44x 86/216 = 17.5
130% + 44% =1 74% = o usando proporciones = 1.74

174"-1'21“
16-121
3/.0.95=

sumlr que la prueba ‘comercial “de

. predxcllvo del lest neganvo y una buena concordancna con:WB

s';i pnﬁgx/dlzid,"j'iyalorf‘Predik;_tn o, Valor
zada con

Calculos de Sen51b1h ad,’
Predlctlvo del Test Negatlvo ‘
VAEC alslado en México. - .

rueba képpa para la ‘p?’_@e a

WESTERN BLOT

o Total_
ELISA 1 + 144 148
- . 28 68
216

172

Sensibilidad =
Especiﬁycidad

- .__144 x 100 = 97.2%
o 4+144
Valor Predictivodel Test (-) = __40  x 100 = 58.8%
B S 28+40
TESIS (‘ON

Cilculos de la prueba k g
FALLA DS ORIGEN

Vill_oi'?l_’;e
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1.84

estandanzada con VAEC mslado en

Predlctlvo del»Test Negauvo y Prueba kappa para la prueba de ELIS

es_tandarlzada con
VAEC alslado en México. e

WESTERN BLOT

+ ‘ - Total
ELISA 2 + 133 4 137
- 40 39 79
Total 173 43 216
Sensibilidad = 133 x 100 = 76.8%
40+ 133
Especificidad = 39 x 100 = 90.6%
4+ 39
Valor Predictivo del Test (+) = 133 x 100 = 97%
4+ 133
TESIS CON

FALLA D OB
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Valor Predictivo del Test (<) = 39 x 100 = 49.3%

. 40+39

Cz’x'lcul'p'srvd:jc: 1a prueba k-

rueba kappa para la prtjebd de E

di s tan ‘éiiirzada'kc”on, .
’VAEC aislado en Mémco. .

"WESTERN BLOT
-+

el "Topal‘
ELISA 3

+ 170 20

190

2

24

- 26

Total

172

44

216

Sensibilidad = __170 _ x100= 98.8% = -
] 2+ 170
Especificidad = 245y

4 x100=545%
20+ 24 o

BLIS CON
FALL DE UoaaEN
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Valor Predictivo del Test (+) . = 170 X IQO = 89.4%
’ S pE 'Jo+,17o s T
f\lOO-— 9”3%, o

Calculos

usa'rfldof»pro"porcio'nes = 1.94

S negauvo )’ COl‘l buena concordancna con

y Las pruebas que mostraron mayor sensxbllldad fueron las estandarizadas con ¢l virus
de AEC alslado y las pruebas que mostraron mayor especnﬁcndad fueron los estuches
comercnales de ELISA e Inmunodnfusnén asi como el WB con virus aislado, como se

muestra en la Tabla 7.

TESIS CON
FALLA DE CiGEN
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Tabla 7. Scnblblhdad y cspccxt‘cldad de las prucbas dc ELISA cstandanzada con vnrus de AEC,

cstandarizado con vxrus dc AEC. b

Prueba | Verdader. Ycrdader‘
Posit_ivqt g Negatl

wB 172

ELISA | 144
1

ELISA |133
2

ELISA | 170

3 N
Chekit {130 ‘
1D 76

WB: 1nmunoclcctrolmnsﬁrcncm con virus de AEC mslndo

ELISAS 1, 2 y 3: ELISAS estandarizadas con virus de AEC ais ad rék tes Concentraciones 14, 28 v 56 ug

por placa de antigeno respectivamente.
Chekit: Elisa comercial que utiliza virus de macdi — visna

ID: Inmunodifusiéon comercial que utiliza virus de maedi - visna

Todas las pruebas a excepcion de la ELISA 3 mostraron un muy buen valor de
prediccién positivo y por ¢l contrario la prueba de ELISA 3 cs la tinica que mostré un muy
buen -valor dé.prcdiccién negativo. Con respecto a la concordancia de las prucbas en
relacién ‘con . WB todas mostraron buena correlacion a excepcién de la prucba dc

Inmunodifusién que mostré una baja concordancia como se aprecia en la Tabla 8.
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Tabla 8. ScnSlbllldad cspccxfcndad ‘valor de prcdlccmn posxtxvo, valor de. prcdnccxén negativo'y
irus:dc AEC axslado El

a comcrcml c

valor k dc las prucbas‘ dc ELISA cstandanznda con
i a ! : ai-con’relacién

WEB* es ndanzado con v1rus dc

AEC aislado; 1"

PRUEBA Especificidad | Valor Valordek
) e i#edicciéh B N “
Negativo

WEB > [100 Tio 100 1

ELISA 1 837 [905 972 58.8 0.623
ELISA 2 76.8 ~ (%06 .. |97 293 0516
ELISA 3 98.8 1545 |84 52.3 0.633
Chekit 75.5 {100 TTo0 51 0.557

D 431 —[100 100 3323 0.244

WB: Inmunoclectrotransferencia con virus de AEC unlndo
ELISAS i, 2 y 3: ELISAS cstandarizadas con V|ru< dc AEC .uslado a diferentes concentraciones 14, 28 y 56 ug

por placa de antigeno ruspcctlv.nmcmc
Chekit: Elisa comercial que utiliza virus de macdl — visn

ID: Inmunodifusién comercial que utiliza virus de macdi - = visna'

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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DISCUSION

Se han utilizado toda una gama de cultivos celulares primarios principalmente de

células de membrana sinovial de feto caprino, esto es debido a la falta de una linea celular

que soporte efic ehtéhiéhté el tiempo que requicre el virus para replicarse sin que exista

uerte, con excepcxon de la linea de celulas de ovario o pulmén del

altcracxon celular y/o

cuales . se ha reportado una; excelente replicaciéon viral

Hbtzel et al., 1993), células de cérnea de cordero'

El,efecto cxtopatxco causado por lentivirus es caracteristico (replicacion lenta), con

fommclon dé sincitios o células gigantes multinucleadas (generalmente de 5 a 30 nucleos
por celula) ‘con un cuerpo celular redondeado, retriactii y muchas extensioncs
citoplésméticas con forma de estrella, filiformes o parecidas a arafias (Anderson y
Cheevers, 1981; Pétursson et al.,, 1992). Algunas de estas caracteristicas del efecto
citopditico se apreciaron en los cocultivos de monocitos-macrofagos con células de
membrana sinovial (Figura 11). Se observo este efecto en promedio a los 20 dias post-
inoculacién, como lo habia rcportado Kirkland y Batty (1987) cn células de comea de
cordero. En el prescnte estudio la evaluaciéon de la produccion de protcinas virales se
realizé utilizando la técnica de Inmunoclectrotransferencia después de observar la presencia
del efecto citopatico en los cultivos celulares, demostrando una excelente producciéon de
proteinas virales como se demuecstra en la Figura 12,

Ademas otro aspecto importante es lo relacionado al uso dc células de membrana
sinovial utilizadas tanto para ¢l aislamiento del virus de AEC como para la obtencién del
abasto viral. Estas cran células con alto pasajc (36-48 pases) como las células de cornea de

cordero utilizadas por Kirkland y Batty (1987), que permiticron una excelente produccion
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de virus. Estos resultados dxfrncren dc lo. reportado por Anderson Y Cheevers (1981)

qulenes mdlcan que las celulas de membrana smovml soportnn bien la repllcacmn dcl virus

'celulas dc ) observo el efecto citopitico a las 2 semanas (Simard ct al.,

2001):

Daltabunt et al (1999) en su estudio reporta el aislamiento de un virus de AEC de

cabras mexicanas, el cual presenté efecto citopatico en células de membrana sinovial en un
tiempo de 6 meses. Esta variacion cn la presentacion del cfecto citopitico puede deberse a
la adaptacién del virus a condiciones de laboratorio, la diversidad de cepas, al titulo viral y
la virulencia del virus. Se puede deducir que al parecer se requicre por lo menos de una a
dos semanas promedio (con excepcion de lo reportado por Daltabuit ct al., 1999) para poder
observar el efecto citopatico de un primer aislamiento viral y subcultivandolo se disminuye
el tiempo de presentacion de este efecto citopatico, o se acelera como en el presente estudio

en el que de un tiempo promedio de casi 3 semanas, se redujo a solamente 2 semanas.
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Los métodos de concentracnon y.de purlf’caclon V|ral para AEC varlan utlhzando
100,000 .y - 1' ooo daltons)

peso: de exclusuon ‘de

ultraf'ltramon (con membranas de

! nd\can quce la sintesis de ADN celular, no se
requlere para S la’infeccion de VAEC. La metodologia de infeccién de las células
de“conjea en:los trabajos’ que reportan Belov y Whallcy (1988) y Simard ct al. (2001),

de.pohbrene para mgcjorar la absorcién del virus a cstas células quec

5 posterlormcnte se ‘incubaron por dos horas a 37° C y con 5% dc CO2. En el presente trabajo

“no'se uti |zéypohbrene para infectar las células de membrana sinovial, de tal forma que la
'infecéiéh “se ‘realizé directamente con sobrenadante de cajas infectadas con VAEC,
preyiah{ente ‘probadas por WB y depositando directamente en ¢l medio de cultivo celular
‘(Dulbecco con suero al 10%) sin incubar el sobrenadante previamente con las células.
Utilizando esta metodologia se obtuvo repetibilidad en los tiempos de presentacion de la
infecciéon. El poder obviar metodologias descritas para infectar células con ¢l virus de AEC
posiblemente sc basc en que este virus in vitro ticne predileccion por células de membrana
sinovial y aunque otros cultivos puedan soportar la replicacion del virus, como en cl caso
de cerebro, plexo coroideo, pulmdn y riiién de cabra, estos tipos de células presentan una

reducida eficicncia comparadas con las cé¢lulas de membrana sinovial (Anderson y

Cheecvers, 1981).
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DCbldO ala varlacxon del v1rus de AEC en cu1nt0 a vu'ulencm y anngemcndad ya la

falta de mformacnén del comportamlento de estos vnrus en snstemas de: cultwo ” vztro, se

mtensxdad y gradualmente desde el dia 13, con el

resultados fu

concentracmn sencnl]a utlhzando ultracentrifugaciéon con gradientes de sacarosa al 20% lo

que ﬁ.le mas apldo v reproducible que la metodologia que describen Simard ct al. (2001)

paré concentrar ‘el virus; en un scgundo experinmiento reportaron la presencia de dos
protemas adnc:onales entre la proteina 25 y 42, y utilizando sobrenadante infectado en lugar
" de células, se obtiene una débi! sciial de la proteina 25 y 42; por lo que se puedc apreciar la
poca reproducibilidad de sus resultados y la posible falta de produccion activa de particulas
virales o la pérdida de proteinas durantc ¢l proceso de purificacion y concentracion. Esto sc
sustenta en ¢l trabajo de Guingucen ct al. (2000) donde mencionan que la observacion de

proteinas precursoras y las postecriores proteinas que se obtienen por restriccion de la
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proteasa viral, mducan que las protemas v:ra]es de VAEC son correctamentc producidas,

procesadas y hberadas por celulas mfectadas
l:n la cmetlca de r cion de i 3 > rus de AEC aislado en cabras

mexicanas  se utlhz ros inovial infectadas con

sobrenadante prove
mas sensible Y esp

Figura 12; estas cajas

en los cultivosv'li‘nsta. elirdia
posteriormente el-sobre

sobrenadante, se

excedente  quc

completo’ en

reconocimie

para determmar la mfeccxon en cabras por el virus de AEC. Cabe mencionar que durante

‘toda la cmetlca de produccnon se encontrd el reconocimiento de dos proteinas de un peso de
‘51 y 60;kDa que como se observa en la Figura 12; estas son proteinas celulares obtenidas
del sobrenadante de los cultivos.

El primer pico de produccion de 7 proteinas virales se observo al dia 7
(reconocicndo las proteinas de 14, 16, 19, 25, 37, 90 y 135 kDa) como sc¢ obscrva cn la
Figura 13; para posteriormente disminuir (tanto en nimero de proteinas reconocidas como
en intensidad) y enseguida incrementarse al dia 14 con 11 proteinas de 14, 16, 19, 25, 28,
32, 37, 45, 70, 90 y 135 kDa, como se muestra en la Figura 14 y 15; lo que involucra
protcinas de todos los genes del virus como habia sido reportado por diferentes autores
(Tabla 2). Las protcinas descritas ¢n este trabajo concuerdan con lo referido por Guinguen

et al. (2000) aseverando que fueron correctamente producidas, procesadas y liberadas por
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las células de mcmbrana smovml de feto caprmo. Lo antenor no-se encontro en el trabajo
de Slmard et al‘ (2001) : R
“El contrgl posit

‘UtlllZ en el presente-estudio. E] peso encontrado en la proteina de matriz del virus aislado
omo se puede aprecnar en la Figura 14 y considerandose una de las
protemas ma conservadas del virus nos puede indicar que se trata de una cepa diferente lo

tener implicaciones en el diagndstico de la enfermedad, principalmente con

tecmcas que se basan en la deteccion del genoma como ¢l PCR. Aunque cn ¢l presente
trabaJo no se presentan los datos que soportan esta ascveracién se ticnen los resultados por
restr1cc1on de endonucleasas y secuenciacion de las dos proteinas, encontrando diferencias
en }os ammoacxdos‘
g ~La cinética de produccion viral evaluada por WB demostré que aunque no se
observe el efecto citopatico en las células de membrana sinovial, el virus se csta replicando,
. lo que reﬁ,lcrza la idea de que la formacidn de sincitios no esta corrclacionada con el pico
‘de produccnon wviral. El primer pico de produccién de proteinas virales s¢ observé a los 7
‘dias y postcrlorrnentc se observé un patrén de proteinas virales completas a los 14 dias y a
los Zl‘dias; esta ultima fecha concordd con la presencia de sincitios evidentes que sc
apreciaron a los 20 dias. Las diferentes proteinas producidas durante ¢l ciclo de infeccion
- viral no se pueden evaluar con una mctodologia como la descrita por Anderson y Cheevers
. (1981). Montar la cinética de produccion viral nos permitié asegurar el tiempo 6ptimo de

cosecha para utilizar los antigenos en las pruebas de ELISA y WB.
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La prueba de Inmunodxfus:on en agar gel (IDAG) utilizada para la AEC, forma dos

linecas de precxpltacnon una contra la protema gpl35 que de los sueros probados como

positivos, la mltad reaccxono contra esta protema y la otra mitad reacciond contra p27 que

‘a que los protocolos para la obtencion de antigenos

sderos contrc

posunvos reaccionaron con la’ p25 'y no con la p28, asi como a otras proteinas de alto y bajo

peso molecu]ar mcluyendo proteinas celularcs; Micentras que el sucro ncgativo también
rgconpqné Iq p25 y las proteinas celulares Figura 8.

’ Solo 76 sueros fueron positivos a IDAG de 172 positivos a WB, casi la mitad de los
sueros probados para cada regién (Estado de México y Querétaro); lo que confirma cl
limitado valor diagnédstico para VAEC al utilizar como antigeno VNPO. Esta baja
sensibilidad se atribuyc a una divergencia cntre las proteinas de gag (25%) y env (40%) de
VAEC y VNPO. Otro aspecto rclacionado con la baja sensibilidad e¢s que la IDAG requiere
la participacion de maualtiples interacciones epitopes-anticuerpos para obtener un resultado

positivo mientras que otras pruebas como la de inmunoprecipitacion requiere solamente la
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unién de un solo epltope por anncuerpo para obtener un resultado positivo (Reddy et al.,
1993; Knowlcs 'tal 1994 Kwang et al 1995, Pasick, 1998).
P ISA indirecta comercial (Chekit®) arrojaron 55

Los' esultados obtcmdos con

sueros mas Po itlvos (cerca del lOO‘V d ofzil dé sueros probados del Estado de México

nayor: sénsnblhdad que la prueba de IDAG como lo

dxeron pOSlthO): Demostrando un:

De todos ellos no se conoce la cinética de
posncmn de proteinas virales que se usaron para

sensxblhzar la placa m su ¢ omporta 1ento en los cultwos celulares antes mencionados. Lo

que es ‘un aspecto muy lrnportante ‘como ya se demostré en la cinética de produccién

obtenida en _el prgsente,tra_bajo Y. como lo refiere Simard et al (1998).

Los proéesos de purificacién para antigenos a utilizar en la prueba de ELISA por lo
general se basan en clarificar el sobrenadante y ultracentrifugar varias veces, y en algunos
casos  adicionar al antigeno SDS y volver a ultracentrifugar (Schroeder et al., 1985;
Heckert et al., 1992; Scharlie et al., 1994) lo que podria ocasionar pérdida de protcinas
antigénicﬁmente impbrtantes y que son pobremente representadas como se observé cn el
WB (p28, p32, p37, p45 y p70); esto podria afectar la sensibilidad dec la prueba y puede
pensarse, por tanto, que obtcniendo un antigeno mas puro se asegura una excelente
especificidad. Los valores de sensibilidad reportados para algunas pruebas de ELISA
usando virus de AEC van del orden de 94.4% con respecto a inmunoprecipitacion (Scharlic
ct al.,, 1994) y 98.3% con respecto a sucros positivos a por lo menos 2 de las 3 prucbas
establecidas por los autores (Heckert et al., 1992). Siendo estos resultados similares a los
obtenidos en el presente cstudio con la ELISA estandarizada denominada 3 (98.8%)

comparada con WB. Cabe mencionar que la sensibilidad de la ELISA comercial fue baja
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(75 5%) con respecto al WB, slendo aun me_yor en: scnsnbﬂudad la ELISA estandarizada 1
(Tabla 7) Concluyendo que Jat pruebas dc EL SA con VAEC son mas sensxbles que la

'ELISA comercn : :
: unas pruebas de ELISA con VAEC

et‘ al 1992) comparados c

8y 99 4), siendo un parametro poco adecuado

rcsehte estudio 1a ELISA 3 mostré un 87.7% de

;con cxcelcn 1 esultados de posm

para comparar las tecmcas, y que’en el
N posmvndnd mayor aun que el’ wWB (78 19%) pero en cste porcentaje se incluyen los falsos
- posmvos (Tabla 5) ' :
! La concordancxa implica solamente que 2 prucbas son medidas con ¢l mismo o
- ccrcano factor de correlacidn. Por lo que una buena correlacion no necesariamente implica
. exa;:txtud de resultados de la prucba relacionado con la infeccién. Una buena concordancia
iﬁdiézi qué una prucba puede recmplazar a la otra obtcniendo resultados similares. La
d¢tCﬁi1inaci6n del estado de infeccion verdadero de VAEC es dificil, por la patogenia de 1a
‘ éxjfenﬁedhd en la cual se restringe la replicacion viral y hace que el aislamicento del virus de
Janimales infectados no sca sicmprc posible (Heckert et al., 1992).
La concordancia en las prucbas de ELISA estandarizada y la ELISA comercial fuc
buena con respecto a WB tenicndo el valor mas alto para la ELISA 3 de 0.633
consideriandose una bucna concordancia y muy similar como la reportada por Heckert et al.
(1992) dc 0.72 (ELISA comparada con WB). Por cl contrario Schrocder ct al. (1985)

reportan una concordancia de 99.4%, comparando la ELISA con la ID siendo esta ultima

una técnica poco sensible.
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Los sueros tanto pos:nvos como neganvos, reaccionaron a la proteina de capside

P25, en el WB ‘esto es algo que ocurre ‘enel caso de‘sueros de humanos negativos al VIH y

1f icas contra la proteina de capside p24

donde 1 un 15 % de los” sueros dan
Yy no es mdlcauvo de 1nfecc1o
mencxonan que Ias rcacc:o es
h"ICl"l componentes celula
: reaccxonan,a kepxtopesv deilos:cult

agentes parasito como::laimalar

relacionado (Constantine et
diferencias ‘de vp‘r'ot»e‘.in'g
establezca un criti:ﬁo
(Tabla 9). :

uc se utiliza para otro Icntxvu’us VIII) :

Tabla 9. Criterios p WB?;:/dlsitivo a VIH-1
ORGANIZACION . T
Asociacién de Dlrectore d
Salud Publica’ Lo ¢
Centro de ;‘,”Co'ntr
(ASTPHLD/CDC)
FDA 7

American Red Cross

| Cualquiera--de . -las . dos: . p24, . gp4l o

»P.24 ‘p3l' gp41l o gpl120/160

A menos 3 bandas, una de cada producto

genetlco del grupo, gag, pol y env.

. _angé{cio‘parg la es{ahdﬁrizacién sefoiégi(l:a Al 'menos 2 bandas: p24 o p3l y gp4l o
défii‘g’:r'ay'ims‘ (CRSS) £p120/160
Organizacion Mundial de Ia Salud (OMS) | Al menos dos bandas de env

Tomado de Constantine et al., 1991 y Seric OMS, 1992,

Basado en los criterios de interpretacion para VIH y en los resultados obtenidos al

evaluar 220 sueros por WB, se propone lo siguiente: 1-No se puede utilizar como criterio la
p25 de gag por que presenta reacciones inespecificas con sucros negativos. Aunque se

mencione que csta proteina del gen gag es de las mas conservadas, pero no fue la mas
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especifica para este trabajo. Los cnterlos de posmvxdad marcados por ASTKLD/CDC,
FDA, CRSS no podrian aphcarse par: AEC‘“por la reaccién cruzada de p25, Ademas las

proteinas de VIH mencnonadas po “estas orgamzacnones de las que su contraparte en AEC

serian la p45, p32 gplGO u

ces:b]e, no tendrla ese mconvemente con la AEC por las

;caractenstxcas de la’ enfem‘ledad y porque el control de la misma se centra en el sondeco
seroldgico de los hatos. Si se estableciera una campaiia contra la AEC utilizando ¢l WB se¢
podria asegurar hatos libres de la enfermedad, asi como tener pie de cria no infectados
principalmentc sementales para venta a rebafios libres o para exportacién. La ELISA
estandarizada fue un poco mas sensible que los estuches comercial y menos especifica que
estos comparada con WB. Definitivamente se debe descartar €l uso de Kits comerciales,
que ademas de scr poco sensibles tienen un alto costo.

Las prucbas de tamizado (Screening test) se utilizan para programas de deteccion
precoz y determinacion de incidencia de una cenfermedad, trabajos de investigacion y
programas de accidén y vigilancia epidemioldgica. Cabe aclarar que las prucbas de tamizado
generalmente no son diagnédsticas, solo orientan c¢l diagndstico; su sensibilidad y
especificidad indican la alta probabilidad de que un sujeto con la enfermedad tenga una
prueba positiva y que otro sin la enfermedad tenga una pruecba negativa. Basado en lo

anterior y por las caracteristicas de la enfermedad de AEC lo recomendable ¢s una prucba
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sensible que posterionﬁente sea sométida a -otros procedimicntos diagnosticos que

confirmen la presenCla de la enfermedad Y evntar a51 los,falsos posmvos (Kahl- Martin,

1990) R ; :
Por todo lo anterlor se sugle hce unz prueba tamiz como la ELISA

. denommada como 3 con una:alta sensnblhdad y postenormente se confme por una prueba

altamente sensxble y especxfca como el WB
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APENDICE 1

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION (caprine arthritis-

encephalitis/ovine progressive pneumeonia antibody test Kkit)

e Preparar una solucién dec agarosa al 1% cn solucidn buffer salina fosfatada (PBS-
Na;HPO,4 1.17g, NaH>PO4e1H,0 0.22g y NaCl 8.50g disolviéndolo en un litro de agua

destilada) ajustando el pH a 7.4.
e Adicionar 6.0 g de cloruro de sodio. por cada lOO ml dc PBS agrcgando a la vez la

agarosa Y calentando lo "ﬁcxentc hasta que cl agar estc completamcnte dlsuclto

L Poner en los tres pozos estantes 50 nlde cada suero problcma a evaluar.

.. Identlﬁcar adecundamente las cajas de Petri ¢ incubarlas en camara htimeda a 4°C por
una scmana

L) Reahzar lectura.
DESARROLLO DE LA PRUEBA DE ELISA COMERCIAL (CHEKIT®)

e Sacar los reactivos del estuche diagnéstico por lo menos media hora antes, para
alcanzar la temperatura ambiente.

e Colocar 180 ul de la solucién de dilucidon del Chekit® a cada pozo de la placa de 96
pozos. Adicionar 20 il de los sueros testigos negativo y positivo, y sucros problema

quedando a una dilucién final de 1:10. Colocar los sucros por duplicado
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e  Cubrir la microplaca e mcubar por 20 mmutos a temperatura ambiente en camara

humeda

. Despues de la mcubacmn la

L Agregar 200 p del cromégeno Chek1t® ada,‘pézo e incubar en agitacion por 5 a 30

mmutos » :
e  Para detener Ia rcaccxon adicionar’50 ulde, solucuon de paro del Chekit®.

na ‘Iongltud de onda de 492nm

e Realizarla lectura en. un cspectrofotometro

e La mterpretacxon de resultados s reall' de acucrdo a la siguiente forrnula =

Valor = densidad 6Qtica dé ]z'n‘knivuésti'h "densid‘ad Sptica del negativo ' X1 00
densidad Sptica del positivo i déxisidad optica del negativo L
INTERPRETACION |NEGATIVO: @ . | SOSPECHOSO y
VALOR Menora 30% - 30—-40 % Mas de 40% -

CULTIVO CELULAR

Aproximadamente cada dos semanas se realizé un pase celular teniendo el 100% de
confluencia del monoestrato. Para esto se utilizé una solucién de tripsina- verseno al 2% a
una temperatura de 10° C y se adicioné directamente a la caja de cultivo sin medio, se dejé
actuar un maximo de dos minutos, observandosc directamentc al microscopio para
corroborar el desprendimiento total de las células. Una vez desprendidas las células estas sc
dividieron en partes iguales y se colocaron en 2 cajas de cultivo celular tipo Falcon,
adicionandoles medio de cultivo Eagle Dulbecco con 10% de suero fetal bovino; De esta

manera se obtuvo el abasto celular para mantener un stock de células infectadas para la

produccion de VAEC.
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ELECTROFORESIS i : :
+ Armar la camara de electroforesis (poner una marca ‘l'cm aba_|o del peme)

+ Preparar las soluciones para el gel separador on los reactivos a temperatura ‘ambiente.

+ Dejar polimerizar 30 minutos. = .

+ Colocar el gel concentrador. :

-+ Dejar polimerizar 45 minutos. :
+ Enjuagar el gel con soluciéon tampén de cornda 1x.

-+ Colocar las muestras (20 pl) y el marcador de peso preteiiido (10ul).

+ Correr a 120 volts constantes y parar diez minutos después de que sale el colorante de las

muestras.

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD
(MICROMETODO)

* Preparar una solucién de albimina que contenga 1 mg/ml.

* En tubos limpios realizar las siguientes diluciones para la curva estandar.

TUBO |ul DE AGUA 1l DE ALBUMINA | CONCENTRACION EN pg/ pl
1 450 50 DEL STOCK 100 :

T 100 DEL TUBO 1|20

360 DEL TUBO 2 |10

100° = 100 DEL TUBO 3 |5

T80 20 DEL TUBO 4 |1

DEED

* En una placa de 96 pozos de fondo plano pasar 40 ul de cada concentracion y agregar 160
pl de reactivo de Bradford (diluir 1:5 el reactivo con agua y filtrarlo) a cada pozo. Realizar
la curva por duplicado.

* Para los problemas hacer por duplicado; iniciar con una dilucién 1:10 poniecndo 40 nl de

agua y 4 ul de proteina problema. Hacer diluciones 1.2 en la placa hasta 1:80 y
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posteriormcnte'coloéar 160 pl-de reactivo de Bradford diluido y filtrado. Leer a 595 nm,
hacer la curva y obtener r pdr»regresién lineal. Interpolar las lecturas de los problenias y

“obtener la concentracién cn ug/ml. de proteina.

APENDICE 2
Sacarosa 20%
20g de sacarosa en 100 ml de agué destilada (D).
Disolver y filtrar con una mcr‘nbrana:dev 0.45 pm.

Almacenar a 4° C

Azul tripano
0.4g en 100 ml de PBS (0.4%)

Se filtra y se conserva a temperatura ambiente

PBS cultivo celular

NacCl 8g

KCi1 0.2g
Na> HPO, 1.44g
KH> PO, 0.24g

Disolver todo en 800 ml de agua destilada.
Ajustar el pH a 7.4 con HCI

Aforar a un litro y esterilizar.

Reactivos de electroforesis

Gel separador (12%6)

1 GEL
Agua Destilada ) 3.35ml
Tris —HCI1 1.5 M pH 8.8 2.5ml
SDS stock 10% 100 pul
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Acnlamnda—Bls (stock 30%)
Desgasnf car.

Persulfato decamonio' 1 O%:('IOQ mg/ml.)

“Tris —“HC,
SDS stoc4
Acnlamlda-Bls (stock 30%)
Desgasificar :

Persulfato de amonio 10% (100 mg/ml.)

Temed
Total

Acrilamida/Bis (30%)
29.2g Acrilamida
0.8 grs  Bis-acrilamida

Total

4 ml
15 minutos

50 pul

5 ul

10ml

1.5 ml
.625 ml
25 ul-

©.325ml

15 minutos
12.5 1l

__25ul

2.5ml

Colocar en 100 ml de agua bidestilada, regular pH 7.0.

Guardar a 4° C en oscuridad por no mas de 30 dias.

Tris Base 1.5M pH 8.8

18.15g en 100 m! de agua bidestilada, guardar a 4° C.

Tris HCl1 0.5 M pH 6.8

7.8g en 100 ml de agua bidestilada, guardar a 4° C.

SDS 10% pH 7.2

10 g en 100 ml de agua bidestilada, conservar a temperatura ambiente.



Buffer de corrida 5x pH 8.3
Tris basc 15 g/litro
Glicina 72 g/litro
SDS 5 g/ litro

Agua bidestilada aforar a un litro, conservar a temperatura ambiente.

Usara Ix

PBS 10X pH 7.0 E

Solucién A Naz;H PO, 14.2.g::(0.1 M)
NaCl  87.68 (0.15 M)

aforar 1000 ml

Agua destilada

Solucién B Na H; POs. 3.8g (0.1 M)
NaCl .. 87 65 (0.15M)
Agua destllada aforar a 1000 ml .
100 ml de la soluciéon A 10X se afora a 1000 ml con-agua desnlada y con la solucién B se

ajusta el pH a 7.0
Buffer de lavado
500 ml de PBS

1 ml de Tween 20 (0.2%)

Solucion amortiguadora de blogueo

Albumina sérica bovina 3% cn PBS.

Buffer de dilucion
Albimina sérica bovina 1% en PBS.

Revelador
0.015 g. de Diaminobencidina (0.05%)
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15 pl de peroxido de hidrogeno (H-0:2) (0.05%)
en 30 m! de PBS.

Buffer de transferencia 10x pH 7.0

NacCl 2922 g

EDTA 6.724g

Tris base 12.11 g

Aforar a 1000 ml con agua destilada .
Preparar 100 ml de buffer de transferg:ncia en’900’ ml de agua destilada.

Solucion de lisis (100.ml.). .

0.05 M Tris HCl pH7.2 ~6.05g" " ..
0.15 M NaCl 876g |
0.1% SDS R e
1% Triton X-100 : : . ‘ RS
Preparar la soluciéna 10x 5in detergeh s, adiéidnarlbé&étefgentes a la solucién 1x

1% deoxycholate (DOC). T

1mM PMSF (Phenylmethyl-sulfonyl fluoride). Preparar un stock 1M de PMSF disuelto en
DMSO (0.871g PMSF en 5 ml DMSO) y adicionar 100 Ql PMSF/10 ml de buffer RIPA.

" Buffer de lavado RIPA

Solucion de muestra 2x

32ml 0.5M Tris HCI pH 6.8 (0.08 M)
4ml 10% SDS (2%)

2ml glycerol (10%%)

0.308 g DTT (Dithiothreitol) (0.1 M)

Azul de bromofenol

Llevar a 10 ml con agua bidestilada

TESIS CON J
TNE pH 7.5 _ FALLA DE ORIGEN
20 mM Tris-HCl 0314 g
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1mM EDTA 37.2 mg
100 mM NacCl 384 mg
sc afora a 100 ml con agua bidesﬁ!ada.

Buffer de PCR 10X
(50 mM KCI, 10mM tris HCI (pH 8.3))

MgCl, 2.5mM Concentracién final

Sx TBE pH 8.0 (Ix buffer de corrida)

Tris base 2730g 54.6¢g
Acido bérico 13.9¢g 27.8g
EDTA '1.86g 3.7¢g

H>OUP llevara 500 ml o a 1000 ml y ajustar el pH a 8.

Solucion dlilo)'ﬁguarlorﬁ de carbonatos 0.IM pH 9.6

N82C03 . 3.18 g
NaHCo3 5.86¢g
H>O cbp 1000 ml

Mantener a 4°C.

Solucion amortiguadora de citratos

Solucién A:

Acido citrico 21 g

H>O 1000 ml

Solucién B:

Citrato de sodio 29.11 g

H-0 i 1000 ml

Las soluciQﬁcs se sacan 30 minutos antes de su uso. Mantener a 4° C.
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Sustrato para la prucha de ELISA

10 ml de buffer de Citrofosfatos (5 ml. dec la solucién A + 5 ml. de la sqlucién B)
4 mg de OPD T S
4 !l de H>05 al 30 2%

Sacar los reactivos del buffer una hora antes.
Solucion H-S04 2N

H>SO, 55.17 ml
H-O 994 .83 ml
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