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RESUMEN 

La artritis encefalitis caprina (AEC) es una enfermedad cron1ca degenerativa que 
afecta principalmente a cabras en sistemas de producción intensivos, existiendo reportes 
que confirman su presencia en México. Se han publicado diversos trabajos que describen 
los pesos moleculares de las proteínas del virus de AEC, siendo esto desconocido para la 
cepa del virus que circula en rebaños nacionales, lo cual posiblemente tiene implicaciones 
en el diagnóstico de la enfermedad. El diagnóstico en nuestro país se realiza con pruebas 
comerciales que contienen antígeno del virus de macdi visna el cual esta relacionado 
antigénicamente con el virus de AEC. El objetivo del presente estudio fue aislar, identificar 
y estandarizar pruebas scrológicas (ELISA e inmunoclcctrotransferencia o Wcstcn1 blot 
(WB) con proteínas del virus de AEC aislado en México y comparar su comportatnicnto 
con pruebas comerciales. El aislamiento del virus se realizo de cabras infectadas co­
cultivando monocitos/rnacrófagos con células de rne111brana sinovial (CMS), observando 
sincitios a los 20 días y confinnando el genoma del virus de AEC por la detección de un 
segmento específico de 258 pb del gen gag utilizando la técnica de reacción en cadena de 
la polirncrasa. Se estableció una cinética de producción viral en CMS y empicando la 
técnica de WB se demostró la producción de todas las proteínas virales, identificando once 
proteínas especificas del virus de AEC con pesos moleculares de 135, 90, 70, 45, 37. 32. 
28, 25, 19, 16 y 14 kilodaltons (kDa). Se encontró diferencia en el peso molecular de la 
proteína de matriz (peso de 16 kDa) del virus aislado con respecto a un virus de referencia 
de ATCC. El WB estandarizado se utilizó corno estándar de oro para evaluar el 
desempeño comparativo de la ELISA estandarizada y los estuches de uso comercial 
(ELISA CHEKIT, Bornmeli. Suiza e Inmunodifusión Vetcrinary Diagnostic Tcchnology. 
USA); Tomando corno criterio de positividad para el WB la presencia de reactividad a 5 
proteínas virales de 3 genes diferentes (135, 90 (gen env), 19 (gen rcv), 14 y 16 (gen 
gag)). Se obtuvo una sensibilidad de 44.1, 75.5 y 98.8 %, una especificidad de 1 OO. 100 y 
54.5 % y un valor de K de 0.244. 0.557 y 0.633 para las pruebas de: Inmunodifusión, 
ELISA (comerciales) y ELISA estandarizada respectivamente. Con esto se puede concluir 
que el uso de proteínas del virus aislado de AEC mejora la sensibilidad de las pruebas para 
el diagnóstico de la enfermedad, contrario a lo que se obtiene con los kits comerciales que 
utilizan antígeno de Macdi-Visna. Esto tiene implicaciones importantes en el control de la 
AEC ya que es la única alternativa para la posible eliminación de la cnfem1cdad. 

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

inmunoclcctrotransfcrencia, reacción en cadena de la polimcrasa, 
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ABSTRACT 

The caprine arthritis encephalitis (CAE) is a chronic degcnerative disease that mainly 
affects goats in intensive production systcms. Existing data corroborate its presence in 
Mexico. Diverse reports have been publishcd describing the n1olecular weight of the viral 
proteins of the CAE. Being this unknown for the viral strains that circulates in national 
floeks and its possible implication in the diagnosis of the disease. 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 objectivc of the present study was to isolate and 
identify CAE strains that circulate in rcgion and use the111 to standardize serologic 
diagnostic tests: (ELISA and immunoelectrotransfcrence or Western blot (WB) with the 
viral proteins of CAE isolates from Mexico, and to evaluate the co111parative performance 
with commercial tests. The isolation of thc virus was carricd out of infccted goats, in cell 
cultures, ·where monocytes/macrophages wcre co-cultivated 'vith synovial 111e111brane cells 
(SMC). Virus isolation was verify by observation of the cytopathic effects syncytia at 20 
days, and the confirmation of CAE genome, by the detection of the spccific segment (258 
pairs of bases), of the gene gag, with a polyn1erase chain rcaction (PCR) assay. A kinetic 
viral multiplication in SMC was establishcd. WB tcchnique was used to detect the 
production of eleven specific proteins of thc CAE virus with 111olecular weights of 135, 90, 
70, 45, 37, 32, 28, 25, 19, 16 and 14 kilodaltons (kDa); a diffcrencc was found in the 
molecular weight of' the matrix protein (16 kDa) in the isolated virus with regard to the 
ATCC reference CAE strain. The standardized WB 'vas utilized as the gold standard 
technique, to evaluate the eomparative perfonnance of' the standardized ELISA and the 
commercial assays (ELISA CHEKIT, Bommeli, Swiss and lmmunodiffusion Veterinary 
Diagnostie Teehnology, 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 (gene gag) in 
the WB .A sensitivity of 44. I, 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. lmmunodiffusion, ELISA 
(eommercial) and ELISA standardized rcspectively. The experience acquired in the 
diagnosis AIDS can be practica! for the CAE, using a screening test with very high 
sensitivity as the standardized ELISA and subsequently. confirm it with a second highly 
specific test like (WB). The bcst results were obtained with the standardized assays 
containing the CAE virus, contrary to what was obtaincd with the commercial ones (Maedi­
Visna virus base). The detection of CAE infected animals with an adequate diagnostic 
methodology is important for the control of thc discasc and is thc only alternativc f'or thc 
possible cradication in national flocks. 

Key words: Caprine arthritis encephalitis (CAE), virus isolation. cell culture, ELISA 
immunoelectrotransf'erence, polymcrase chain reaction (PCR). 
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INTRODUCCIÓN 

ANTECEDENTES 
La familia Rctroviridae {de retro, hacia atrás, invertida y transcriptasa) se 

caracteriza porque todos sus miembros poseen una transcriptasa inversa· (poliinerasa de 
- - - -. 

ADN dependiente de ARN) (Pétursson et al., 1992; Murphy et al., 1999)>Se sl.lbdivide en 7 

géneros: Alpharctrovirus, · Betaretrovirus, · ·. Gamma_retr°'rir:i:is. .•.. . ; D~lt~~~tr~virus, 

Epsilonrctrovirus, Lentivirus y SpumavÍrus.Dentro ·del gé~ero'ICÍítivirus~e encl.l~ntran 8 

especies: virus de la inmunodeficien~ia.hurÍlilri;. {VUI) ti~~_;. i:;;:tipC>;;~~-:~¡rU~ ···.de la 

inmunodeficiencia del simio (VIS), virusri1aedi/visna·(VMV),virusclela artriti.s encefalitis .. 

caprina (VAEC), viru~ de la inm~n~defl~ieii6i~ felina CVIF)~·vi~~~-de'.i~"ri~~~¡~·n~re~~i~sa 
equina. (V AiE) y virus de . Ja i~mun~defl~i~nCia ;·bovina cvla):? (Pét~:~·~;:,11: ¡;t ~1~/Y1992; 

, . . - - ·_, ;--~ ._ .. ,: -;:~·~t- :.s( :-.-~-~ _ '_""'::-<<·'- :~ ·:-;._ <-,:: : · · 
Hullinger et al.~ 1993; Murphy et al., 1999). 

Los lentivirus presentan diferencias en el .trop.ismo.celular y en el desarrollo de la 

enfermedad, por lo que se divide en dos grupos: el primero comprende a VIH, VIS y VIF, 

los cuáles se replican en linfocitos y macrófagos causando un síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida y una enfem1edad órgano específica de los pulmones, sistema 

nervioso central (snc) 'y tracto gastrocntérico; el segundo grupo de VAIE, VAEC y VMV, 

en contraste sólo se'·replica predominantemente en macrófagos, no afecta linfocitos y causa 

una enfe~ed~d órgano específica del SNC, pulmón y articulaciones (Tabla l) (Bruett et 

al., 2000). 

La.primera clasificación de los retrovirus se basó en su especie hospedera y en la 

morfogén'esis del virión, de la cual se reconocieron 4 tipos de partículas designadas A, B, C 

y D. La morfogénesis de los rctrovirus tipo C en los que se cataloga al V AEC se distingue 

por la presencia de un núcleo en forma de cono en el virión maduro. Con una apariencia 

densa, cuya envoltura se fonna al cerrarse la 111c111brana celular durante el proceso de 

gemación. (Ellis et al., 1988; Pétursson et al., 1992; Murphy et al., J 999). 

El aislamiento y caracterización del lentivirus de cabra son relativamente reciente 

(Crawford et al., 1980). Lesiones previas parecidas a las causadas por maedi-visna pero en 

cabras habían sido descritas en 1964 {India), 1 969 (Alemania) y 1974 (Estados Unidos). 



Tabla l. Clasificación del énero Lentivirus. familia Retroviridae. 
Virus Hospedero Infecta Manifestación clínica 

Grupo lcntivirus equino 
Virus de la anemia 
infecciosa equina 
(VAIE) 
Grupo Icntivirus 
ovino/caprino 
Virus visna 
Virus rnaedi visna 
Gn1po lcntivirus 
ovino/cnprino 
Virus de la artritis 
encefalitis caprina 
(VAEC) 
Gn1po lcntivirus bovino 
Virus de la 
inmunodeficiencia 
bovina (VIB) 
Virus de la leucemia 
bovina (VLB) 
Grupo lcntivirus felino 
Virus de la 
inmunodeficiencia 
felina VIF 
Grupo lcntivirus primates 
Virus de la 
inmunodeficiencia 
del simio VIS 
Grupo Icntivirus primates 
Virus de la 
inmunodeficiencia 
humana (VIH) 

Caballo 

Borrego 

Cabra 

Humano 

('!)= No está con1probado 
Referencia Pépin et al (1998). 

Ti o de célula rimaría 
Monocito/Macrófago Infección cíclica en el 

primer año: anemia 
hemolítica y algunas veces 
encefalo atías 

Monocito/Macrófago Neumonía, encefalitis, 
mastitis y artritis 

Monocito/Macrófago Neumonía, encefalitis, 

Linfocito T 
Monocito/Macrófago 

mastitis y artritis 

Linfadenopatía y. 
deficiencia inrríurie.(?). 
IÓ'fccción súbclínicri 

Deficiencia inmune e 
infecciones oportunistas 

Deficiencia inmune, 
encefalopatía e infecciones 
oportunistas 

Deficiencia inmune, 
encefalopatía, mielopatía e 
infecciones oportunistas 

CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL VIRUS DE AEC 

Los lentivirus se componen aproximadamente de 60% de proteína, 35% de lípidos, 

3% de carbohidratos y 1 % de ARN (Pétursson et al.. 1992). 

Los virioncs son envueltos, con un diámetro de 80 a 130 nanómetros (mn) y tienen 

una única estructura tridin1ensional. El genon1a se encuentra en el interior de la 

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

¡--~-:-:-:--:::-:::----­
~~!!:1)1,:.: r',""'!.,. 
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con simetría helicoidal. La cápside (CA) es de morfología icosaédrica, de cerca de 60 nm 

de diámetro, rodeada por una capa de· proteína de matriz (MA). Finalmente, el virión 

presenta unil'.erivoltura- extenia-(SU) córi1J>1ies,_tacp-ór'una bicapa de lípidos que contiene la 

proteína trarismembranal Cl"M) en;ia.:c~a(se'~J'Cíyectanpeplómeros de glicoproteínas (la 

:::~.jg~~~&~~~~l~~~~~~~~~!:~E~:::::~:::;:~:;:~:: 
1999). . ···,: . - '\ . '" ',: 

El genoma·¡;~· <iÍplOÍde y consiste en un dímero .irivertido de moléculas lineales de 

ARN de sentido p~~iti~c:;.Ui,-~adena de ARN tiene un extremo5·cap (operculado) y un 

3 ·poliadenilad~ fin~:~;:-~~ dependiente de Mé~. El ~frión 'ti7ri~. u~a _densidad Buoyantc de 

l. 15 g/cm3 ~n' c¿_¡;~~.'{Íi.igación isopícnica en. sacarosá' C(:~"'.f~rcl et al., 1980; Anderson y 

Cheevers, 1981 ;<r)~11lb~rg et al., 1981; Ellis et al., 1988)~' , ·,· .,·.:·.:., '· 

El vinl~ ;d~ 'I~ AEC in vitro tiene predile~ci-Ón' pºr ciilulas de membrana sinovial 

(MS), aunqlic;'~t~o~ cultivos obtenidos por explante t~~bÍ~1~ ~J.i~den ~aportar la replicación 

del virus;·:~~·nio.es el caso de cerebro, plexo coroideo, pulmón y riñón de cabra, pero con 

una redué:ida ·~ficiencia comparados con las células de MS (Ellis et al., 1988; Andcrson y 
.' ._ .... :· ,,• 

Cheevers;:.198l):'Otras células pennisivas para VAEC son la línea celular de ovario y 

pulmóndelTah~del Himalaya (con muy buena producción) (Kalinski et al., 1991), células 

de bazofet~Í~de_cc;;~der~; células de córnea fetal de ovino (Belov y Walley, 1988), células 

de testÍc.'..íC> de cabra y células mononucleares (Dahlberg et al., 1981; Guiguen et al., 2000). 

·cEn .los 'cultivos de células de MS se ha determinado la cinética de replicación de 

V AEC u~~-ndo. partículas virales marcadas con (H3). La síntesis de la progenie viral es 

exponencial con un pico a las 96 horas postinoculación (PI). La comparación del virus 

asociado a células con el virus extracelular muestra una fase latente de 1 5 a 20 horas. 

(Anderson y Cheevers, 1981 ). 

La formación de células multinuclcadas (5-30 núcleos por célula) o sincitios se 

observa en un máximo de 5-6 días PI (poco tiempo después de la máxima producción de 

virus). Los sincitios son el resultado de un nlínimo nivel de replicación del virus que ocurre 

en las células vecinas, causando la fusión de men1branas celulares yuxtapuestas. Una 
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característica general de los sincitios o células gigantes es la forrna de estrella o de araña 

con un cuerpo celular redondeado y retráctil. y mucl1as· extensiones ·:c::itoplasmáticris 

filiformes (Anderson y Cheevers; · 1981; Péturs¡;?n et aC, 1992)'.-En.cÜhti~sté:1~;fcducción ·· 

::::.::::·~;,:::::;::,;~~¡:;;¡~;i,~1A~~~~~~jz~riti~~~iff,~~1~€~~i~~~ 
celular para establecer lri · infocCióri.fde :VAEC;· 'como :tampoco-"la '.'diyisión ·:de 'célülas ·está 

- " : ;: --: »:-.~~?- ·':;·~~;~z~:_;;!"'-:'.::;7{~:,~(;?:"~"--:;¡?;;p):::~-s~fF:~ ·:::1;~::~~r:~.i~.?r~:"~~:-~:2~~<,~~;;,:~·.;:;~?-' :;.:,,<::;~;~~,,-~·-~~~:;).:_:-~:- -~ -.. -
involucrada en el proceso.:Ji u tiqúCleaCió 'ce!ül::ír]/+En\Wilgürios;/casos'': Jíi:s"'células · 

. · .·:·,_,:/.':':>:-;<'.~.~~t. -·:r~/f;~~-,:;t'K~:?;t~!!;}~~f_¡;}~ -~:'-::-E_,--~~:;: :~~:.iI:,; :.:-di~t.};·; ,r:·~:<:,;~·..;-:;.,:;~~b~~~t-~ :~;/;-;::.:' :}· ;~ ! '_ ;:~-- :_ :-~; : ·-

i nfoctadas pueden contint1ar;!'d1.v:1 _1éf.!:'d_o~e; nuentras'gemai:t' ll~~gran'.nú.~e~o;.d_e\vtriories/ La 
-·. -:~ · .-:-':,. ~: \;: :;.:f'-.i'.t'.:'~ -:::.i=?:0~.:,'.c.::,.~,~;~-~;'.\'.,~'f.'.t'.f·;::-·:{~~-::{~~·~-,:~.~{;:,/'-"'.:':.i:--.:··(··:~.:-.:;-::.>' "~:;: '¡·''>>·~.t~--::; ;::--. >:~.--;~:~~ ·:·--::.;~~-<TY?°".=~, :~ -~·,··., .. ::-. "· . , 

mayor concentración•deantígeno:viraJ•,y:OARN~viral.'.se.encuenfra.eri·:célülas·inultiriucleadas. 

;~i;1Iili~llili1tliitf tllltll!~~ª 
restricción' pa.rece:;acpencler'deL'csta·do-fisiológico:ydcl_.desarroI,Io'de·las:·células.·.se ha visto 

en las . cé.1~1.~~[,~if,fü=~iH~~~~~ft~~J~~~~íl3:~b,~~:A~F·:~·\land~los:: mo~e>cltó~ ·.infectados que 
tienen· una bajá. próauéCión''Ccle~virus'.'se c!ifoi:-en'cian•'eri · i:nacrófagos, 1á restricción de las ·. __ ··< .. : ~-:: ~ >:. ·. ::;?.~-•.. i ~ :~;-~::;-.,":''.. ~->:-~":. ~~::_;:~_-.:,_~0.~:.: :~:'.:".'i~.: ~1·:,'.~<~?·" ;,";' ·:: : .. ::.:"._2 .. :·· ~-r- ~ · · · 
células· hospederaii':'se•'eleva:•:,·p_errnitiendo ·,incrementar la producción viral (Guiguen et al, 

_ ; > -\ :-'~ . :_:-:~~:~·~' ·:·:-~~'~:t:::.-. ~~~r:/::i'."'~~?.-,~t!,~t!:tf'~-!~~.''..ff:)~:~-r:~t~-·~< · .. · · /~ _ :: _ -· -. • _ · . .. . • . 
1990) .. La·expres1on·de·los.genes~v1rales·y la repltcac1on de los lent1v1rus son estrictamente 

;·. · :'; ··._. :\-.:,,_ - . ,;-~;-'_/;:. -~f~~.:,··~~~-;º :;<FÜ~ff~::":o:.?-::_;.,, :,:~,-.~-':~~(-:''_ -;.:- ~- ·'._ -
controlados )Joí-; urÍa'.,~eorrÍpleJa2intéra'cCion de genes virales y de genes de la célula 

hospedera. La r~~¡ficé'iór:::dJ':iri·~~~Üc~~Íón viral en el hospedero es considerado el mayor 

factor de lentittld de.las'~;:{r6~cdádes lentivirales (Saltarelli et al., 1990; Pétursson et al, 

1992). 

Los Ientivirus de pequeños rumiantes (LVPR) han sido clasificados con base en sus 

propiedades estructurales, genéticas y de replicación, derivando 2 tipos: tipo 1 o virus con 

composición de proteínas similares al VMV y tipo 11 o virus con composición de proteínas 

similares a VAEC, Querat et al. ( 1984). Los virus tipo 1 tienden a ser altamente citopáticos. 

causando lisis en cultivos celulares, altamente patogénicos in vivo y además inducen la 

producción de anticuerpos neutralizantes. Por otro lado, el tipo 11 no produce lisis y 

ocasiona infecciones persistentes en cultivo celular, exhibe baja patogenicidad en animales 
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infectados y no induce la· formación de anticuerpos ncutralizantcs. Sin cn~bargo se han 

encontrado vfrus muy .relacionados genéticamente con propiedades patogénicas diferentes 

(Gogole~vski eCaL; 1985; Pasick, 1998). Los genomas de cepas de VAEC relacionados 

presentan una diversidad sorprendente, mientras que las cepas del virus visna son más 

estrechan~ente relacionados y aparecen cambios solamente bajo presión antigénica 

(Saltarelli et al., 1990) . 

GENOMA DE LOS RETROVIRUS 

El genoma de los rctrovirus es único en varios aspectos: 1) es el único diploide, 2) 

es el único que presenta un ARN viral que es sintetizado ·'por la maquinaria que procesa el 

ARNm de la célula hospedera, 3) es 'el únlco:asC>Ciado con una transferencia del ARN . , .. - .. ·. 

específico que funciona como un iniciado~'de.Íá'réplicación, 4) es el único que presenta un 

ARN de una sola cadena de sentid~ p·os:itÍ~~;:g¡-;·i;;n«)fünciona como ARNm poco después de 
.· ... ')/,:·:·•'"'"···- - . 

la infección y 5) es el único virus::A.R_N-:g1fo 'codifica una RT, la cual por sí misma es única 

(Murphy et aÍ., 1999)'. -.~ .... •~• (::g~:;: - -

Entre sus variadas fu~cion~~ la RT sirve como una polimcrasa de ADN dependiente 

de ARN, una polimerasa de ADN dependiente de ADN, una integrasa y una ARNasa. Estas 

diferentes funciónes son realizadas por cada una de las distintas partes de la molécula de 

proteína (Murphy et al., 1999). 

ORGANIZACIÓN DEL GENOMA VIRAL DE LA AEC 

El genoma del V AEC consiste de 9189 bases y contiene tres genes estructurales 

principales, cada uno de los cuales codifica dos o más proteínas: el gen gag (l!ntígeno 

específico de grupo) de un tamaño de 1343 bases; el gen poi (nQ!imerasa) de un tamaño de 

3314 bases y el gen env (envoltura) de un tamaño de 2597 bases (Saltarelli et al.. 1990; 

Pétursson et al., 1992; Pcpin et al, 1998) (Figura 1 ). 

GENESESTRUCTURALESYSUSPRODUCTOS 

1.- El gen gag (situado en las bases 512 a 1855) codifica 3 protcinas derivadas del 

precursor Pr55gag: la CA (p25 (bases 941 a 1615), la NC (p 14 (bases 1616 a 1 855) y la 
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Figura l. 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 genes del virus y su tamaño en pares de bases (pb), así 
como el producto de los genes principales y los precursores de las proteínas estructurales; cabe mencionar que el 
precursor de poi(?) no se ha descrito. CiAtr.1,,..ñ .. , 



MA {pl7 (bases 512 a 940)1a cual asegura_Ía unión entre la eápside y la envoltura. La MA 

es la responsable de la asociación- del -precursor gag· con la membrana de Ja célula. La 

proteina de cápside _es lac más~ ~bül1C1ai'lic:i:C1ei::Virió1iy es la responsable de estimular una 
· - .-,- _-.. __ '-:·.oc---:_·,·,.·.::--·---·-:"·:··,---_---_.· 

fuerte respuesta de ariticu~rp¡,s dÚ~~lltela-infécSciÓn; la cual es utilizada para el diagnóstico. 

Entre Ja proteína de cáp~ld~'-j,';J~-.;~~dt~írii~ eici>rí~cleoeápside se une el genoma de ARN 

(Saltarelli et al, 1990; Pétur~son_et_o'i~ ~~92). 
-: .·. <_ .. .- -·_:· 

2.- El gen poi codifica la pieza clavede fas enzimas 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 et al, 1998) (Figura 2). 

OTRAS ENZIMAS 

1.- dUTPasa: En el genoma de los lentivirus, el gen que codifica la enzima dUTPasa se 

localiza en el fragmento de lectura poi entre la ARNasa H y la región que codifica la 

integrasa. Las dUTPasas celulares son enzimas ubicuas que ayudan a mantener una baja 

proporción de dUTP a TTP y por lo tanto minimizan la incorporación de residuos de 

uracilo dentro del ADN: una dUTPasa codificada viralmente debe ser presumiblemente 

ventajosa para la replicación en células que no se dividen como los macrófagos, principales 

células blanco de los lentivirus de ungulados in vfro y donde los niveles de dUTPasa 

endógena y el ''pool .. de desoxinucleótidos es bajo. La función de la dUTPasa asociada al 

virión de la AEC es la de hacer eficiente la prevención de la incorporación de dUTP dentro 

de la síntesis de las cadenas de ADN por la transcriptasa reversa endógena. La dUTPasa 

también disminuye la frecuencia de mutaciones de G a A in vitro. Se sospecha que la 

deficiencia de la dUTPasa en el virus de AEC resulta en una replicación más lenta en 

macrófagos; in vivo apenas si se puede apreciar, pero puede conferir alguna ventaja en la 

replicación y patogenia donde se puede comprobar que la dUTPasa se requiere para que 

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

Pépin et 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 pequeña unión entre el dominio de la transcriptasa reversa y 
el dominio de la RNAsa. H. El templete de ARN viral y el iniciador del ARNt se posicionan entre la 
molécula. (Tomado de vetcrinary virology. Murphy et al., 1999) 
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II.- Integrasa (IN): En cada virión numerosas moléculas de RT e IN están asociadas con el 

ARN viral. Scgúida de· la RT, los provirus migrari hacia el núcleo, y el genoma ADN de 

doble- cridefi~ es integrádo e-rid ADN'dé la célula 11ospedera, por un mecanismo mediado 

por la IN. Esta il1te~~ión i~~o1Jcra _repetidas secuencias invertidas presentes en la 

terminación den'on'ii;,ád; secuencias repetidas (L TR) (Pépin et al, 1998; Murphy et al, 

1999). 

.,-

III.- _ Proteasa: (PR): Es -eseriCial - para la infcctividad y maduración del virus, divide el 

precu~sor de g~g-.y la poÜprot~ina de gag-poi y ensambla las protcasas del ácido aspártico 

celular eri sJ 'e;;:;ictur~:i~idifuells_ional (Cla~ijCl ~Thorsen, l 995a; Pépin et al, 1998). 

3.- El- gen '-env codifica las - gl·;-~-oprot~ína~. del· virus. Como en otros retrovirus, la 

glicoproteína: es ~int~tizada como lÍ~'pre~~rso; y ~s .cortada por proteasas de las células 

hospedadoras en dos- su'l:mnldadé;; Já ~Hco~~oteína de superficie (SU; gpl35) y la 

glicoproteína fransmembranal (TM; gp45-). _La ,TM es parte de la envoltura viral siendo el 

anclaje de_ la glicoproteína de superficie en_ la, bicapa de lípidos. La SU no está ligada 

covalenteménte a la TM. La SU contiene los epítopes reconocidos por los anticuerpos 

neutralizantes que sirven para la interacción del virus con el receptor de la célula 

hospedadora (Pértursson et al 1992, Clavijo y Thorsen, l 995a; Murphy et al, J 999). 

GENES AUXILIARES 

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

infectividad yiral, previamente llamado gen Q), tat {antes llamado S). y rev (n<gulador de la 

expresión de proteínas del yirión) (1-larrnachc et al., 1995). 

1.- Vil: El gen vif" codifica una proteína de 28 kilodaltons (kDa) (factor de infcctividad 

viral) que es requerida en algunos pasos de la 111orfogénesis de la núclcoprotcína viral que 

determina la inf"cctividad y/o liberación. Es el único gen accesorio conservado en el genoma 

de los LVPR que induce una débil respuesta inmune in vivo que puede ser detectada por 

inmunoelectrotranf"crencia (Western Blot). Existen reportes de que el gen vif es esencial in 
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vitro para permitir una rápida y eficiente replicación del virus en macrófagos primarios 

infectados con VAEC y que se requiere para una eficiente replicación y patogenicidad del 

virus in viVo. El;'fuig1rient~;'delectura ·abierta del gen·. vifC5006-5692 nuclcótidos) se 
- · ·• _ _o; _ .- -- - e - •. -. ,;• ~ • - - - _ -- · • -

encuentra entré loscg¿t'icspo./ y eí1'v (Saltarelli etal, 1990;' Pétursson et al., 1992; Hammche 

et al., 1995; 1-1;~~é,Í{~:;;t'~1~;J99i(i\.íurphy et ~1.: 1999); 

3.- Rev:'Cc)clifi.;ii'\:iri'~'proteína que regula Ja expresión de las otras proteínas virales vía un . :___._~·- , .. ~ . . "' - . ., 

mecaríisi'nb"p6~1::::t;..11~;;ripcional y se considera esencial para una eficiente replicación viral 

en cultivc:i ¿;¡;·l~lar.· El producto del gen rev es una proteína de 18 kDa, derivada de un 

ARNrn cl~ •}·.'4_ 1.5 nucleótidos (Saltarelli et al., 1990; Coffin, 1991 ). Esta proteína está 

invol~.;r~'cia ~~los empalmes ("splicing .. ) de los transcriptos de ARN viral, estabilizándolos 

para su exportación del núcleo al citoplasma y cficicntizando la carga en los polisomas, con 

lo que se prepara el rango completo de ARNm disponibles para la traducción. La proteína 

rev contiene señales de exportación nuclear, lo cual pcn11ite que las proteínas pasen a través 

de la membrana nuclear al citoplasma y empica su papel rcgulatorio vía elemento de 

respuesta de rev (RRE) localizado en el gen env. El RRE (7907- 8108 nuclcótidos) es capaz 

de unir el ARN a través de un sitio de unión. El gen rev es bipartita localizado en una 

pequeña región de la extremidad 5 · del gen env (6012-6123 nuclcótidos) y una región más 
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grande en la región 3 · del gen env (85 14-8800 nucleótidos) (Coffin, 1991; Pétursson et al., 

1992; Saltarelli et al., 1994; Murphy et al., 1999). 

GENOMA DE LENTIVIRUS DE PEQUEÑOS RUMIANTES 

La denotación más adecuada para referirse a los virus de MV, AEC y neumonía 

progresiva ovina (denominación que se da a los virus de Macdi Visna . aislados en 

Norteamérica) es lentivirus de pequeños rumiantes de ovinos (Gogolewski·:~t: i.1\ 1985; 

Kwang et al., 1995). 

El prototipo de los lentivirus en el caso de los borregos es el .VM"\f~Y 6al"a' las cabras 

es el VAEC, del cual han desc~ito al menos 6 cepas (K-.va,ng,éfal.Ní~~s))• .• o~ilas cepas 

:~7;::~~f ?~~~1~1=.,;t~~:::~;;:,;:i~~is~~lr~K~~t!J~1:ct·~:~::c:: 
Crawford. et. ;aL'(l 980) y. la. cepa• Có :C¡ue:;fue: áisladat;:dé;'• expl*ni:e,;'cle}timo de una cabra 

: .. <,. "::, .<;,,- ·.~: J ~::<'.. _: '.¿;~.::· · -;\ .. -.. : .. · ._ .. ;,: .;.··~ :_~;.: · ··--... ~.--;{:>~~::":·~;_'. .. :3_;h~~;f;t(f/-·'4~~}--;~.'!/:+.:fr{-=;;J~:¡·;~f-~~-~t~ '':.-·::~:-_ · :-.' - -•• 
inoculadacon)u~a. suspensión. de cer~~ro •'d~•u11;~~so:d~~ l~uéoenc:~falom1el1t1s caprina por 

NarayáI1.e(Ü1:,e,19~o) (Gogolewski é•t ;;¡;:(t¿'~k~'.}:!:,,:I:.N~·~~;:i,~;;'i'~'.t :·•,·~ 
EJ.gei:ioma dé VAEC es de 9.2 ki,lo.bas~s •. '~pr;oxi~aclame~te, al igual que para el 

VMV( po{: Ío; ciue basado en la sécuéncia nucleotidica se han construido árboles 

filogenéticos en los que se ilustra la relación genética entre numerosos aislamientos de 

L VPR. En un primer análisis, los L VPR fueron divididos en 4 grupos genéticos. Las cepas 

de VMV Kl514 (aislada en Islandia) y SA-OMVV (aislada en Sudáfrica) para las cuales 

·está disponible la información de sus secuencias completas, fueron colocadas en el grupo 

IV, esto debido a que al comparar la cepa VAEC Co con la VMV Kl514 se encontró un 

74.8%, 77.5% y 60.0% de homología en la secuencias de aminoácidos de sus respectivas 

proteínas de gag, poi y env (Chebloune et al., 1996 y Pasick. 1998). La cepa V AEC Co fue 

asignada al grupo H. en el cual están comprendidos sólo 2 aislamientos de L VPR de origen 

caprino y para los cuales solamente hay infonnación disponible de una secuencia parcial de 

poi. Finalmente los nliembros de los L VPR de los grupos genéticos 1 y 111 fueron los 

originarios de borregos y cabras. 

Sorpresivamcnte el análisis de 303 y 475 fragmentos nucleotídicos del gen poi, no 

mostró diferencias entre los LVPR franceses miembros del grupo 1 (originarios de 
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borregos), mostrando más homología con la cepa VAEC Co, que con_la cepa VMV Kl514. 

Cuando losvirus. del grupo 1 fueron comparados con VAEC Co. y·¡VMV: .• Kl514, la 

secuencia de arriiri~ácidos;pr~sentó i:ina homología de 87o/o~ a~} óoo/., )T,:'.~83~ !~ ~8% . 

respectiva~ellte:--kn'-,uri; s~gundo -informe se compararon las· ~(!di~llbias,;¡d~';ADN'de. 

porci_o.;es '~*~fifGc~~:~~Ji;:~g?:s gelles gag y poi de seis a~s•l-~~i~~~~~iii~K~~~i-~:,Y1~c 
originarios ~e-Améric:~;· Holanda y Suiza. Encontrando una' ~(!lac1?~- (!Strccha ~~tre_•(!litos 

evidencias expéí-ltnentales _ qi.ie d~i:.-.'ú~~th.:11:-~~e los borregos pueden infectarse con V AEC y 

las cabras· con:VMV, lo _que p~sibilita la transmisión intcrespecics quedando descartada la 

especifiéiclrid·.·de especie, aunque es escasa la evidencia directa de que esto ocurra en la 

naturáléza'(Pasick, 1998; Kwang et al., 1995). Existe un inf"orrnc reciente de la infocción 

experimental del V AEC en un borrego híbrido domestico-Muflon. (Guiguen et al., 2000). 

La -c~nsiderable homología que presentan los genes estructurales de los virus de 

ovino y cabra explica la reactividad cruzada entre los dos virus, principalmente entre las 

proteínas p25 y gpl35 en las pruebas de inmunodif"usión y ELISA con virus completo. De 

cualquier modo los genes env de estos virus sólo presentan 60% de identidad en los 

aminoácidos (Pétursson et al, 1992). 

Al parecer la variación de razas de cabras juega un papel importante en la 

susceptibilidad de la infocción viral e influencia la manifostación de la enformcdad 

(Pétursson et al, 1992) como se demuestra en el trabajo de Dolf" y Ruff, 1 994. Donde por 

medio de una impresión digital del ADN se observa una clara asociación a la 

susceptibilidad de artritis inducida por VAEC en cabras Saanen. 
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PROTEÍNAS VIRALES 

Las proteínas virales en los viriones -de VAEC son nombradas usando la 

nomenclatura estándar propuesta para los Retrovfrus pO,r Leis. Se denomina poliprotcína 

precursora de cnv a una proteína de l 75 kDa'-{Í:IPr.' l75 _ env) la cual no es un componente 

estructural, sino una proteína que se pr~'ij~¿;;··d~;.dfít'e la infección y posteriormente es 
- • - '., --<.•· ,.,_, .. - --· :.: • . . 

cortada por una proteasa para t"9ry:nar!~:~lj~ó¡j¡:~~eíri.,a_des~perltCiegp135yla glicoproteína 

TM de la enyoltura·_:iral _1~~<>.nJ~~~~i ir#:g::\~~~~~!:~5i gl~~o§r~~iíra: ~.~l~tl~~~n~i~ co_1~tiene 
regiones conservadás _ yvari~bles; Y:,-esiuno ~delos comp?nentes •'-d~l '.virus más importante 

que_in~~~-~er:1'l;' .•.• ~~~~~i~~~Ji~~;,.;~::i-~~~2f~~~~;~;~~~~!j~;~-~l~-i~if:J;]:;~~~~~'¡~Í~~~,:~~)t~f!.~~é~~a--
una protemade;70-kJ:>a qu¡: s~_produce en_baJos n1veles{Betoy_y '\Y~au~r:•t988)>;;-,-. :'< • •--

- Peº~~--ii~~~1I~;~¡;~~·é·.~?,ií~t\f~-e~~t~~~!~t~;~~:'T)~~~~~~L~~. ~~~-~;6tei~~-d¡;- .1~~c{ léo~ •<prr -
160 gag-pol);!de;la ¿ctrnl:'deriy~~una•proteína:de;55jkpa:(Pr 55 gag) que es el producto 

~~=:=~ \.;~~~;~~&il~~~~~i~41~~~~~::.:; :.:º:::';::~;~~ ::·:::' .. :~ 
Péturssonet al.'(l992)"mej-¡éionan _qt1elos pesos moleculares de las proteínas de MA, CA y 

NC son de lG,'::25/~ii Icba ;~s~eetivan~~n~e, y la glicoproteína de envoltura presenta una 

aparente vari~ció~ d~ ;eso .:O_oÍecular (11 O-Í35). 
- - -

Una vez que la molécula precursora de gag-poi es cortada para obtener el precursor 

de gag, se deriva también el precursor de poi del cual no se ha descrito su peso molecular 

para el VAEC. Los productos de restricción t"orman la PR (plO), RT (p66-55) e IN (p32) 

(Figura 3). 

La variación encontrada en el peso 111olccular de las proteínas codificadas por el 

V AEC con dit"erentes técnicas se pueden observar en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Descripción de las proteínas reportadas del virus de artritis encefalitis caprina por 
diferentes autores. 

PROTEINAS VIRUS TECNICA AÑO REFERENCIA 
14,15,28, 51,65, Aislado de E.U Inmunoprecipita- 1981 J. Viro!. 
105, 135, ción Dahlbcrg et al. 
140,155 
135, 92, 75-G63 lnn1unoprccipita- 1985 J.gcn.Virol. 
70,45,28, 19, 16, 1 CAEV-Co ción Gogolewski et al 
4 
125, 90, 45, 28, ------------------- Wcstcn1 Blot 1987 Vct Immunol 
15 and 

Immunophatol. 
McGuire. 

130,24 Aislado ------------------- 1987 J Viro!. Methods 
Australiano Kirkland Bat 

140, 110, 90, 66, Aislados de Geles teñidos 1988 Aust Vet J. Ellis 
62, 45, 42. 14 Australia con lata et al. 
155, 120, 70, 55, Aislados de Western Blot 1988 J. gen. Viro!. 
41, 33,31, 27, Australia Belov y Walley 
24, 23, 21, 18, 
16, 14 
135, 90, 46, 38, 75-G63 lnmunoprecipita- J. Virol. 
28, 19. 16 ción Knowles et al. 
25, 17, 14 CAEV-Co Western Blot AmJVetRes. 

Rimstad et al. 
130-135, 42-45, Aislado Frances Comp.Immun. 
34-36, 27-28, Microbio!. 
18,14.5 Infect. Dis. Vitu 

et al. 
135, 90, 46,_38, Virology. 
28 < .¡., 1.' ~ Hullinger et al 

·.~,,~, j 

1996 Virology. 
Chebloune et al 
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CICLO DE REPLICACIÓN VIRAL 

El virus entra a la célula hospedera - (monocitos/macrófagos y céfülas tipo 

fibroblásticas) por fusión o por endocitosis -rnediada~por'.recj!ptores-':í~=0glicoproteína de 

envoltura (gpl35, SU), la cual ha sido id(!ntifi~~d'.l'c?n1c>:e1'(iga11d~deÍ_yAEC:(P~tursson et 

comienzo 

de la síntesis de la cadena negativ~-'.';je_-~AJ:)~(xirál; ~~-ando esta cadena es completada, se 

sintetiza la cadena extra del ADN. :Ini~i~'.:icic)~sta siritC!sis en dos secuencias ricas en purinas 

o segmentos polipurinas (PPT); ~ri~·-:~'e'',:)b~riliza hacia del final de 3· del genoma 

inmediatamente arriba de la región U3 y la otra es localizada a la mitad del genoma en el 

final del gen poi; este segundo PPT se localiza en una sola cadena de la región del ADN 

viral lineal no integrado (Saltarelli et al., 1990; Pétursson et al., 1992). 

En el proceso de trascripción es adicionado a cada extremo de la molécula de ARN 

genómico la terminación L TR. La cápside es removida y el ADN de doble cadena es 

llevado al núcleo de la célula. Este ADN lineal de doble cadena intenuedio es circularizado 

por uniones no covalentes de los L TRs, integrado en el ADN cromosoma! del hospedero y 

entonces es usado para la trascripción por la polimerasa del ARN celular iniciando en el 5 • 

L TR y finalizando en el 3 'L TR, generando nuevos ARNs genómicos y varios ARNm 

(Coffin, 1991; Pétursson et al., 1992; Clavijo y Thorscn, 1995). 
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La extremidad S'del ARN viral comienza con una región llamada R (85 

nucleótidos) seguidapor una ~ecuéncia ~ni ca llaniadri US (78 nucleótidos) m.frmras que en 

ARN viral es : et aL, . 

1991). <L'.: ... J'· h ,.. ' '" :;:'..\ 
,,,l_'; ~ • ~~~ 

secuencias pror11otcfras;y.7sect1i!ncias ~que, iricremé~~art'; la'éespeCific_idad ;viral' que regulan la 
· . - . :.- :·: ,'.:. ;;::<'1.·;,~ !~""'n~<~ <::· ::··<~<·.::'..':::::~:-.·~. ·-;:::·.'.·-~'~ 1 ,"<- .:.:._< '._- .. ,,~-:~,:·-~:::..:--;<,;,.::~.:-..;::._:::-:::-<.,,:1 ·.>:·:.:: ~.~~- -. ~,-.:.:::_:º·,. .. ~{: ~·· ·--~.:S·-'·- • .. _:: '> __ ,. _, -. .. . . 

iniciación• y,la v~locidaa de síii~esis de ARN eri la;<.:éhíla:infcétada'(Saltarelli et al., 1990). 

celular q:::Á~Yf i~~t~f~Jd!:tt:~~:~n1;{t~¡fu~·d:1:i~i1'¡tf t~&~l¡·l~p~:~:::::: :~.~:~:2~ 
La sfiitb~fs'cÍ~ ia~ pr~teín~s 'ylralcs ~ucede una vez que es sintetizado el ARN del 

virión y 2 ARNm principales, son.transcritos: '(I) Un ARN de 35s que probablemente es el 

ARN del virión completo, codifica la proteína Gag; el mismo ARN es traducido en 

diforcntes fragmentos de lectura para producir la proteína Poi. (2) Un ARNm de 25s, 

empalmado (spliced) del ARN de 35s, es traducido para producir el precursor de la proteína 

Env, esta traducción tan1bién involucra dif"erentes fragmentos de lectura. Las principales 

poliproteínas son separadas post transcripcionaln1ente por una proteasa viral para producir 

proteínas virales maduras (Murphy et al., 1999). 

La proteína Env entra a la cisterna del retículo endoplásmico durante la síntesis y es 

llevada al complejo de Golgi donde es glicosilada y luego llevada a la membrana 

plasmática. Una fracción de la poliproteína de gag sigue la niisma ruta glicosilándose y 

alcanzando la niembrana plasmática. Junto con el ARN viral. los precursores de gag y gag­

po/ comienzan el ensamble de la nucleocápside en In parte interna de la niembrana 

plasmática y las poliproteínas son separadas durante el proceso. Posterionnente se da la 

gemación con la unión de la nucleoeápside u proteinas Env ya fijadas como peplómeros en 

la membrana plasmática (Pétursson et al.. 1992; Murphy et ul.. 1999) (Figura 4). 
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Figura 4. Ciclo de replicación del VAEC. 
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En contraste con los retrovirus oncogénicos, el ADN lentiviral . es réplicado en el 

núcleo de la célula, explicando pC>rque los lentivirus 'pueden replicarse en células que no 

~~:tf1i[Jií~t~~~~~1~~~I~~~~~[~i~w~~~~~s::~ 
Por. otro. lado,<;! 00~200'copias;'.de: moleculas· de>ADN:: hneal .de doble: cadena. hbre se 

"._' ; :· -:<: -".',\-:->):--~' :;.;.::,:}·:·~r'.:<'.~i.'.::f'.i'.:·n::,/7¡~[,- t<,;.~ .. ~»-\;:::~-X--'~'.i~,:~:,,,;:~;·:,s~::-·-~l~,~~/:·,/;,.,:_;i;:-,:;;:¿.:·;·-·-;:_~,,i-~',:,":'.··~· .... __ ·_:·-'.'; :.:~---:._~;/· .. ':· :· :-·~-= .· · <~<~··:-·. -> ·<:-·:···.:·-·.:-~~ _.:-'.'.-:.~,_: 
encuentran en celul~s mfoctadas co~ lent.1v1rus;po~ i:st? ses~g1ere qui! l!Ste a,lto numero de 

moléculas.· d~ ·~~f .':B~Eri}¿fi.~z-~:~~2i.~~~1;~,~i~5:I~$i!E~~H~~ée. _ l!si~r :~~?."1ª~·i ~~~d:,:1 ;~,rec:tº 
citolíticci. de ·Josléntivin}s/~qué no :se;'óbservri~en'c¿élulas_ infoctadas ·con .oncovirus (PétUrsson 

et al., 
1 ¿2

);eplicaCión 1i:1~f'i~~~~b{~5'~'6~f~c~~~;~~~~~- •.. po~:, Úna ,~alta ·frecuencia de 

mutaciones ins~rtriciC>.~'1~~~;\~f,~~~t~~Jf.r.Rg~1\~~!;~-~-;~i;~~~fü~~~~5· ~n····•3~ 1 ff~ • ~utaciones por 
nuclcótido por ciclo de ~eplicaciCSíl'~~SÜgiriendoTfrecuentés en-ores por la RT. Los sitios de 

:::::i::l ;e: ::~:i:td:¡~~]Il&i~í~f ~~~il~t~;e¡i~:f pf l~::n:: l::n::;oa:e:::;:.::::: 
:·-,. ,_,,.- .;,..-; 

en los sitios en los 'cuales sc.urién~los''ani:icÚerpos;~-soí~ altamente variables (Pétursson et al., 
: ·,. ' .• ·., -<·.:·· ~·· ·.-~- : '_·. -· .. · ,,.,, ".<:·:.. ; "'·... . 

1992;Murphyetal., 1999).· ' ···· _, 

Hay también un alta. f'recuenda ae r~combinaCiones entre genomas de retrovirus en 

células doblemente infectadas. La recombinación es un evento temprano que ocurre antes 

de la integración, durante la trascripción reversa para fonnar ADN viral. Juntas la 

frecuencias de niutaciones y recon1binaciones exceden por mucho cualquier otro virus 

animal (Murphy et al., 1999). 

El concepto de quasi especies fue propuesto por Manfrcd Eigen y se define como 

una compleja población que se perpetua por si misma de diversas entidades que actúan 

como un todo. El factor por lo que, los virus ARN en gcneml, y los lentivirus en particular 

existen las quasi especies es atribuido al hecho de las polimerasas de ARN que tienen 

intrínsicamentc altos porcentajes de errores y un deficiente niecanisn10 de corrección. El 

resultado es que los virus RNA reproducen por si 111ismos sus errores, el porcentaje de error 

de la polimerasa del RNA viral es directamente responsable para detcnninar el tamaño e 
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integridad de la quasi especie; un porcentaje de error bajo esta asociado con quasi especies 

que ocupan volúmenes pequeños de espacios en la secuencia. Por otro lado un porcentaje 

de error alto resulta en una quasi especie que ocupa grandes volúmenes de espacio en Ja 

secuencia (Murphy et al., 1999). 

Se sabe que el tipo de virus que infecta originalmente persiste en el animal 

coexistiendo con las_nuev_as variani.es_y~qi.i~Já.progresión de la enfermedad no esta ligada 

con Ja aparición de nuevas v~ria~~e~. EJ -'virus de V AEC presenta considerable variación de 

cepas (Ellis et al., 1987; Pasi~k, 19~8; M:J~hYet~L; 1999). 

Estavariabilidad no es solo un iri~triimento en la habilidad del lentivirus para evadir 

la r~sp1.lest1.i~murie del hospedero e_ i~c~e'~·~~;~;.y~:j~f~i="6ión persistente; también pudiera 

esta~ involri~radoen la posibilidad de ~rti~a~ l~\'.,~i;~i:iide especies para el caso del VMV y 

del VAEC;;í~' ~~e con lleva a la ide~ dé cil.l~ e~~i~ce a emerger para los L VPR no una 

cole~¡:ÍÓ~ . ~~ -especies distintas, pt!ro ~i d~ grupos heterogéneos poseyendo, un rango 

variable de hospederos y capacidades patogénicas. Esta visión tiene obvias implicaciones 

para el diseño de las pruebas de diagnóstico, desarrollo de vacunas y drogas para la 

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

1999). 

EPIDEMIOLOGÍA 

La prevalencia de la infección de V AEC varia considerablemente de rebaño a 

rebaño y de país a país; típicamente los rangos de prevalencia van de 65 a 80o/o pero 

prevalencias cercanas a l 00% se han reportado en rebaños y países con razas de cabras de 

origen Europeo. Prevalencias bajas ( 18-24%) han sido reportadas por Alemania y Australia, 

y prevalencias de aproximadamente 40% han sido reportadas en Estados Unidos, países de 

Europa Occidental y Suiza mientras que prevalcncias del 95% han sido reportadas para 

Canadá. A pesar de estas altas prevalencias de infección, la presentación de infección 

clínica de V AEC raramente excede del 15-30% y Ja seroconvcrsión puede retrasarse o 

nunca ocurrir (Rowe y East, 1997; Guiguen et al., 2000). 

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

localiza en sistemas intensivos de producción de leche. La mayor ruta de transmisión de la 
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AEC ocurre principalmente a través de la ingestión de calostro y leche de hembras 

infectadas como se:·ha ·comprobado con trabajos realizados por Ellis et al., 1986 y Rimstad 

et al., 1993:'La·:trariifr~~isióri horizontal también ocurre. La práctica.de mezclar la leche de 

varias macl~cs ·¡;~ra . :·la alimentación puede facilitar la disemlna~ión de la enfermedad a 

través d~·1~()6b'(~~~~;{·<le.<iabritos (Pétursson et al., í99:2;'R.~,~~ y East, 1997; Matthews, 
199!)): . ·e:.::;,,;•<••;••• .... :;.: .. ·<·L: : 

Otras'fueñ¡¿~··d~transmisiÓn de la enf"érmedal~if¡;:JJ~';~~~ por el proceso de ordeño 
" . . ... .. :.~/' ·~:~-:<ó:-(i:;\11t!!~' ~::;:~:::·, .. : .. ~ ·,: : ·:.: ' : · .. ' . . . .. :: ·- '. ~~,;,,_._. ,_·~·-<;'.'.1.:>; ;~~;~~?\;1;:/~~;~~:~:.;,,~~:··t){?,.:, .- ,. . 

de cabras··en,producción.de leche, por transf"erencia.de'.sarigrc,de:.una cabra infectada a una 
, ·· ····:·;--:.>;;:~:::..·"'.':~-~,.~·-:o-'.,<:-·'.·:·--~· :·· .. ·· :·· · · · ... : · _ · ·.:.: ·:.- ~.: · ·, ··:·:-0.~··~ :.:s:~~_-.-::":~·.¿_;:-.;'.:.¿,~;:,,, .. ~.::~~t:;:;;_i¡,;·..:;. 

no infectada'por.·ejelllplo a través de tatuajes~ poi,Uso;múltiple'éte una aguja. Por contacto 

:21Ii~1Éf~~i:~:tE~::~~ifí~~~f!~~!~tW;IDf;:;~:::.~~9:,::; 
La trh,nslTlisión en útero prob:ablef1lérít~· no ocurra o es eri niveles muy bajos (Reddy 

et al.; Ú>9~f K~vang et. al., 199s))E1\:':&ii-i:ís::~s. ~u; lábil en el medio ambiente y la 

trans~is'ión 'vía; pa~tura o instali.Íci6n'~s~ ¡)8~ibleÍnenfo no sea factible (Matthews, 1999). 
·' ' ," .. ' . ' - .. · .... ·- . '· . 

Recie.ntemerii:e se ha demostrado la transmisión venérea del virus de AEC tanto en animales 

infect~dcis n~turalmente como artificialmente. (Travassos et al., 1998 y 1999). 

La transmisión natural directa entre especies como el borrego y la cabra no ha sido 

bien demostrada. Las cabras infectadas con AEC permanecen portadoras del virus de por 

vida y muchas portadoras asintomáticas pueden estar en los rebaños (Pétursson et al., 1992; 

Matthews, 1 999). 

SIGNOLOGÍA CLÍNICA 

El virus de la AEC causa una poliartritis degenerativa crónica, 111astitis indurativa 

aséptica y una neumonía difusa progresiva intersticial en cabras adultas; así con10 una 

leucoencefalomielitis paralítica en cabras jóvenes. La prevalencia de la infección es arriba 

del 81 % en cabras lecheras de USA y del 70% en Suiza (Zanoni et al., 1992; Reddy et al., 

1993; Kwang et al., 1995). Esta enfermedad se caracteriza por un curso lentamente 

progresivo con solo un poco mas del 40% de cabras que llegan a presentar artritis, mastitis 

subclínica crónica y neumonía intersticial. 
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En contraste con los ovinos la artritis es la manif"estación clínica predon1inante de 

esta enformedad causada por la· infoéción de lentivirus de cabra~~. L·a · enfonnedad se 

desar1-011a: 1en~arne~t6: y. usua1n:ie11fo ~ilarece~~A ar1i~1a1i!s ~fdü1to('i:f~~2.'~ 9 iifios de edad 

presenta;1cio ~<los· siS'Tlós ·· irrip6rtaTlt6s >~it~· s;;li .eí '~llrs~r sin fiC:í?r~~: Y:.~~{J:l~!ci~·~ e1 apetito 
(Péturssóri et"at.{i.9~.2). ' <.·; '. './ ,: · ··· '.. '<'.:,,;· ' · ;7·; ec\• .. , . ./{} ·· 

,. , · ... J?n aÍ~n~~ anit?alc~s, !~·~~~-f~~~~~.~~:.~f~~.~~~:;~~l~:~~~~k~;!~~~:~i.~?~~:~~~.~~~r~_() ,es 
crónico con episodios·de. manifostaCiones)1gudas; seguiclas¡pcí_r'.i-eíTiis_ió'rics::1Li'{ seyeridád. de· 

las cojeras es ~ariable, :~e~d·o ~lc(~'icri'~~¡~¡f¡·d~ie~:éÍói~~:'~~f;~~g:rr~~i~~td~~¿~~~,~-¡~{í"~~i¡'.¡,al, 

:::.~~::,~dual de la =Jd;~;~~~~:1~~i~¡;¡~j!f f;á~G1!f~ií~~J@kd, 1991, 

Los animales con, avanzada ;;;,artritis ''"pueden'.:'fi'.'p_res,entar.7<deform1dades de las 
• · .':.- -::};:)~1>;,';!:':?~)'r:.-.~:~ .. :., ~-'! ..;'.:¡~;:"I'i:r; ·~~;.;::i.;;,<:.'.;~ ~: ~'-"/·'~:_,ir;,tr:·:~;-:~::ifr~r~:.}h~{:.'-.<. ~ 

articulaciones y contracturas al f1~"!º!1(1[1~~·5.~()~~~~-~_ci•.~3:",d~;}(l;J1~'.1,C:~C>.~, de las extremidades 

y cambios degenerativos ql16. i~e:ín:,;g;:;-''iiii:iri;;fi:íi~1~Ei6'ü}~/~ig~¡g~~<l~:.1-ii superficie articular 

(Me Guire, 1987; Nazara; ~,~? 1}¿f:;~~;,tf:~~8I:{t •• ,¿,,,. ';':';i'~;~:~;s::; , , · -• · 
El virus de AEC: afocta , .. todas·;;;1a:sj::mem ra'nri~';:~·¡¡.;oviales incluyendo la de las 

articulaciones, tendones y l:n.i~s~; prC>ciü'di¿¡:idÓ J~if~·¡~60Íti~"~rónica progresiva y artritis con 

exceso de fluido sinovial. La ~rticulaéióh' c~r¡l~'r (rc;;clilla) es primeramente afoctada 

observándose aumento del grosor; Cualquier ofra articulación puede afoctarse, 

particularmente· la de la paleta, rodilla del miembro posterior, corvejón (tibio-tarsianas) y 

menudiHo. La'.bursa atlantal y supraespinosa con frecuencia aumentan de tamaño después 

del curso. de la enf"ermedad (Pétursson et al., 1992; Amerighno et al., 1993; Matthews. 

1999).· 

La enfermedad neurológica en las cabras se observa en anin1ales jóvenes de 2 a 6 

meses de edad, seguida de un curso rápido con sintomas de paresia y parálisis; Las cabras 

que so'n ligeramente af"ectadas pueden sobrevivir y usualmente desarrollan artritis 

posteriormente; algunas veces Ja cncef"alitis ocurre en animales adultos. La neu1nonia 

intersticial crónica puede ser encontrada asociada con inf"ccciones lcntivirales en cabras, 

observándose disnea. La 1nastitis indurativa crónica se observa en cabras infoctadas con 

VAEC y puede afoctar la producción de leche (Ellis et al., 1988a; Ryan et al., 1993). 
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PATOLOGÍA 

Los cambios artríticos en' cábras están asociados usualmente con el epitelío sinovial, 

cavidades, articulaciones, -.~ai.né:Cde "tendones y bursas. Las articulaciones: .af"ectadás 

aumentan de tamaño po~ cngrdsaliiiento del subcutáneo y Ja distensión de';J·a: cápsula 

articular, con incrementcid~¡·cfi~cl·i}~kii'.io~ial; hay hiperplasia del sinovio co.:i pr~tu~iÓr1 de 

~~E~~~ir~ill!f lil{I;;i~~~?¡¡¡~~{lª!~:::~J 
algunas vellosid~d~s>¡En :casos~·ay¡,¡nz~dos'~ Já~;: Je~1ones; .~on;:m~s '.'degenerativas que 

;~;~~~~T:~~~:21s~rrfii1~t~~w~~~~~~~0~:~~:i~?~.:: 
1 991; Pétur~son et al., .. 1992); . 

Los· pulmones ·soh:•rrias pesados de Jo norrnal y no se colapsan al removerlos; 

Microscópicamente ~e· C>J:>se~a .engrosamiento del septo interalveolar con infiltración de 

células ino~oniicÍc~~es', hipc:irplasia de las células del músculo liso y algunas fibrosis; Jos 

alvéolos se er1cueriÍ:~r1 obliterados en varios casos. Folículos linfoides perivasculares y 

peribronquiales con centros germinales activos son una característica común de neun1onías 

lentivirales, .una característica importante es el incremento de nodo linfoide mcdiastínico 

con cambios hiperplásicos (Zinnk et al., 1987; Pétursson et al., 1992). 

En el sistema nerviosos central las lesiones consisten de cambios inflamatorios de 

células mononucleares multifocales más pronunciados en localizaciones subcpcndimalcs y 

perivasculares; nódulos gliales se observan en casos severos de necrosis. lnflaniación de 

meninges en varios grados, el plexo coroidco es a 1ncnudo lentarnente afectado con 

formación de folículos linfoides con centro germinales. La desmielinización es 

comúnmente observada con destrucción de axones (Nazara, 1991; Trigo, 1991 ). 
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En el cordón espinal la lesión es principalmente alrededor del canal central, pero 

algunas veces las áreas de desmi~Iinizaciónse observanensegmentos los cuales se parecen 

a placas de esclerosis múltiple de: hun1anos cNa~aj~;· 19~ 1; Pétiirsson et al., 1992). 
~;_:· -:-:: - _:_·;: ~,_ 

PATOGÉNESIS , ,;,,:;.º '.:;,':~_e:· ' <~':, · ,,': '::•. 
. . : : ·<~<~,.. ... .-- :·::· ·: ·- ~: L~ e H~~~: ~>·:~'.~~:.-.:.~::~~~::: ___ -~:>~~~:~.J--i~1-<\·;~ .--~_:.;.~-·;, ·,:::::~-~-~ : ... : ._ 

Como ya sé inenciOnó'án-teriorrnentc:Ja··mayor·rutá'de'_transmisión de la AEC es a 
. : _ - . ,:' -;~ .. _~f{t.2 : ':~·~ .. r');;~ic:.~::\:~~-:;-,::-e.::.~;~~~¿_i,t:;_~~;:,,.~-g~~·f.0~1;~;;~~:+it~S~?? . .: :"~:,·?;~:ü;;..;,':.::::,..;.~~-~~ g;;-:·~\:'ft;;i,:.:::: i. -•. · .. • -

través de la. ingestiónJ.de(calcistro~y'le~he~a~I1qué?~l~sitio;primari~'de replicación aun es 

:::7;:'.:.~º· ;' ,'::Jl~;~I~i~ii~~fi?~i;~¡~!~~¡;¿~;;;;;nal parecen m 'º' 
La principal :e-él u la hospedera:·de:'AEC:son~célúlási dé.: lá' línea monocito/macrófago, 

• ~ :;;~.-.:~ ";~ '::5 ·:-~'.~~::1:-:~1\·'·i;~.f-~·f:,:_::~'.;.:~i:~·~t~·"·:::;:,:.¡~;-'.;?'~t:'"~ ~~-·;:z1~(; ~<:'{f:'l.:',:.-} __ ~;:_·~ 0J~!'~~7 \2't~:-;: ·;::;:~:.< ·.·.} ·:·.: ·- '._.. • .. • 
los monoc1tos': llevan·:el •genoma"deJ,y1rus;pero;·no·pcrrn1ten ·Una 1nfecc1on productiva antes 

.... : · ,- .... "~-:~':-'· :. :::. 1//:\:_¿~-::.::~- ~'\:··~~~-'.,~·:¿?:?-:S:~~i-'--."\-'.}{.J-5;~, ;tJ~~.L:<.fr!;:.1~-'-~-:~~,.:?:.~::::z~rr~~,;.~::,;(1_7" -~-r_.-r~:: ·1-:: ,-;- • 

de que migren .a- los,;,teJtdos:y m_adú.ren :en triacrófagc:is>'.- Estos monoc1tos han sido llamados 
. , -· .. ·._.:::. -,~·;-:..-::: ~,'.· ~;;._:<~ ~ :~~;t,~'.: .. ri;,7';::.·:;-i:f.f::,::~:-~.i~§:-~;,_.1~~;.~,~[l;:f~~z:"·:: <i/"\!::::.\'.:~t~~:;:.,·,~>tr~,:}-t~ >-?.'.·~~-,~ .. _, 

"Caballos: dc ,.Troya~~.·por:~sú';pápel':'en•.laBtián.sportación'del. virus sin que se detecte por el 

sistema ihrilli~~5J'Jff1:~;;~jt~FJ~~'j¡:;Y.fg8'6'i~;}f;i;¡\i-'i'é;i'ii~¡{;i;t~ri~ocitos y Ja falta de infección de 

::::;:i:~~~~~~i~i!~f i1~a~ts1,~~~~t: .:º .::.:::.·~:::; .~º~::~.== 
que los L VPR'que repliquen-·éñ altós'.títulos en nodos linfoides (Jackson et al., 1991; Turelli 

et al.: ~9~?;:Fé,r:;;¿{~~~'.~f ~f:'~)·~:~,*~~/' .,.. . .. 
·,·· G7.".e.~a.~.IJ1':~~-e,¿~l¡i(e,i;trategia de los LVPR parece consistir en bajos niveles de 

replica~Ú>n31i:>~dli'ri1?6~it~,;l~'~~tlrnulación de una eficiente respuesta inmune (Coffin, 1991; 

Peterhans ei'-~iJ-.-~;{~9~)· c~mo en la glándula mamaria, la cual es importante para una 

eficiente tnms~isión _ª_ la progenie. Además, los virus pueden también replicarse en el 

pulmón, lo cuaf es importante para la transmisión horizontal. La capacidad de los V AEC de 

causar Jos diferentes cuadros clínicos puede ser por un sin nu1nero de razones con10 la 

variación de cepas, factores predisponentes adicionales o por factores de respuesta del 

hospedador (Ellis et al., 1988). El papel de la replicación en tejidos que son irrelevantes 

para la transmisión viral es desconocido. En particular. la artritis observada en cabras 

infectadas con el V AEC puede ser irrelevante para el éxito del virus. Esta aseveración se 

basa en la observación de que aproximadamente dos terceras partes de cabras infectadas no 

desarrollan artritis y por lo cual no hay evidencia de que los animales artríticos puedan 
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transmitir el virus mas eficientemente que su contraparte asintomática (Pcterhans et al.. 

1999). . . .. 

También ·se· han . éncóntr'adó muchas' céJÜJas con trascripción viral en áreas 

inflamadas d~I sistema ?én;i~~o{l::~J"l~ral; p~im6nes, articulaciones y glándula mamaria y de 

las cuales Ja mayorí~ fuerdri 'idéni:ificadas corr;¿, macr<)fagos. ARN viral también fue 

encontrado en células en'doteHa.lc~. células sinÓvi_al(:s. y _células epiteliales de criptas 

intestinales. tubulos renales y f"olículos de Ja tiroides (Pétursson et al. •. 1992). 

INMUNOLOGÍA 

El V AEC causa una enf"ermedad inmuno~ediada .n'? supurativa; considerándola el 

análogo a Ja inf"ección de VIH; debido a que no deosarrolla, ünif"ormeménte una enfermedad 

clínicamente aparente y es una dicotomía la re~pG.;stitiri~u~e'a.i~ ~lic;o~roteína SU y TM. 
·-· -······-· '"-·-··,-·---. ..... :---. ·' 

El VAEC no afecta linfocitos por eso es que'n~ sci'.ob~erya'irtrni.mosupresión como en otros 

Jentivirus. La SU del VAECe~ta.ligadaa·J~-il1~~~~~ci'ó~~-.. '~ed~iulas de membrana sinovial. 

~h:~:~ ::.~~:;~z;;, :~:,?;;,1r~:~i~~l~tr~i.; 1 ~91; Pc<c<han' e< al. 1999; 

Las cabrás persiste11t,em~11.t7:·i.i;tf,<:P3.~~~ por ,iJll período largo de no-progresión tienen 

relativarrie.nteún,a bája carga viral yper_fjles''i11rhuriológicos consistente con respuesta tipo 1 

(celular)deofinida pÓ~: 1) títulos dé~~.;tid{ic..Pos relativamente bajos a SU y TM. 2) 

inclin~ciiórt:d¿; id~puesta a IgG2 á Ja sJ.' ;;3) una subclase dominante de linfocitos T CD4+ 

carac't~ri~~clo por. una expresión. ge~étida diferencial de IL-2 e interferón gamma (IFN y) 
. : . • . ;. . e ~ 

prodúCido principalmente por células asesinas naturales activadas por Ja IL-12 derivada de 

células. preséntadoras de antígen~ Jo que por consiguiente promueven las funciones 

inmunomediadas celulares (Pcrry et al.. 1995; Checvcrs et al., 2000; Bcyer et al., 2001 ). 

Por otra parte la artritis esta asociada con una relativa carga viral alta. una elevada 

reactividad de anticuerpos IgG 1 a V AEC en suero y 1 íquido sinovial y respuesta de 

linf"ocitos T th2{respuesta inmune humoral) a proteínas de envoltura y transmembranal de 

VAEC. La respuesta inmune tipo 11, refleja la activación de linfocitos T tipo 2 que 

producen IL-4 y promueven una prolif"cración de células B antígeno-específicas e 
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inmunoglobulinas de la clas.e JgA, JgE y IgG 1 (Perry et al., 1995; Cheevers et al., 2000; 

Beyer et al., 2001 ). 

La extensiva hi~crp!asiá c~rtical de "noaos IÍnt;°óicles r~gibÍÍa~es y h1'forritacion de 

::::1}+4t~[ti~iiitif !i~ltil~ilS!ll~II~;;~ 
neutralización de . epi topes· de Iá: p'rotdna 'de:'supcrucfo;·:estaskvariiuíte'Sf:caús'an:; que; en un 

• , • •• ·'·: --- • • .: • • /~:, ·-~--··.1.-~: ••• • -~·.r .... -/ ·'>:/,.;_::~\~-:··~:·f·¡.···'t~:.~::·:~;~~-· J ;~-~/· 0i.:·.- ·;:¿.-:- ~: ;_,; i· Yx;:.-).~,t-'.~_:_:-;- .. ,:'.·,:;~:·,~;:;;~:~~,:.::.,.:;:~f.:~+;_:;.;-::r~~·~::~:~f.;;::~~-\~fo;:. '·-~- ~( _; -:· ~-
ammal infectado n~ .• puedan i'neutralizarse 'P()r'·ant1cuerp()s rnre:-~x1stent~s·rp~~;·act.1vidad 

gf ~~:?~~IS:f S~l:~)l~~~i~~J~:~~:~f.~=~~~~ 
la variación se da entre los §y los ft\\;'¡~;~~,~~~~iíé~ de este mismo período de incubación; 

donde el virus que infectó primeratn'eritl·.; •lbs· virus variantes coexisten en la cabra 

infectada (Ellis et al., 1987;:J:.lchtenSii:iger et ~L •. 1993; Peterhans et al, 1999; Rimstand et 

al., 1993; Knowles et al.; 1990): 

Los anticuerpos: á p28, p25 y p 16 (Rosa ti et al., 1995) del V AEC persisten en el 
- ·'--· ·-· . 

suero de muchas:.cabraS infectadas una vez que desaparece la inmunidad pasiva y es la 

forma de diagnóstico básico; aunque anticuerpos a gp 125, gp 90 y gp 70, también se 

encuentran 'en suero y fluido sinovial, la concentración de anticuerpos a gp 125 y gp 90 

excede por 100 a 1000 veces más que para p28. Esta alta concentración de anticuerpos en 

fluido sinovial a gp 125 y gp 90 correlaciona positivamente con la producción de una gran 

cantidad de anticuerpos IgG 1 en el sitio (Me Guire, 1987). Esta respuesta de anticuerpos a 

la gp 135 {proteína de envoltura) y TM se ha observado que correlaciona con la severidad 

de la artritis, por lo que la prevacunación de cabras con V AEC inactivado permite altos 

niveles de anticuerpos contra GPI 35 empeorando la severidad de la artritis (Me Guire. 

1987; Knowles et al., 1990 y 1991; Vi tu et al., 1 993; Pcrry et al., 1995). Dado el precedente 

de autoinmunidad en las infecciones Ientivirales es posible que la artritis inducida por 
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V AEC pueda ser argumentada por un cpítope mimetizado de cpítopes sinoviales del 

hospedador por la proteína de envoltura de VAEC (Davics' et aL;·'l 997). 

La segregaéióri irirriúnológica de cabras infectadas con. y AEC asociada a la: carga 

del virus y el estado clínico sugiérc una estrategia de \;acunáéió.:; para' 1ii /esiricción de la 

ª;;T~fi.?A~j0I·:~;ff 2~~f iiilif íf ~~~~~~~r~g 
esta respuesta inmune (Checvcrs et al.; 2,000)i-C '~:·'\'''".'"' . < ,·r·"''::; .. ;:;;\. »/> 

Las cabras naturalmente infectácÍ~s .¿o¡;"vkc ·'ticSnen úna;pobrc· proliferación de 
• _ -- , · : .. ··- _ . . ·- .- ·: ., · .. - ,_ .--~·;: __ ;.: .. -:::,-./::·~:;,:.·):_:_~¿\;""~:·)_~:;:¿.-;;:}.;~{;::~~r-:'í,5~~.'"/-~.·-~tJ.:::,··:"'. ::" ·-.-~ ~ · 

linfocitos ,en rcspues~aJn vitrq;. ~olo,~L42~:de.cabras;naturalmente infectadas con VAEC 

:::ioc;:ª;:si:f:~:::~~'2:~:j~~i~§~~ffjf~~~~~~~''lr::n·::1:~:: ::s::.:~r:ep:r~f:~:= 
(CMSP) en cabras infectadas es un. indi~ridC>r cié que estas fueron inmunológicamcntc 

cmnprometidas, por lo que se sugiere que las cabras infectadas desarrollan infecciones 

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

MÉTODOS DIAGNÓSTICOS 

CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL DIAGNÓSTICO DE LENTIVIRUS 

Cualquier cabra seropositiva a las pruebas de AEC esta infectada de por vida ya que 

los anticuerpos presentes no protegen contra la cnfcm1cdad. solaincntc son indicadores de 

la infección que persiste aun en presencia de anticuerpos ncutralizantcs, 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 scroncgativa no puede considerarse libre de la 

infección, por que las pruebas en la actualidad son poco sensibles para detectar el periodo 

entre el momento de la infección con el virus y la scroconvcrsion (producción de 

anticuerpos detectables) el cual puede ser muy prolongado. Los cabritos infectados al 

nacimiento tienen niveles detectables de anticuerpos calostralcs por lo menos 2 O 3 meses. 
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pero pueden subsecuentemente reaccionar negativos a las pruebas hasta que seroconvierten 

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

resultados seroriegativos C)'sei'Clco_n\fel"tir después de un periodo de estrés (por ejemplo el 

parto). Probarlas ánte~ dé.1il'¡:irl.:fi~ii,ci'lle~esariamente asegura todas las madres que van a 

seroconvertir después cÍ¿l !jri-..i6·:1a~;;·:cu~le~ son una fuente potencial de infección para sus 

crías (Matthe~s·Ar:tií?,f,~~~·ft2:J~;:~~;~;i:i~~·~·,\ .. , ·, :.. . . 
Los niveles·defanticuerp6si'{>uederi•follar con el progreso de la enformedad, aun con 

· --:> -. : .. · ·:<~:·~::::.;~:::: i~~~~~~-"::::,:;}~·;-':: :,~!~:;)1,,;;~,};;;}:;~:fj{:J.: >L:.oi-·. · :,·\,>,'._ . ~ · ·. . . • • 
un cuadro clí~ico declarad~;losani~alespl1ede1·1 reaccionar seronegat1vos. 

··La~.P~~E~~j~tií~kr:~J~~~~~~~~!~~i~I~~i~~~j¿~~~i,;~.l~~··laboratorios especializados pero 
no para tamizaje''dé,rl.itina;'~cómCl,son·:cFaislifrnfonfo\'viial a partir de bazo, nodos linfoides, 

sNc, ~i~i~~~~~~:*~~trrJ'~~j~~*~f:~~;;~~·ri~1~~:1~irJ~.~!W~~~'puede aislarse de leucocitos en 
cocultivo cori células: permisiblés:··EI :interitái'teLaislamiento del virus a partir de leucocitos 

. -. :_. . . >~"-. ~>:;,":::;:,/'.~!'.~".,:'.'-·1.;_L--./~:.,;:. :;-~~;;_','~?;:;<>~:-::;;;2$~.:: :~~+~~!~1:::t;:::::~~;~{J~~};~;;:2~1~ ,:;:-·:~~:',:·.-,. ·. :·: ~-- . 

no siempre 'es·• positivo. en ·.animales·, irifoctadós' por: consiguiente un resultado negativo no 
'. :·_: ·· · -, ':· .<,\~«':.; ,.,:::!,?.> ::· (_:\!<j.·;,~~;=<-.:7:< ,':?::.:- -~-;~:·~•.:t·l}~~:T;'.?:·-;-t?'~t~_t~.o~~,~¿,¡:/,::-'.-'(/: .::· <, 

siempre es confi¡ible (Pé~rsson'et~l.',::19~2;·,Matth~ws, 1999). 

reaccio±?~n81t~~J~1Z:J.:f fiti~t~~~i:~rt7c~:~:t:º:~:e:i:~~:c::~::e:nfa~:ª:u:::d: 
reacciones negat:iyaS'f~i_;,·(). ·se elige los. iniciadores adecuados. En general, la repetición de 

. --·.· '~ ·~,,_::,';;,-.:-·, -;'·. _ .. •' . ",, . 

las·prue6as':e'~.:reéonierldábledebido al tiempo tan variable que requiere la seroconversión y 
--·· _· •• ¡~ l:·- :.:,.> - ' .. , 

que en· algÚ~as ·c.ai.;ras)á respuesta de anticuerpos es mínima. Muchos animales infectados 

puc;;de'ri~~C::a' ~~h.ibir signos del síndrome de V AEC (Reddy et al., 1993; Clavija y Thorsen, 

1996). 

El.éxitC> en el control de la propagación de la infección de VAEC depende en gran 
, -· -_- ·,·. -· 

parte· de. la detección temprana y remoción de animales infoctados del rebaño para lo cual 

existen dos posibilidades para diagnosticarlo: La detección de anticuerpos específicos 

contra el virus por pruebas scrológicas y el aislamiento del virus o la detección de la 

presencia de antígenos virales específicos (Reddy et al., 1993; Clavijo y Thorsen, l 995b ). 

Lo ideal es que el diagnóstico de la AEC se base en un análisis completo donde se 

considere por lo menos dos de los siguientes aspectos: Niveles de anticuerpos en suero 

contra AEC, signos clínicos, lesiones postmorten, cambios histopatológicos, aislamiento 

del virus de células sinoviales o de cerebro {principalmente en fases tempranas de la 
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infección y en animales que están infectados pero presentan poco o nada de cambios 

patológicos) o confirmación del genoma viral y la toma de -placas radiográficas que pueden 

determinar la severidad o progresión de las lesiones artríticas en fomrn individual y 

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

EXAMINACIÓN DEL FLUIDO SINOVIAL. 

Fluido sinovial café rojizo con un gran número de células (1000 a 2C>oo 'i:::él~lasÍ~I) 
principalmente células mononucleares (cabra nonnal menos de 500 cél_'úlastfiíÚ~,~~í como 

contener restos de fibrina y presencia de anticuerpos (Matthews, 1999),·;_ '\ :;\;cr,, .;,_ -

EXAMEN HISTOLÓGICO DE ARTICULACIONES. 

Infiltración de células mononucleares(macrófogos, linfocitos y células plasmáticas) 

subsinoviales, hiperplasia o hipertrofia vellosa sinovial, áreas focales de necrosis entre la 

membrana sinovial o alrededor del tejido conectivo (Pétursson et al., 1992; Matthews, 

1999). 

HALLAZGOS MACROSCÓPICOS POSTMORTEN EN ARTICULACIONES. 

1-liperplasia de membrana sinovial con engrosamiento fibrosis y en casos crónicos 

calcificación de la cápsula articular, tendones y ligamentos. Reacción periosteal con 

producción de osteofitos pcriarticulares. Enfermedad degenerativa de articulaciones con 

ulceración y erosión de los cartílagos articulares y destrucción del hueso subcondral. 

Los órganos blancos principalmente afectados incluyen, pulmones, nodos linfoides 

mediáticos, sistema nervioso central, glándula mamaria y articulaciones (Pétursson et al., 

1992). 

PRODUCCIÓN DE ANTÍGENOS EN CULTIVO CELULAR. 

El cultivo celular es muy importante para la producción de antígeno que se utiliza 

en las pruebas rutinarias de serodiagnóstico del VAEC. Se puede utilizar antígeno viral 

completo de ovino o caprino de una forma cruda o parcialmente purificado, el cual es 

producto de un cultivo de tejido que por lo general es tedioso, caro, lento y con una 
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replicación de los lentivirus en bajos títulos (Reddy et al., 1993; Kwang et al., 1995). 

Produciendo una mínima cantidad de proteínas virus-específicas que son frecuentemente 

contaminadas con proteínas celulares; esta contaminación es una fherite-_ pC>tehéial ·_de· -

reacciones falsas positivas. De acuerdo a la oficina internacional de_ epiz~C>~i~s~I~-f~1l:a de 

disponibilidad de la cantidad y calidad de antígeno virus-específi~(): h~:; i,:;;p~didÓ el 
-<·.·' 

desarrollo de unri prueba sensible y c_osto-efoctiva para la detección de anticuerpos 

específicos c~ntraYA~~(K~v~ng_~tal.; 1995; Simard et al., 2001). 

Recientemerii:'7 P'r8teíl1'as:vif¡¡les,re"?:ómbinanteshan encontrado su aplicación para la 

detección dee.anticu(;i-'pÓ~-~nti~i~alt!s de l~ntivihis, en contraste con el cultivo de tejido 

convenciori~Í ·;y)~:~~l~clci~"~~:;~Gi'ifi;a:cl¿n;.\a~ téé~icas de DNA recombinante permiten una 

eficiente produé:éióri de grandes cantidades 'de__:proteínas vírales altamente purificadas, 

específicas y ~cC>nómicas. L~s proteínas re~ombiTia~tes lentivirales ovinas se han producido 
' .. :;.· . . '. 

en sistemas de expresión bacteria] como es Escherechia i:oli; este es un sistema que provee 

una abundante y elevada pureza (puede existir;_coniaminación por proteínas del vector) e 

inmunobiológicamente útil para L VPR (Kwang eí:'~i:, i 99S; Rosati et al., 1995). 

PRUEBAS SEROLÓGICAS. 

La detección de animales infectados con LVPR en todo el mundo es realizada por 

pruebas serológicas como la Inmunodifusión 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 preparación de antígenos de lentivirus ovino son 

los mas ampliamente usados en las pruebas serológicas para los L VPR (Rosati et al., 1995; 

Pasick, 1998) 

Las pruebas serológicas (principalmente ELISA e IDAG) tienen el problema de 

validación y estandarización, lo cual se puede hacer con métodos como el 

radioinmunoensayo o el inmunoblotting (método exitosamente usado en la validación de la 

ELISA para la detección del lentivirus humano). Se reconoce que el inmunoblotting es más 

sensible que la prueba de ELISA y por lo cual permite el reconocimiento de reacciones no 

específicas, minimizando los resultados falsos positivos. Concluyendo que la 

inmunodifusión y la ELISA indirecta se pueden seguir usando para el diagnóstico 
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serológico del virus de AEC por su aplicación práctica, siempre y cuando se combine con 

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

INMUNODIFUSIÓN. 

Esta es la prueba más extensamente usada para detectar anticuerpos contra L VPR y 

esta disponible comercialmente. Este kit puede usar como antígeno el virus de la neun1onía 

progresiva ovina (VNPO) o V AEC, aunque se ha demostrado que la prueba que usa VNPO 

es de limitado valor diagnóstico para VAEC, dado la baja sensibilidad que tiene comparada 

con una pruebade IDAG basada en.el usode VAEC. La baja sensibilidad se atribuye a una 

divergencia entr~ las prcit~ih~!i;ct'~'~rii (2~%}y env ( 40%) de V AEC y VNPO. Otro aspecto 

relacionado 5oríJa' baj~.~ár'i~ibÚida'ct\~squeJá IDAG requiere la participación de múltiples 

~~~~~~ll~~~fif ~~fü~~t¿:f~;~~~~~i:~~~~~:~:~~§ 
económico./y'e.ficlente,~·reduCiendo. ei. costo: de. próducCión. en aproximadamente 20 veces, 

permi~ie,ndo'.>tjt~·>§i'i,:scilo, técnico pueda . mantener los cultivos en producción con 

aproxirn~d~fué~ie:":(2.o'1itr0~. de s6b~enádant~ de cultivo/semana (suficiente sobrenadan te 

para 25,ooc>'Jrt~b~~cl~;IDAG) (KÍrklaÍld y Batty,1987 ). La combinación de la proteína 

interna p:Í4}'p:2s~Íri.;g~Ji30y.J~ g~l~5 mejoran mucho los resultados serológicos (Kirkland 

y Batty, 1987; KnowlC!s et al., 1994). 

PRUEBA DE ELISA 

Las técnicas inmunoenzimáticas (Enzymc-Linkcd lmmunosorbent Assay) (ELISA) 

presentan las características de una alta sensibilidad, especificidad, rapidez , economía (los 

productos utilizados tienen una larga vida de anaquel). posibilidad· de hacer estudios de 

grandes poblaciones en un corto plazo, sencillez, no precisa de instalaciones costosas y 

existe la posibilidad de automatizarlo. No obstante que las técnicas inmunoenzimáticas se 

comenzaron a desarrollar desde 1966 por Avramcas y Uriel, en los últimos años se han 

comenzado aplicar de forma generalizada. El ensayo inmunoenzimático ELlSA, se basa en 
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el uso de antígenos o anticuerpos n1arcados con una enzima, de forn1a.'que los conjugados 

resultantes tengan actividad tanto inmunológica como enzimática~· E~tandc:i . uno de . los 

componerites,in~o_lubiliza~fo-_s()bf~. un sopOrte; -e¡ co~plejo_)inct~geño~atitiªu~i:¡)o qued:frá 

inmovilizad~•y por tanto pod¡:á fáciÚnente ,ser. ~evelád0,'n1ediÜrite;lá acli~ióti}i~'~n-l>Ubstrato 

:::::;~·l,i~~~ij~i¡,j~~~~~i1 ;f;~~€·~~¡~f í~~i~!ti~i~á;.: 
reacción 'detectada·_·dei :•producfo ·es proporcional, a, la cantidad{dé~enzima•.unidá ··al'antígeno 

·. · . · ·e ' ·~ ~' · -· · ·- -·.> •• ·>_.;'::~: .· .. , ' ·- - . ·-'> .. ; ·- .1.> .:~:: .·~·~·::-,~~~>'.:.::r,?;~,:?~.:4.}~~:::·-~,5ir::S~->;~~~:,~_'.;.f.:~;:-.':,4~~'";f:.'·:./,:-.~:.•.·'q':~··:.'. -·~:i. :..._,>··: 
retenidd ~n la fasé •sÓÜda; .' Lá cantidad de ántígen(.l :vi~~l{esfdete.rniináda;'por;·;:él '.g_._-·rado_dé 

actividad. enziíriÓtÍc~ .• :d~•· Í~ · muestra_·. a ~r~bru-.:'c6~~·gri~~:;<l~K~'6~-tf¡';;~;-¡~~¿¡~idE'!~;~e~;unas 
muestras· cc>1:11~6í'e;;'.¡;~sitivas: y ~~g~tivo~ -~~·~~;:¡d~i6;'i(s'~if&li¡;:i~'St~¿~f'i{¿::¡ii8~fü~ri~: 19s7; 

Ternyin~~ ;·¡~ilifuea~~:·; 98~) .. •·" .. · ;· :: :i:'. -~-'.~>"i~;'~·l=;·i,?tij~-~}t;~y: <;; · ,._ ·.· -~/ . ' ·.. . 
. io~ ti~os_\i'i; ~L:¡~A:''s;;-: ;íJ.e<l~ri ~1iisi.fiC:iir> ;;·r.·ru'üc'ióri del reaC'ti~o · ri1arcado y de 1a 

finalidad par~_ e! c¡~;~,s~~ ~i~li~~:d~?~~-~[¡;~·1:::!~:tL-- )~· · :>: · .. 

- ' , "' .·_-_" ~;1·-. ·: ··~ ELigA t-'Í~direct.;, 
Anticu_ey~os mru-c,ád;s -~ ~,, :~ ~:~[:~~~ :i>~ble sándwich de anticuerpos 

· - -' "-' -: '-< ' ',-_ .- ·: ~~ -EÍ...ISA '_Indirecto doble sándwich de anticuerpos 
; -~" . : ' ' :~ ~' <-. -_,. 1 - - -

Antígenc>s·n1-~~~~Q~f~~~~rI~t::::ició·~-
ELISA Indirecto, doble sándwich de anticuerpos, indirecto 

doble sándwich de anticuerpos y competición. 

DetecciÓnd~'~ntl~uerpos {ELISA indirecto e indirecto doble sándwich de anticuerpos. 

y su cuaritificaCión 

(Sánchez-Vizcaíno y Carnbra, 1987; Ternyinck y Avrameas, 1989). 

32 



ETAPAS BÁSICAS DE LA TÉCNICA DE ELISA INDIRECTA. 

1.- Tapizado o adsorción de antígenos: Las microplacas son el material más adecuado y de 

mayor utilidad en la actualidad que pueden ser de 96 pozos o más o en tiras de poliestireno, 

polivinilo, polipropilcno. Los plásticos usados para la preparación de microplacas son 

generalmente de naturaleza hidrof"óbica, así como la reacción de inmovilización de las 

proteínas en estos plásticos. La fijación se realiza_ con amortiguador de carbonato a 37º C o 

a 4° C (siendo los resultados finales más repetitivos cuando se adsorben antígenos). Cuanto 

mayor es el grado de pureza de_ los antígenos, mejor. son los índices de especificidad y 

repetibilidad de, resultad~s- La pcrdicl~ ~e·~pít~pes''O los .cambios. de conformación de los 

:;::::::~~;~~:~~~~~~~i~Wf 2~f~i~~1¡~~@li~]0"~ ~c<o~ oue puoden 

2.- Conjugados. y·, s:bstra.tos:;Los'. conJ:1gad~s;.n1as ut1hzados scm ._los anti. especie, que 

pueden ser· pol.i~19.5~ffft''f!'~~·~,n~i1~n~xe~?'~jf~~1~~t~.~tf:~~~.;\~~·,.i~.tÍ~u~,rµo~; o el uso de 
proteína A que es u11 cf:>mpuesto;i~portante'de)a.pa~ed de;Staph:"'lococ~us aureus, y cuya 

~~::::::~v~~=:~=~~f )~J~~:ljst::ªsl;,~;b~fTui·!:t~~5fJ2:~f'.;;:~~:~~~~::g::::~:;: d~ 
enzima puederompeí-}un'"1illchí'de'moléc1.llasde;substrato por minuto, sin perdida de la 

actividad enzimáti6~f'f~~-~nziTrÍ~~. ii'.{á~·~·¿~·illz~·da~ son: fosfatasa alcalina de Ja mucosa 
.,_' ... -:-.j '· '·" :~···,/; 1->:'- , '· •· 

~:t,:::::i1cJ~~~{¿~~J!~~~~:/Ji·~,~1/X~:·:;r:Esi:a::i::s:á~:;t:a:i:a~:e; A::e,:7',~s ~~;;~~~ 
glucoamilasa!.·:-1act8p~·;oxidasa, ribo.nucleasa, tirosinasa, lactato deshidrogenasa, beta-D­

glucorinasa• y~cÚocrorno C (Sánchez-Vizcaíno y Cambra, 1987; Ternyinck y Avrameas, 

1989).' 

El substrato más utilizado para la f"osfatasa alcalina es el p-nitrofonilf"osfato. la 

hidrólisis de este compuesto proporciona un color amarillo intenso, cuantificable a 405 nm 

de longitud de onda. La reacción puede ser detenida con hidróxido de sodio o no detenerla 

como en el caso del uso de anticuerpos monoclonales en los que se pueden realizar lecturas 

incluso tras 16-24 hrs. de incubación con el substrato consiguiendo alta sensibilidad. 

El substrato más idóneo para la pcroxidasa es la orto-f"cnildiamina dihidroclorada 

(OPD). La hidrólisis de dicho substrato, produce una coloración amarillo pálido, que una 
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vez detenida usando ácido sulfúrico torna al naranja-rojizo intenso. Dicha coloración puede 

ser cuantificada ·especfrofotométricarrien~e a 450nm. Otros substratos utilizados para la 

peroxidas~ son~' ABTS' (ácido· 2 :::.:hCillo-'.clÍ:. 3- etil 'ben:iotiazol foei- 6;_ sulfónico j~ S:-AS' (5 

amino. salieíli~o), 33 DXD~ (~1C>riÍicl~i~ ~e3;3 diritetoxibencidina), 3,3 diaminobenzidina 
": .- ', '.-. ~ ,, ~ :' <_~,; ··-.: }_~--_,_;;; _,_: ___ ,_~ >·"-~~----. __ ; '..::..-::.·:~·=-_~-,_··: -~>,:~ -'./-~'::_ ·, -·., -_ --~ - -- -

tetral1iéiro'Cío~~cla':: (oÁB)";' ;3·:afi'íir;o\;íi1'.:~~rb·ázol .{AEC) y 4 cloro-naf"tol (4-C-IN). Las 
, - ._ ,·'· -:»::. :_~:-. ~-~-:::-·, ._ -~~/ :.-:~\; .:~~ ~::;;.;., .. ¿,-;i,,:;;;:; '::'.tL>''\-t.r.-::~".--:./·:·2 .. ~.,. __ ·-:.:~:~ -· · ---
reaccione~ enzii11átic~s''plleden 'dFt~l11:frse con hidróxido de sodio para el caso de 5-AS, 

:~::.iii~~~j~~~~iK~~%~1f ~;;;,•,~:::~;:;'. EDTA o FH (Sánchc~v;zcalno 
:< :-~-:: ·.': ;:-~ "> -• .:._ :::->~~:>- ::;·_-:c._,-;-}, \· __ ,<-

;~;~:~~r~l~f ~~~~~~lr::;:2~~=::::d:::~~~::E.:=::f ::: 
muestren·¡~' ;;i2ist:~Ae:i~ 'o' ;.;c{éie1 agente patógeno º de sus secuelas inmunológicas. " -: ·. ;.·~ ... -\,:..·.,., ,. -'·' -'· '• . , .. ,- ,.. , . . . ' ~ 

· i:.:U:·,.co~pa,ración entre técnicas implica el establecimiento de. una sensibilidad y 

especifiCid~d}k~~.1pa~a~ivas, que se pueden evaluar analizando' gran número de muestras 

mediante 'Jás'o'C!ositécnicas de diagnostico. La sensibilidad del método de ELISA se sitúa 

entré 0.1 ng U: .1 ~~ de proteínas (Sánchez-Vizcaíno y Cambra, 1987; Ternyinck y Avrameas, 

1989). 

Exi~t~~"·cÚversos métodos de evaluación final de resultados. los mas empicados son 

considera~:Úl'la'muestra: como p;;,sitiva si el valor de su densidad óptica (DO) supera en 2 o 

3 veces la media de los valores de DO de los controles negativos. Otros métodos consisten 

en considerar positiva toda muestra que proporcione una DO mayor que la DO del control 

negativo adicionada en 2, 3 o 4 la desviación típica de los controles negativos (Sánchez­

Vizcaíno y Cambra, 1987). 

PRUEBA DE ELISA PARA LA AEC. 

La divergencia entre las proteínas gag y env de los L VPR, parece no ser un 

problema en las pruebas de ELISA con proteínas gag y env recombinantes altamente 

purificadas derivadas del VMV. Así mismo el uso del virus completo se puede usar 

exitosamente para el diagnóstico de rutina (Pasick. 1998). 
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Fundamento de la técnica de ELISA indirecta para 
la detección de animales seropositivos a VAEC 

Anticuerpos 
conjugados 
Anti-(abra 

Anticuerpos 
vsVAEC 

(suero problema) 

unión del Ag·Ac 
producción de color 

Reacción positiva 

Enzima 

Reacción negativa 

Figura 5. Esquematización de los eventos y componentes de la técnica de ELISA indirecta para 
la detección de anirr :les seropc : ivos al vint'.) de artritis encefalitis caprina (V AEC). 
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Los reportes del uso de la prueba de ELISA con 2 proteínas recombinantes(p25 y 

gp40) demuestran una sensibilidad ·Y. espe~ifiCicJad ·muy similar.·a la· ELISA con virus 

completo y mejor sensibiliélac.(9'i1e~;.la· n::>AG. {:abé'-_rn~ri'Ci~ri~r· ~líe•. ta proteína· TM esta 

ª~f.=~~~0füf J~silJl~¡~~~~~~~~~~~~l~~i~r~::::~ 
La técnica i:lé.ELISA'realiiada c6n un conjú~~·do de proteína G peroxidada-avidina 

biotina es mejor que el usar. i.in anti-IgG de cabra prcoxidada con lo cual se reduce los 

resultados equivocados. La ELISA doble sándwich (doble anticuerpo) es mas específica 

que la ELISA Indirecta, Jo cual depende de la capacidad de Jos anticuerpos monoclonales 

(Zanoni, 1989). 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

El diagnóstico absoluto de la AEC requiere de la identificación del virus. Los 

lentivirus han sido buenos candidatos para el diagnóstico por PCR debido a que el DNA 

lentiviral integrado puede ser detectado por esta técnica, en animales sin scroconvcrsión y 

scronegativos (cabritos de n1adres seropositivas), o con serología indetcrn1inada (Clavija y 

Thorsen, 1995; Clavija, 1 996). Por lo que en Ja actualidad, comúnmente se realiza Ja 

evaluación de los animales en busca de L VPR con ésta técnica. Los iniciadores usados se 

basan en las publicaciones de las secuencias de los virus de MV y AEC y se han diseñado 

para amplificar las regiones del genoma del LTR, gag, poi y env (Zanoni, 1998; Pasick, 

1998; Guiguen et al., 2000). 

La PCR es rápida, sensible y específica para la detección del ácido 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% rcspectivan1ente, con respecto a la IDAG. Se calcula que para la prueba de 

PCR se requiere el DNA de solo 15,000 células de las muestras antes mencionadas (con 

aproximadamente 15 células infectadas), 188 partículas virales o 100 ng de DNA de células 
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de MS infoctadas (Zanoni,1998; Reddy et al., 1993; Rirnstad et al., 1993; Clavijo y 

Thorsen, 1995b; Clavijo y.Thorsen, 1996). 

La PJ:'esericia;.'de .. b.~ndás adicionales son sugestivas de alineamientos no específicos y 

extensión· 'de p;i~·(!¡.:5;·a· secuencias no relacionadas que ocurren poco frecuentes. Muy 

probabl~~~~i:~'ii·~~ú~~ ci~ una acumulación progresiva y deplesion de células no infoctadas 

qlle i~crem·~¡'¡'{ir'n':c;;)·~~b~C:k grom1d" del DNA y reduce la sensibilidad de Ja reacción. Por otro 

lado 1~{~~6i'.1f~Ti:i~!JW ii'.;u~'bajo número de cél~tas ·infoctadas no pueden ser detectadas 

cuando se·otitieñ~'DNAdirectarnente de CMSP,p~r lota;n.to la amplificación in vitro es 

- i > ~ - ~· : ¡_-.', , 

WB 

variabilidad genÓrriica deáÓ~{l¿ii~i~\'iti,\~·muy importante cuando se trata de elegir los 

prirners en genes reta~i~ritn~Ítt~<co~s~i-vados corno es el Poi, Gag y Ltr, tendiendo a 

producir una mezcla de resuÚados corn'o lo demuestra algunos trabajos donde en un primer 

estudio los primers del LTR fueron capaces de amplificar la correspondiente región 

genómica de 6 de 6 L VPR, comprendiendo 3 aislados de borregos y 3 de cabras de origen 

americano, holandés y suizo. En comparación con los primer gag y poi 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 L TR (9 de 9 aislados)y gag P25 (9 de 9); pero se obtuvo un pobre resultado para 

gag p 16( 1 de 9)y env gp40 (2 de 9); estos resultados no son sorprendentes, dado que la 

variación de la secuencia de lentivirus y el factor de la eficiencia de la PCR es íntimamente 

dependiente de la complementariedad existente entre los iniciadores y el templado. La 

dinámica de las quasi especies es por lo tanto obviamente importante cuando se diseñan 

prirncrs para la PCR basados en L VPR como pruebas diagnosticas (Zanoni, 1998; Pasick, 

1998). 
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA ('VESTERN BLOT) 

La inmunoelectrotransferencia es una técnica que combina la separación 

clectroloretica y los métodos de detección de anticuerpos; siendo esencialmente una prueba 

enzimática en fase sólida que usa antígeno viral inmovilizado, para detectar anticuerpos 

contra proteínas específicas. La técnica es usada principalmente· como una prueba 

confirmatoria o suplementaria que ayuda a verificar la especificíd~d .de resultados positivos 

obtenidos de ensayos ·usados inicialmente como tamizaje: t;~ci\;.'anticuerpos específicos 

virales (Lennette y Sniith, 1999; Murphy et al., 1999). <-:.' ·· :· .. . 
La mayor: ~~nt~ja· de . la· prueba de inmunoelectro~ransferencia (WB) es que la 

Esta prueba es 

es relativamente cara y 

en prei~riC:Í~.[~;~t§'¡js:~;·I.~~~ b~ndas de proteínas resu1tri1ites son entonces transforidas a hojas 

depapei'd~ nitr'()6~1ulo~a, el cual es cortado en tiras que reaccionan con muestras de sueros. 

Si estit.:.::P~~~;¡:;'t~s· en. el suero anticuerpos. específicos contra el virus, la unión de los 

antícu~i}:lo's·'·á~wlas "proteínas virales es revelado con el uso de un conjugado específico 

marcadci con una enzima, que al estar en contacto con el substrato cromogenico se aprecia 

un coli:;>.r.'sóbre las bandas correspondientes a la presencia de proteínas virales separadas. 

Las bandas obtenidas son comparadas con bandas de muestras control positivas para 

caracterizar (Heckert et al., 1992; Lennette y Smith, 1999; Murphy et al., 1999) (Figura 6). 

El WB es en la actualidad ••El estándar de oro .. para confirmar las pruebas 

serológicas de VfH. La interpretación del WB para los antígenos de VAEC es parcialmente 

subjetiva, usando una variedad de criterios, dividiendo las categorías en positivos y 

negativos. Se ha considerado en algunas referencias un suero positivo con el 

reconocimiento de al menos una o dos proteínas virales (Murphy et al., 1999). 
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FIGURA 6. Técnica de lnmunoelectrotransferencia para la detección de 
anticuerpos contra VAEC. 
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Una estrategia de, prueba que comúnmente se usa para VIH es la de utilizar una 

prueba de ELISA _de famizaje, seguida por WB para confirmar la presencia de anticuerpos. 

Este procedimiento ticine-una sensibilid~d y especificidad del 99 %. Con esta estrategia de 

prueba es' muy raro las pruebas falsas - negativas y falsas - positivas. Los falsos positivos 

se presumen ser causa de una reactividad cruzada de anticuerpos generada por antígenos 

desconocidos. Los sueros probados para VlH catalogados como indeterminados 

generaln1ente tienen anticuerpos a p25, p55 o p66 o a proteínas celulares de pesos 

moleculares similares (Lcnnette y Smith, 1999). 

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD. 

No existe tratamiento en la actualidad para la AEC. Drogas antiinflamatorias no 

estcroidales como la meglumina de flunixin (Finadyne) puede ser usado para calmar el 

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

IMPORTANCIA DE _LA ENFERMEDAD. 

En Suiza la _forma clínica más importante desde el punto de vista económico es la 

artritis que afo~~a:cerc~ de un tercio de los animales infectados. Cada año del 15-20% de las 

cabras infec~ad~~ :~on prematuramente seleccionadas por la enfermedad lo cual conduce a 

una importa~Ü~'pé~dida económica anual (Dolí y Ruff, 1994). El efecto económico de AEC 

no solo-e~-,ú;'",'f;~ematura selección de individuos artríticos; si no también el efecto adverso 

en la ei-po;i~b:Íón de cabras de lugares con alta seroprevalencia, la muerte de animales 

adultÓs'yJÓvenes infectados, el bajo valor en el mercado por compradores que conocen el 

daño p~teriCial de la infección en animales destinados para pie de cría provenientes de 

rebaños infectados y la pérdida en la calidad y cantidad de leche en hatos de cabras lecheras 

(en Suiza se reporta un 10% de reducción en la producción de leche) (Pétursson et al.. 

1992; Kwang et al., 1995; Travassos et al., 1998). 
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PREVENCIÓN Y CONTROL 

:=. Se requiere realizar pruebas rutinarias en int~~?l,os de·6: a --~··2_,~.e~es. p·of'.'.~n fnínin10 

de 5 años y preferentemente a intervalos más_cortos si es que se ~eé¡uiere c¡ue el hato 

pueda ser considerado libre de V ~~C::~::;)·'o, ~ ~.:'.; ~;·!3 : ··.·e••:, !:';:X~;, , e .... , ... , 

.;:::: Los cabritos no deben recibfr,Iéche;:o:•.calostró·rio-•·pasteÜrizadosde. cabra, o de 

:alquicr otro animal o de sus ~~~f,6~_elf~~;~~;~~,~~~~~Í1g~'~~~~~~-~ -- .· .... 
._ Nunca se deben alimentar'los.fab~t~s~~on'·ú~'.'.;ipo()I ~~.•leche, ya que si una sola 

madre se detennimi ¿,.;~~ porta~º~~ 6it·:;~Ff~f~~fi~:1,~:ici~ icabritos pueden resultar 

inf"ectados .. 

:¡;::. Todas'h~s-cabras deben de proba~seant~~·dc! e,;Jtráral r;;baño .. 
,, - '. , .. -·· :, :.·. . . . -'.'- ·- - - ·.-· .. ·::· ,,· . - -- .;. . - . 

~ LcChe,.-·dé:_~tro~· reba.rios no se dé~e ·utiü_~a~;~~lljO·~~-~~ri-a <;=_ircunstancia. 

:¡;::. La i;npórtació.:i de animales y d~ seme~: debe ;cr controlada. 

(Pétursson et al., 1992; Matthews, 1999): 

El control que se debe implementar en un rebaño infectado es: 

~- ,Seleccionar o aislar a todos los ri':actores: 

~ S:elecd~na~ o aÍsÍar a la progenie clctodoslos ~eactores . 
.:i=: La~ cab~s inf~ctadas dében ser seb~radas)eh1s Cabras no infectadas por al menos 

1.8 me~fo~T < : ' ' 
i:{ s~p~rii;:iteis utc~~ili6s que se::; ~tm'k:'~n -i:>ªra proporcionar agua y alimentación. 

~irkI~?~:f~~7·~•fS7)··._.C ''., ,; ., '.}3[;;{~{(······ 
.,..., •. Lash(!mbras ef1 pr()ducción.de\Jeche/se deberán ordeñar primero las seronegativas 

y después:[~f~~~~~6s{riv~~~~(i{¡~~¡~;;~·~t ;1.,. I 993). 

~· Co~o::ei..~~.:U's'•·e~--Jábil al medio ambiente las cabras infectadas pueden pastar la 
~,<' ' r ~ 

misma pastura• qi'.le' las cabras no infectadas asegurando que los grupos lo realicen por 

sep~rácl();:{~s ·cabras no infectadas que pastoreen en la mañana y las cabras infectadas 

por las.tardes. 

'#. Debido a que la incidencia por infección uterina del virus es muy baja y no existe 

evidencia real de que exista, la remoción de los cabritos al nacimiento de sus madres 
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evitará el ·limpiamiento y amamantamiento y posibilitará obtener· un cabrito no 

infectado en la mayoría de los casos. 

:i:::: Juntar lotese inducir el pártifco-n prostaglandinas o Clé~orare(partocon el uso de 
hidroxicloruro de C:1e~but~roi> / . - << .. · .. . ·; ) _.. -
~ Aislar los c;hfft¿,~-·~b ¡;rib~~;·~~~ectada~ y C:riarlos coi~ C:a16;i;:'.~~.'.~;:¡~~~i~'de vacas o 

con sus ti tt1t~cl~;/.~~:~~ó-i~~~?·~~-?~-~%;.;~,~~~f-rit¡s. ·.··si.· !i¿ ~a ;1é};1,1~~<%~~~{~:Jci~'.t~~;:á _·I~clie ·de 
cabra, esta debe ser p~¡;t~ui:izl}d~_aun. s1 viene de una· supuest.a ·fl'lad~e 5:ero~e~atJva. La 
leche pued~f .. el"':P~fj~~J[f~?~~f.~Üfat~~-~ó1ii· ~ºr• una. hora a.s~0}:::- ~~~~.-~-~:as~hura el I oo 
% de la muerte 'dél;viritsj~or:10.'que la leche proveniente de heinbras.seropositivas nunca 

.· ............. : ...... ;.'•:';;•:~;';,.'.j .. ·~·:;;:;-.,_;,;*"·:\~;;•:-::.(:.c+.· ; •.•.... · .••. · •. -••. . : ·.:· ·: .. ::·:. -: ; . ·. -
se debe l1~il~Z.l1(Pª,~~:l~'..~lip~.e~-~a~~ón,de los caJ,>ritos (Kirklai1d y Batty~ 1987; Rimstad et 

ª1·: 1993). :,-~;'..·:·:.t-::~;.;tk1~1i~~~J~i;_F~".,.·;·.:f i•···· .- •.. -.-.-.••.... · .. · ...•. · . 
:i:::: Si e_n la ínuestra'dé,cualquier'cabrlto 5:eparádo al poco tiempo de nacido se detecta 

cualquier-·t;~n;fci'liJ~i:f;:t~;~l~~;é~-~~~iiC:~~~~s ~s . por que la separación no füe hecha 

correctamente.'. Por 1() q~e,en;ún~déterininado tiempo puede ser portador de la inf'ección. 

:i:::: É~tableeer p~~~i-nrh~~'.~~~h~~~'¡;j¡}J'.ciin' y erradicación para eliminar el virus de los 

rebaños, usualmente' ~ii~Aa6 1d ~r~~álencia de la inf"ección sea baja (Kirkland y Batty, 

1987; Pétursson i!~ al., l 992i M~t¡hews, 1999). 
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.JUSTIFICACIÓN 

Se han públicado. diversos trabajos sobre el reconocimiento serológico de las 

proteínas del virus de la artritis encefalitis caprina (AEC) utilizando · 1as técnicas de 

Inmunoelectiotransferencia ~ lnmunoprecipitación, reportando una v~ri~ciÓn importante en 

sus pesos moleculares; .10 q~l!~-impidc ·tener un. criterio. intcmaciorl¡{í .de las proteínas 

codifi~ad~s ~or el vi..U:s d~ ~C é~·rrio 'existe para otros leni:i~i~i¿j'~~iii~ es el caso del virus 

de inmunodeficfoncia h
0

urri~1Jri (vitt).; ',; ~-'.•,';}.: 
La diferenci¡¡ reportada en las proteín.as vir¡.les ptidiera cfcbcrse por un lado, a que 

::::~~:,::b'.~ss·z¡t~WI~:~~~:1f ªPil~lf t~t~t~ ;:::~~~::~.:::,~: 
. , ' , '" ' '•\',,J·;,;;':.; ''-',)· .·:.,,. 

proteínas codificacl¡¡#, porel'geií env. : ''.""''. ,, ·. ;;: ' ' .· . 

aislami::i:·~t~~til\:::i~:s~~¿~;z~_::¡~~6~:~\::~:::~ :::::~=~0~:1 :::::s:::::,n d:: 

sobrenadánte' ir1iectacfo para el pÓst'c;io~'arúllisis éle las proteínas virales se basan en la 

observación d_el. _'ef~cto · citopátic~ (fohi1ación de sincitios) en los cultivos. por que se ha 

considerado que el ·picó de producción de proteínas virales esta altamente relacionado con 

la presencia de este efecto. 

Pero es sabido que existen cepas que no causan efecto citopático y la variabilidad 

reportada en las proteínas en diversos países puede estar dada por las diferencias en el 

momento optimo de producción de éstas y que no ncccsarian1cntc este relacionado con la 

presencia del efecto citopático. Por lo tanto un patrón de proteínas virales completo se 

puede encontrar demostrando el tiempo optimo de cosecha en 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, el patrón de proteínas del virus 

que circula en los rebaños y si existe realmente una cepa diferente a las ya reportadas. 

La experiencia adquirida en el diagnóstico de la infección por VIH, puede aplicarse 

al virus de AEC. En el diagnóstico de VIH se empican dos tipos de ensayos de detección de 

anticuerpos, uno de tamizaje: la ELISA de muy alta sensibilidad, lo que permite detectar 
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casi a cualquier individuo que se haya expuesto al virus y uno de confirmación de mayor 

especificidad: la inmunoelectrotrans.ferenciii, 'qu~ permÚe asesurar que los anticuerpos 

detectados son co:ntra c~te"y,irlJs;~n paf"tic'u1~r-:'Ap~ó~if~ei15J1c:14·_est;.experiencia_y debido ª' 

rntinario 

la co1nparar el 

que estos ·.estuches. comerciales ,·utthzan:(prcite1~as:tdeL'Vtrus de Maed1-V1sna que esta 

relacionado antigénicamente co~. ,el ·~Í~s ,\.1~} _.¡'~¿:;> ~~'j importante evaluar si con la 

implementaéión de otras técnicas d~'cH~~h~~t}~-~,~~ga~a~:~n el uso de un virus aislado de 

rebaños nacionales; puedan ser ~~ri~ ri<lécuriCÍás pa~a utilizarlas en el control de la 

enfermedad en México. 
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HIPÓTESIS 

La introducción a nuestro país de cabras o subproductos caprinos importados de 

otros países como Estados Unidos y Francia posibilita la presencia de ·cepa·s ·del virus de 

AEC en JOs hatos nacionales. Debido a lo anterior es factible que al é~~pa~a/é1 patrón de 

proteínas ol:>tenidas . de.· s~b;renadante de células. i~fectad~~ _(;6ó .'l1rl;\riru~·a:lslado . de. cabms 

~~~g1~;;jrt~~~~t~~~¡~~~l~~l~N~~!~~~~~:~g=~~dI~ 
inmunódifüs!~;,-'y·Ebs';.::'i~~ircdia que ¡;san p~ot;ína~icl~I ~~irus de maedi-visna, las cuales 

actuahnentc: ~e utiH~h~ ~ara el diagnó~tico de la cnferméd~d en nuestro país. 
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OB.JETIVOS GENERALES 

Identificar y evaluar las proteínas que se producen en el sobrenadante de cultivos 

celulares infectados· con un virus de artritis encefalitis caprina aislado en México; 
' ·--":. .-;< .· ·_ - -~ ~- --~~ :>. ~-:~.--~. ~:· -

Detenninar la ~e.s~uesta serológica de cabras naturalmente inf'ectadasa la~ proteínas 

del virus de'~c;·-~i:'i.Íi~ando las técnicas de inmunoelectrotransf~ren~ia (western blot (WB) 

y ELISA inclh;'~~ta ycornpararla con dos pruebas comerciales que utilizan antígeno~ del 

virus de maedi~visna. 

OB.JETIVOS PARTICULARES 

Aislar el virus de AEC a partir de sangre periférica de animales seropositivos y con 

signos clínicos de la enfern1edad, realizando cocultivos en monocapas de células de 

membramisinovial de foto caprino. 

''':·.·:-:-'-::-· 
Evaluar<la·:, replicación .·del . virus en cultivo celular mediante una cinética de 

prodúcció~:~;~r~~1~1=~~"6B~~~~~f~~~"&'·,;·•~~ ;;,~i: .. ,. 
- ' -->>;;. ·'•~:< ~~;-;,"i~<;:.: "< ~'.~,~ ;~~;:·";<": ;,·;,-

Identificar iy:~()üfirniar:Ia presencia del VAEC por reacción en cadena de la 

polime~ri crcR:);;~l'iiartir': de·cé1t1as de membrana sinovial de feto caprino infectadas . 
. ·' ·-o:~--._·_-. 

Determinar el patrón de proteínas obtenidas a partir del sobrenadante de cultivo 

celular infectados con el V AEC por medio de WB. 

Estandarizar y evaluar las técnicas de ELISA indirecta y WB usando proteínas del 

VAEC y compararlas con las pruebas de inmunodifusión y ELISA comerciales. utilizando 

sueros de caprinos. 
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MATERIAL Y METODOS 

LUGAR 

El presente trabajo fue realizado en la Unidad de Investigación Multidisciplinaria en 

Salud Animal (UIMSA) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán, UNAM y en la 

Unidad de Investigación en Retrovirus Humanos (UIRH), UNAM y Subsecretaria de 

Control y Prevención de Enformedadcs, SSA. 

COLECCIÓN DE MUESTRAS . . 
Se colectaron un total de 220 muestras cle;sileros de'2 .explo~aciones caprinas que 

como fin zootécnico era la producción de lechci"; ~bÍS~~~~"¿i{~) E~iado dé México (N= 46) y 

Qucrétaro (N= 174). Para la obtención dél 'su~r~ se obti'i~;::>'~~~gf~ por punción de la vena 

yugular de hembras m.ayores de un año de edad.de razas Alpina, Nubia y Toggeriburg. El 

suero se separó por los métodos convencionales y fue aln1acenado a -20º C hasta el 

n1on1ento de realizar las pruebas. 

IDENTIFICACIÓN SEROLÓGICA DE CABRAS INFECTADAS 

Los sueros obtenidos del sondeo serológico fueron evaluados buscando la presencia 

de anticuerpos contra el virus de AEC. utilizando kits comerciales de ELJSA (Chekit de 

Laboratorios Bommcli, Suiza). e lnmunodifusión (Vctcrinary Diagnostic Tcchnology, 

USA). El desarrollo de las técnicas se realizó conforme a las especificaciones de cada 

fabricante (Apéndice l ). 

CULTIVO CELULAR 

Para el aislamiento del virus de Artritis Encefalitis Caprina se utilizaron células de 

membrana sinovial de feto caprino previamente establecidas y células de membrana 

sinovial de cabra proporcionadas por el Dr. Álvaro Aguilar Setien. Centro Medico. IMSS. 

Los cultivos celulares se mantuvieron con medio de cultivo Eagle Dulbecco 

Modificado (500ml) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 50.000 unidades de 

penicilina, 50mg estreptomicina y l 25µg anfotericina B. La infección de los monoestratos 

celulares fue con un 80 % de confluencia (Apéndice 1) (Ramírez, 1998). 
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AISLAMIENTO DEL VIRUS DE AEC 

Para realizar el aislamiento del virus se escogieron"5 animales.con resultados 

de serología positivos a la AEC y que además preseni:~ro1úiigri'Os ¡;ÚnicCl~"°c~~éterístiCos de 
- . -·-- ·-·- ---"' --.- - -:---o.·~··::-· - ""'- ,- .·' ,-.---- "'· -

la enfermedad; estos animales se mantuvieron··ér.:c:ia···Fá¡;uÍtad ''de•Estlídios· Superiores 

Cuautitlán para la obtención de muestras; , . . ·. • •. :h'.~;:¡~~;·~·~:·""}''"'ik.if: ·· · •.: ·., 
El aislamiento del vi~s ,de ~~C~ s; ~e.ªU,~~;.~;f:~~i~~i~;~~6~~~;~~!~5ri~l d~ las cabras 

infectadas; de las cuales se obtuvo•una.muestra•de··12·.mFde.•sangre.cada·Tdías empleando 
. - - :.. ·:; •. ;. -, o: .... ··_ ;'._:":·.·. >···-_: _'. .. _ ·-:;·_.,:~·_:/;;~•/\:._·.~~·,:·:f.:.,::_; ' .. ':<.'.~-7-"~:~ff-;~·4:;;~~).:: --.--:-:~. ~::-.':'~.;::·_-:_>\'': ·'·' 

heparina ( 1 Omg/rnl). '.La• ~angre · fue; diluida· .. a •razórl'de•f:I :,4 .. c()n · ~olucióri buffer salina 

~~21~~li~tf ~~~;~~~~~=;~~:~~W;~~i~~:~~~~~~~~t;~~ 
'·' ···-~-~· 

botellas';'de,;cul~~vo;.·con medio Dulbecco adicionado con 5% de suero fetal bovino. 

andbiÓti~t;~;¡'.;;.tii~i·cóticos por un espacio.de i horas a 37" C con 5% de C02 para permitir 

queI~~·~~Jlil~~ de la lín'ea monocito/macrófagos se adhirieran a la superficie; se utilizaron 5 

x I06 ;mcinocitb-macrófagos/ml para··esfablécer los ca-cultivos con células de membrana 

sinovial. de fl':to caprino C80% de, C:orifÍüi;;nci~), Se demostró la presencia del virus en los 

sobrcnadantcs. de los cultivos qu~ p~e~entaban efecto citopático (sincitios) ya sea por 

infección de nuevos cultivos de células de membrana sinovial o demostrando la presencia 

de proteínas del virus de AEC a través de un WB. Se realizaron 2 pases celulares para 

poder considerar negativo el cultivo, esperando observar los sincitios entre 15 y 30 días 

post-infección (Ramírcz. 1998; Laboratorio UIRH). 

CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS VÍRALES 

La cinética de producción viral se realizó infectando células de mc111brana sinovial 

con sobrenadantc fresco de cultivos que nlostraban la presencia de sincicios y previamente 

probados por WB. Para ello se utilizaron 13 botellas de cultivo tipo falcón (25cm2 de 

cultivo) con células de membrana sinovial con un 80% de confluencia; 10 de ellas se 

infectaron con 4.5 mi de sobrcnadante y 3 botellas se mantuvieron sin infectar como 

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

el día 24; evaluando la presencia y cantidad de proteínas virales por WB de las 13 botellas 

(Laboratorio UIRH). 

IDENTIFICACIÓN DEL VIRUS DE AEC POR PCR 

a) Extracción del ADN celular: 

Para la identificación del genoma del virus (provirus) se realizó la extracción del ADN 

de las células de membrana sinovial infectadas con presencia de sincitios, las cuales fueron 

tripsinizadas. centrifugadas y alicuotadas en viales de 1.5 mi ·c~n 5xl06 células. 

Posteriormente se les agregó 1 mi de buffer de extracción (50ml\1 ~CI, ·IOmM Tris BCI pl-I 

8.3, 2.5rnM CbMg, 0.1 rng/rnl de gelatina, 0~~5% de Np40 y o)¡.5cYo de T'~een 20) y 6 J.il de 

proteinasa k, se incubaron en baño maría ri .56.0c por Jn;; h~~a.:~I :fiririiizar la incubación 

los viales fueron calentados a 95º C por 5 inhi~~~~ prira. ctét~ne; la reacción y 

posteriormente se almacenaron a 4º C (Daltabuit et al:, t999). 

b) Iniciadores utilizados: 

Se utilizaron iniciadores de una región conservada del gen gag, publicados por 

Daltabuit et al., ( 1999). 

Iniciador superior: 5 · caa atg ggg atg aga cct g 3 · 

Iniciador inferior: 3"act ttc cgt caa ccg tata 5· 

c} Reacción de amplificación 

Para las reacciones de amplificación se utilizó una mezcla que contenia la Taq 

polirnerasa (Thermus aquaticus), el amortiguador 1 Ox. los nuclcótidos, los iniciadores 

superiores e interiores y agua ultra pura (1·'20UP). Los reactivos se agregaron en el 

siguiente orden: Mezcla de PCR, ADN y por último aceite mineral para evitar la 

evaporación. Corno controles negativos de ADN se utilizaron células de membrana sinovial 

de cabra sin inf"ectar y como control negativo de PCR se utilizó la mezcla sin ADN. 

El volumen final por muestra de cada una de las amplificaciones f"ueron las siguientes: 
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Reactivo: Cantidad: 

H20UP 12 µl 

Buffer PCR (1 OX) 10 µl 

dNTP's (200 µmol c/u) 10 µl 

Oligo superior (10 pmol) 1 µl 

Oligo inferior(lO pmol) 1 µl 

Taq polimerasa (2.5U) 1 µI 

ADN 15 µl 

Volumen final 50 ~11. 

Los ciclos ocupadÓ~ 'par~ el PCR füeron: 
·~ ;i" . ¡ ., . . 

1.- 95ºC/5 miri; 

2.- 96ºCl4 ini~L -
3 . ., 94C.cí3 ¡\e~. 

55°C/31 seg. 

74ºC/31 seg. 

A.- 74ºC/1 O min. 

30 ciclos 

1 ciclo. 

El aparato empleado para las amplificaciones fue un termociclador marca Biorad, 

1-Iercules, California EUA (Daltabuit et al., 1 999). 

Análisis de los productos de reacción: 

Por cada tubo de reacción de PCR se utilizó un microtubo de polipropileno estéril para 

hacer la mezcla de corrimiento. A cada microtubo se les agregaron, 40µ1 de la reacción de 

PCR y 10µ1 de azul de bromofcnol (50% de glicerol, 49.5ml de 1-hO UP, 0.5 mi de PBS 

1 M y 0.2 g de azul de bromofcnol). Se prepararon geles de agarosa al 1 % y se tiñeron con 

bromuro de etidio a una concentración final de 1 O mg/ml. Se colocó un marcador comercial 

de 123 pares de bases (Gibco). Para el corrimiento electroforético se utilizó buffer de 

corrimiento TBE lx (Apéndice 2) a lOOV, hasta que el colorante alcanzó el final del gel. 

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

CÉLULAS INFECTADAS 

El sobrenadante cosechado de los co-cultivos o de las intecciones de células de 

1nembrana sinovial se clarificó por centrifugación a 700g durante 20 minutos. enseguida se 

filtró a través de una membrana de .4Sµm y posteriorn~ente se colocó sobre un colchón de 

sacarosa al 20% y se centrif"ugó a S 1,000 g por 2 horas (Laboratorio UIRH). 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA ('VESTERN BLOT) 

La pastilla viral obtenida después del proceso de purificación. ¡;~ resu.¡;pen.dió en 

100µ1 de buffer de lisis (Apéndice 2) y 100 µ1 de buffer de muestra (J\.péndice 2) con la 

finalidad de separar las proteínas virales por electrof"oresis en geles de:SDS~Poliacrilamida 

al 12% a 130 volts constantes (Apéndice 1). Posteriormente lo's geles;ru6ro~ lavado~ tres 

veces por cinco minutos en buffer de iransforencia (Apéndice 2) :y en~é~uida se 'realizó la 

transforencia pasiva, preparando' un' .:·~tind~ic,h'.' donde se cCli6có cáJa>compClnente en el 
, . :, ,~.-..,:;:·:::~~s:·-~;r:_;;::,';,.,..~-,._-,_ ... _ ... :_"'·- •·. _ "::;~ -;_,·;¿" :_::.>.-\_._· :, .. ,:,\:---/:· .' > 

siguiente orden: una hoja de papel,'alumini~, una peHcula de envoltura auto adherente 

~'.:~.;::l.,~~~i¡~~~f f t~{~l~~l~~~~~Jf".~:'~ºz:. :7:: .. ~:,:::: :.:;,u~:! 
de dia~~~tro (l1gerarrtentem~s:grande,que elg~I y previamente humedecida en buffer) y el 

gel de p~Ü~.~rÚ,~T~~~I~~~~~~~~·~~;~~~~~~~1:~J~~:~!-s.á0n_d.wich colocando los componentes antes 

citados 'en 'ord~ri:':inverso·, (hoja¡;oe'(í.'ii~rocelúlOsa; tres hojas de papel blotting y cristal) 

envolviendb ~·J'.~~tjucit~\~·6;.; ~i Kl~~n p~ck y el papel aluminio. Se colocó sobre el sándwich 

un peso'de';~1o;k~"-~ sc;:irhn~fií-Íó atemperatura ambiente por 3 días. : -: -. --'=~--- ,'.-."'.-'· - -' -'. _,_.,_,. ·-: - -•' . -': . -: 
. Des¡;,_íi'é~'déétra_nsforídas las proteínas. las nitrocelulosas se bloquearon en PBS mas 

albú~iriaal/:3Y.,.·'(j\.~éndic~ 2) por l hora a 37" C. al finalizar la incubación se lavaron 3 

veces ei~ agita~i'ó'n ·por5 minutos en buffer de lavado (Apéndice 2); enseguida se colocó el 

pri~er°a~.ticU~f¡:>o''(suero) diluido 1: 100 en buffer de dilución (Apéndice 2) incubado por 1 

hora a.•37º. C'5).:: áJ finalizar la incubación se realizaron lavados con10 previmnente ya se 

mencionó; _posteriormente se adicionó el conjugado diluido 1: 1000 (anti-IgG de cabra 

peroxidado) en butfor de dilución incubándose por 1 hora a 37º C y al finalizar se 

realizaron los lavados. Finalmente se reveló con diaminobencidina y peróxido de hidrógeno 
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al 0.5% (Apéndice 2). Se utilizó un virus de AEC de _referencia de A TCC (American Type 

Culture ColecCion) como control positivo (VR 905, 75.G63. Aislado por Crawford (1980) 

para coriípárar"las p~oteímis antigénic~s recbnoddas. y sC>breiladante semipudficado. de 

células de membrana sinovial no infectadas como control negativo. 

Se usaron con10 controles un suero positivo (proveniente de una cabra a la que se le 

aisló el virus) y suero negativo (cabra en confinamiento en el INDRE) probados 

previamente por Western Blot (Laboratorio UIRH). 

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS y 

PREPARACIÓN DEL ANTÍGENO PARA LA PRUEBA DE ELISA 

Se colectó semanalmente sobrenadante de células infectadas y se purificó como 

previamente se ha descrito; enseguida a la pastilla viral obtenida se le adicionó 50µ1 de 

TNE pH 7.5 (Apéndice 2) dejando toda la noche a 4ºC, posteriormente se recuperaron las 

pastillas y se le determinó la concentración de proteína por el método de Bradford 

(Apéndice 1). Finalmente se diluyó la pastilla con una solución de PBS-Triton X 100 al 

0.5% y se hicieron alícuotas de 100µ1 que contenían 14, 28 y 56~Lg de proteína, se 

conservaron a -70ºC hasta su uso. Cada alicota se diluyó en 11 mi de buffer de carbonatos 

(Apéndice 2) lo cual era suficiente para una placa completa de 96 pozos. La dilución 

optima de antígeno y de los demás componentes (suero y conjugado) se obtuvieron 

titulando todos en conjunto. Cabe mencionar que utilizando 14µg de antígeno por placa fue 

la dilución que separo mejor los sueros positivos y negativos. pero se obtuvo poca 

sensibilidad por lo que se estandarizaron 2 ELISAS mas con mayor cantidad de antígeno 

por placa para aumentar la sensibilidad (Laboratorio UIRH). 

ESTANDARIZACIÓN DE LA PRUEBA DE E LISA INDIRECTA. 

En placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano se colocaron l 00µ1/pozo de 

antígeno del virus de AEC ( se probaron con 14, 28 y 56µg de proteína) diluido en solución 

amortiguadora de carbonatos pH 9.6. Las placas se incubaron a temperatura ambiente en 

cán1ara húmeda toda la noche, posteriormente se lavaron 4 veces con solución 

amortiguadora de lavado (Apéndice 2) en un lavador de placas automático (Ortho 
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Diagnostic Systems K.K.); para enseguida bloquearse con 200µ1/pozo de albúmina al 2% 

en PBS-Tween al 0:2 %, por l hora y 1/2 a 37º C para luego repetir los lavados. Se 

colocaron l 00 ¡il/pozo de las muestras de sueros problemas diluidos l :200 en solución 

amortiguadora de. dilución (Apéndice 2) y se incubaron a 37º C por 90 minutos para 

después repetir los lavados y posteriom1ente agregar l 00µ1/pozo de antisuero anti-IgG de 

cabra peroxidado .diluido i':IOOO en solución amortiguadora de dilución e incubar 90 

minutos a 37ºC. 

Finalmente !aplaca se lavó 4 veces y se adicionó l OO~tl/pozo del sustrato (OPD (0-

fenilendiamina) mas péróxido de hidrógeno al 30% en buffer de citrofosfatos) (Apéndice 2) 

y se incubó por .15 .. rnillutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para detener la reacción 

se utilizó 1c:io µl/pbz¿·~e FhS04 2N. La densidad óptica se midió con un espectrofotómetro 

a 492 nm. s~·u~a;C>n~cil11o·controles un suero positivo (proveniente de una cabra a la que se 

le aisló el virus) . y suero ·negativo (cabra en confinamiento en el INDRE) probados 

previamente por WB. El esta.do serológico de cada suero se calculó dividiendo el valor de 

su densidad óptica entre la línea de corte, la cual se estableció a partir del promedio de la 

densidad óptica de un panel de sueros negativos a WB más dos desviaciones estándar. 

(laboratorio UIRH). 

'VESTERN BLOT ('VB) DEL BANCO DE SUEROS 

El banco de sueros de 220 animales previamente probados por Inmunodifusión y 

ELISA comerciales, así como por Ja ELISA estandarizada fueron probados por WB 

realizado como previamente se describió. Se utilizaron tiras de nitrocelulosa con proteínas 

transferidas del VAEC aislado, de 3mm de ancho para cada suero. De esta manera se 

calculó la sensibilidad y especificidad para las 3 técnicas usadas, utilizando como estándar 

de oro la técnica de WB. 

COMPARACIÓN DE LA PRUEBA DE WB CON DOS PRUEBAS COMERCIALES 

(INMUNODIFUSIÓN Y ELISA) Y LA ELISA ESTANDARIZADA. 

Las pruebas comerciales de ELISA e Inmunodifusión, así como la ELISA 

estandarizada con V AEC aislado fueron comparadas cada una con el estándar de oro para 
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los lentivirus (inn1unotransferencia); utilizando una tabla de contingencia de 2x2 como 

abajo se nluestra. 

'VESTEH.N BLOT 

+ 
INMUNODIFUSIÓN + a 

e 

Total a.+c; 

. ·;·. -'-"~. ,· ... ;.::.~.,:r'~:,:.~'- '""'/'''.·---c.'.· '-•~---- ~-"'-:,-~ 

En donde: . . . . ;>, (< ·~ .. ;/"F;· .. :·.:~~~:iJ;•;~5,.~~'~:~iiii)}~)'.{i¿:;, 
a+ e = total de sueros con .. dmgnosttco. P()S!t1yo,:.confjrtm1de>:por::W.B;· . 

. __ :_:- _·. ·, _ ·-.'~· ~·::. ';~·:.o\.t{:;,;,i'.?-;:;,,,~;;-'. .. ;.f;.;,_~f .. _',.;"y,;~'}';-'.:'-?f~;'.>.-·~~'·';. ·~ :f)•,:.:::~:;:.::·J'k·~·?'.-J~;·;-: -•. -~ ·r/-·-· ._'. ·. · 
b + d = total de sueros con diagnosti~'o' negativo·confin~a~~:por.WB. · · 

: : : : ::::: :: =~:::: ~::t:::f i~!~i~s1li~~~~~~~Í~f i~iÓ~: 
.·· .• /'.1i5;~;-~:~¡~;tt}~1;C'1•• • .. : ••• 

Entonces se verá. la interpretaci_ón de:_Ca~~(~llSillilJtj~ériíii:·~- r-_..-'._. , 

a= sujetos con diagnóstico positivo~ pr~eb¡{~'g~j~i~~·(~~~él~~lero positivo). 

b =sujetos con diagnóstico negativo y p~ueba'po~iú:V:a'(f~i~b' pdsÍti~o). 
- '. ' -- ' . - .: - ; - -. ;! ~ . ,-. - . . '" ,,.·. "' 

e= sujetos con diagnóstico positivo y prueba negátiva (fálso.riegativo). 
" .... 

Total. 

a+b 

c+d 

d =sujetos con diagnóstico negativo y prueba negativa ( verdaderos negátivos). 

De allí que: 

SENSIBILIDAD DE LA PRUEBA: 

...!!.... = Sueros con diagnóstico "' prucha positiva 

a + e Total de sueros con diagnóstico posithro confirmado 

TESIS CQT\T 
F'ALLA DE ORIGEN 

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

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

_!L = Sueros con diagnóstico negativo confirmado v prueba negativa 

b +d Total de sueros con diagnóstico negativo co11firn1ado 

Es la capacidad de la prueba de detectar animales no infectados con el virus de AEC 

como negativos, evitando la presencia de f"alsos positivos. (Kahl-Martín, 1990; Constantine 

et al., 1991; Scríc OMS, 1992). 

VALOR PREDICTIVO DE LA PRUEBA POSITIVA 

Es la capacidad de la prueba de dar un resultado positivo a los realmente enf"cm1os, 

evitando así la inclusión de falsos positivos. Es la estimación de la probabilidad de estar 

enfermo cuando la prueba es positiva. Se traduce por: 

-ª­
a+b 

Sueros con diagnóstico positivo y prueba positiva. 

Total de sueros con prueba positiva 

VALOR PREDICTIVO DE LA PRUEBA NEGATIVA 

Es la capacidad de dar un resultado negativo a los realn1entc exentos de la 

enf"ermedad, evitando así la inclusión de falsos negativos. Es la estimación de la 

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

_d__ Sueros con diagnóstico negativo y prueba negativa 

c + d Total de sueros con prueba negativa 

(Kahl-Martín, 1990). 

CÁLCULO DEL VALOR KAPPA 

El parámetro estadístico que con mayor frecuencia se empica para medir la 

correspondencia entre dos observaciones ante una variable dicotómica, es kappa (k), 

definida como la concordancia más allá de la probabilidad divida entre la cantidad de 

concordancia posible más allá 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+ e x a + b/ N 
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2.- concordancia negativa por probabilidad= b + d x c +di N 

3.- proporción para Ja concordancia por p~obabilidad o c.ausalidad = resultado del 

paso. 1+2/N 

O = a +d por lo tanto: la é~:u~cordaricia, inás ·allá .de la causalidad es O menos la 

concordancia por causalidad =(O :! C)~ ,i 

El potencial de conc~rdanrii~~Ós ri11ád~ lap~obabilidad (l - C) e~ C1 rcsult~do de N 

menos la concordancia por ca~salidad'(http~,' 1993). 
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H.ESULTADOS 

IDENTIFICACIÓN SEH.OLÓGICA DE CABRAS INFECTADAS 

INMUNODIFUSIÓN 

Con la utilización del estuche comercial de inmunodif"usión se encontraron líneas de 

precipitación para dos proteinas virales la gpl35 y la p27 (Figura 7). De los 220 sueros 

evaluados con este estuche solo 76 resultaron positivos y se encontró que exactamente la 

mitad reaccionó a p27 (38 sueros) y la otra parte a gpl35 (38 sueros). Sólo dos sueros 

reconocieron ambas proteínas. En la prueba de WB se encontró que solo 27 suéros de, los 

38 que reconocieron a p27 reaccionaron con la proteína p28 y los 76 sueros_reC::6rio~ieronla 
.. ·. . '. ·,• .. o:~',;~;: ; :,. ,,_. . 

proteína gpl35. Los sueros controles del estuche comer~ial de la pru~l:Jad,e'í1~rnui:iodifusión 

se evaluaron por WB, encontrando para el suero denominado re~cfrvo el rcc'onocimiento de 

las proteínas de 135, 90, 51, 60 y 25 kDa, para el suero positivo débil el reconocimiento de 

las proteínas 60 y 25 kDa, para el suero positivo se reconocieron las proteínas de 135, 90, 

5 1 45,32, 25, 19, 16, 14 kDa y finalmente en el suero negativo se reconocieron las proteínas 

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

ELISA COMERCIAL (CHEKIT} 

Este estuche comercial utiliza como antígeno virus lisado de maedi-visna. En la 

evaluación de 220 sueros se encontró que 131 f"ueron positivos a la prueba. Además se 

encontraron 7 sueros indeterminados (sospechosos), los cuales para otras pruebas como la 

de Inmunodifusión 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 f"orma que en la Inmunodifusión se probó los sueros controles 

del estuche comercial por WB resultando para el suero positivo el rcconoci111iento de las 

proteínas de 135, 90, 60, 51, 25, 19, 16 y 14 kDa y para el suero negativo el reconocimiento 

de una proteína de 25 kDa (Figura 8). 

El resumen de los resultados de las pruebas serológicas comerciales se puede 

apreciar en la Tabla 3. 
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Figura 9. Cabra infectada con el virus de AEC, presentando signos 
clínicos de artritis en las articulaciones de las rodil on presencia 
de pelo hirsuto, perdida de la condición general y rifii~~lt:J~ffl¡ft . 

Pi-il,J,r. iW o· li)r-'S· ere, -·• .u,¡;, J.¡iUEN 



FIGURA 8. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PROTEÍNAS DEL VIRUS DE AEC 
RECONOCIDAS POR SUEROS CONTROLES DE LOS ESTUCHES COMERCIALES DE ELISA 

E INMUNODIFUSIÓN 
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Tabla 3. Resultados de 220 sueros caprinos evaluados con las pruebas de ELISA e ID comerciales 

para detectar anticuerpos contra la AEC, en cabras del estado de México y Qucrétaro 

ESTADO SEROLÓGICO DE LOS SUEROS PROBADOS 

Localidad Positivo Negativo Sospechoso Total de sueros 

ELISA ID. ELISA l.D ELISA l.D ELISA ID 

Estaclo de Mé..'\:ico 42 22 4 24 o o 46 46 

Q11erétaro 89 54 78 120 7 o 174 174 

TOTAL 131 76 82 144 7 o 220 220 

AISLAMIENTO DEL VAEC Y CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS 

VÍRALES 

El aislamiento del VAEC a partir de monocitos/macrófagos de cabras infectadas 

(Figura 9) cocultivadas co_n CMS (Figura 10) se confirn1ó con la presencia de efecto 

citopático (sincitios). Se encontraron abundantes células gigantes niultinucleadas (mas de 

10 núcleos) (Figura 11), que se observaron en promedio a los 20 días y esta observación se 

corroboró con WB, encontrando el reconocimiento de diversas proteínas antigénicas del 

VAEC, como se observa en la Figura 12. En la cinética de producción del VAEC se 

encontró la presencia de una variación en las proteínas antigénicas según el día de 

recolección (Tabla 4); de las cuales las más constantes fueron las proteínas de 14, 16, 19, 

25,37, 51, 60, 90 y 135 kDa y las menos frecuentes fueron las proteínas de 28, 32. 45 y 70 

kDa, determinando que el mejor momento para comenzar a colectar el sobrenadante de las 

células inféctadas es a partir de los 7 días y al dia 14 se observa un mayor patrón de 

bandas, pre;Sentando- todas las proteínas virales. Se concluye que el pico de producción de 

proteínas -fue -cíclico presentándose cada 7 días (Figura 13, 14 y IS) lo cual difirió con la 

presend-a d-~ -Í6s si;.)~Ítios. Las proteínas que se identificaron en total fueron 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 proteínas de 60 y 51 kDa que son proteínas de origen celular 

como se demostró con el sobrenadante de las células no infectadas (Figura 13 y 14). 
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Figura 10. Células de membrana sinovial de f'eto caprino 
sin inf"ectar~ rnonocapa con 100% de confiaencia. 

Contraste de Cases. Foto superior lOX y f'oto inf'erior 40X. 



Figura 11. Células de membrana sinovial de reto caprino 
infectadas con el virus de AEC Cormando células gigantes 

rnultinucleadas (mas de 10 núcleos) y con extensiones 
citoplasrnáticas filiformes ( t>· Contrast~ de f"ases (40X) 
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FIGURA 12 
PROTEÍNAS OBTENIDAS DEL SOBRENADANTE DE CÉLULAS INFECTADAS CON 

EL VIRUS DE AEC AISLADO EN MÉXICO Y PROBADO POR WB 
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C (-)=Células de membrana sinovial de reto caprino sin infectar. 

PM =Marcadores de peso molecular. 

CARRILES 1 - 4= Virus de artritis encefalitis caprina obtenido de sobrenadan te de los 

cocultirns de monocitos/macrófagos en células de membrana sinol'ial. 

l'MC = Pesos moleculares calculados. 
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FIGURA 13. CINÉ'~ICA OE PROiWCCIÓN DE PROTEÍNAS VInALES OBTENIDAS A 
DIFERENTES DÍAS, DEL SOBRENAOANTE DE CÉLIJLAS INFECTAS CON EL VIRUS DE AEC 

AISLADO EN MÉXICO. PROBADOS POR WB. 
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e(+)= Sobrenadante de células de membrana sinovial infectadas con el virus de AEC de referencia de American Type Colección §¡' s¡I 
Culture (VR 905, 7S.G63). ;:::; :::::; ¿;;, 
CARRILES 3- 7= Dias de r ilección de so' nadan le de r :! •las de membrana sino\'ialinfecladas con el virus de AEC aislado-.~; / 
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FIGURA 14. CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DÉ PROTEÍNAS VIRALES OBTENIDAS A 
DIFERENTES DÍAS DEL SOBRENADANTE DE CÉLULAS INFECTAS CQN EL VIRUS DE AEC, 

AISLADO EN MÉXICO. PROBADAS POR WB. 
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C (+) = Sobttnadante de células de membrana sinovial infectadas con el \'irus de AEC de referencia de American Type Colección 
Culture (VR 905, 7S.G63). 

CARRILES 3-7 =Días de recolección de sobrenadante de células de membrJna sino\•ial infectadas con el \'irus de AEC aislado. 

C (-) = Sobrenadante de células de membrana sino,·ial de feto caprino sin infectar. 

PMC = PL'SOS moleculares calculados. 
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FIGURA 15.CfNÉTICA DE PRODUCCIÓN EN 
CUL T!VO CELULA~ DE PROTEÍNAS DEL 

VIRUS DE AEC AISLADO EN MÉXICO 
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Tabla 4. Proteínas reconocidas a diferentes días en el sobrcnadantc de las células de membrana 

sinovial infectadas con virus de AEC aislado en México. 

PROTEINA RECONOCIDA DIA 

(Peso molccutnr cxprcsucJo en kDa) 3 

14 

16 

19 

25 

28 

32 

37 

45 

51 

60 

70 

90 

135 

DIA 

5 

+ 

+ 

+ 

DIA 

7 

+ 

DIA DIA 

JO 12 

IDENTIFICACIÓN DEL VIRUS DE AEC POR PCR 

DIA 

14 

+ 

+ 

DIA DIA 

17 19 

+ 

+ + 

DIA DIA 

21 24 

+ 

·+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Se corroboró el aislamiento del V AEC por PCR logrando obtener un producto de 

amplificación de 258 pares de bases, lo que indicó 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 1nostraron Ja mayor 

detección de animales scropositivos a Ja enfermedad, con10 se muestra en la Tabla S. Se 

encontró para Ja técnica de WB 18.65% (41 animales) y 43.6 % (96 animales) más 

seropositivos comparado con las pruebas de ELISA e Inmunodifusión comerciales 

respectivamente. La prueba de ELISA estandarizada se corrió con diferentes 

concentraciones de proteína viral dcnmninando E LISA 1 ( 14 µg de proteína por placa), 

ELISA 2 (28 ~lg de proteína por placa) y ELISA 3 ( 56 ~lg de proteína por placa) a cada 

variante. Se obtuvo para Ja ELISA 1 un 8.18% ( 18 animales) y 33. 1 8% (73 animales) más 
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FIGURA 16. Prod11ctos de la reacción en cadena de la polimerasa del ADN del virus de 
artritis encefalitis caprina, con la amplificación de 11na banda específica de 258 pb 
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l. Marcadores de 123 pares de bases. 
2. ADN 1 3. ADN 2 4.-ADN 3: Muestras extraídas de células de membrana sinovial 

infectadas con el virus de artritis encefalitis caprina (V AEC) aislado en México 
S. ADN extraído de células de membrana sinovial infectadas con el V AEC de referencia 

de American Type Coleccion Culture (VR 905, 75.G63) 
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FIGURA 17. Prod11ctos de la reacción en cadena de la polimerasa del ADN del virus de 
artritis encefalitis caprina, co11 la amplificación de 1111a banda específica de 258 pb 
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5. ADN extraído de células de membrana sinovial infectadas con el V AEC de referencia 

de American Type Coleccion Culture (VR 905, 75.G63) 
6. Células de membrana sinovial no infectadas 7. C(-) control negativo del PCR (agua) 
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seropositivos comparado con las pruebas de ELISA e lnmunodifusión · comerciales 

respectlvamen~e: •Para la ELISA 2 se ¡,bti.tvo un:3. l8 .(7 a.:iirnal.;s) y 28.18 (62 animales) 

más serof;ósitivos: y para~ la_ ELISA.:3se
0

obtu~oun 2fú8 (62 animiilesfVun 53.18 (117 

animales) más seropositi".os~ •·. -~o;npar;do . con las . pruel:Í~~} antes· mencionadas 

respecti~ariiente (Figu.:;¡ l8~·i9 cy··20).• · 

Tabla 5. Detección de animales scropositivos a las pruebas de ELISA cstll.nd~rizada y .Western Blot 

con virus de AEC aislado; co~1parada con las pruebas de inmunodifu~ióny ELISA q.uc\itHizan 

virus de Macdi-Visna. En las diferentes pruebas se evaluaron un total de 220 sueros.· 
: .;;. 

PRUEBA Positivos % Positivos Negativos %Negativo Sospechoso %So¡¡~~c!;tosos 

"\VB 172 78.19 44 20 4 L8E O' · 

ELISA l 149 67.73 71 32.27 o o .. · 
ELISA 2 138 62.73 82 37.27 o 

o ~·-· ' 

ELISA3 193 87.73 27 12.27 o o · ... 
CHE KIT 131 59.54 82 37.28 7 3.18 {'. 

l.D 76 34.09 144 65.91 o O::; •:. .. 
.. _, .. · _, "«" .··,;, :~. ·: .::.-

En la Tabla 6. Se muestran los sueros positivos, negativos y sospechosos por l;)éalidad y 

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

Tabla 6. Resultados de 220 sueros evaluados de cabras del Estado de México y Qucrétaro por las 

técnicas de ELISA estandarizada y sus tres variantes y por Western blot. 

ESTADO SEROLÓGICO DE LOS SUEROS 

LOCALIDAD POSITIVO NEGATIVO SOSPECHOSO 

E LISAS \VD EL ISAS \VD ELISAS \VD 

l 2 3 l 2 3 l 2 3 

Estado de México 39 41 45 42 7 5 1 4 o o o o 
Q11erétaro 110 97 148 130 64 77 26 40 o o o 4 

TOTAL 149 138 193 172 71 82 27 44 o o o 4 
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FIGURA 18. Sueros caprinos evaluados por la técnica de ELISA 
estandarizada (1) con virus de AEC aislado 

........ -- .- ... _,_ ,-,_,, __ ; 

·····.ur%~~1~t~if ls.····· 
,,~~~~{ljl!!~i~·§~:.~gf~f~~fr~rJ?~~?.;tISi~j~~:;;i~-Í~'{"' 
· ···*1J.l~1~:1@.ttgür:·: 1:r .. ;11~·r~·:;;f .. f. ·· ·.·,····)·>i:i{,11~·· ··· 

·'. ,,,:.: .. 

•• 

. ~· -

50 
220 SueW>~ caprinos dilul~os 1/200 

200 
f)-:-;¡;¡;ru_;:;--:

2
:-
5=º __ _J 

... ...,. con val- •rrilNI -1.0...,. --(rujo) y _jo -1.0 ._...,,..e-• P') ------ ~-EffffJ-co:rr--
'l- ( FALLA DE ORJr.e11 J: 



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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'VB DEL BANCO DE SUEROS 

En la prueba de WB se observó reacción cruzada de los sueros negativos con la 

proteína viral de 25 kDa. así como reacción· ·de casi todos los sueros con las proteínas de 5 1 

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

el de referencia de AEC se observaron 'diferencias en una, proteín¡"l de 17 kDa presente en la 

cepa de A TCC y a usen.te en el vi~s.aü•,lad(); así corric:I con .1.ma proteína de 16 kDa presente 

en el virus aislado y auseitte e,n 11.i: ~cp3' de referencia. / .... 

Se consideró c6m:i:;·~i:¡'t~ri6·cie p"asitividad lii presencia de 5 proteínas de 3 genes 

diferentes (135,,90,·(geri~~~)l'.:~:9.ci~~rev)i 14y~l6{gcn gag) Figura 21. 22. 23. 24 y 25. 

~~it~~~\Jlllli~~~f ~It31f.~~f ;:~~~~::.~:::.:~~:: 
.De l~s '<!:tsuel'()S''qtfo'•sé consideraron sospechosos al WB solamente uno reacciono 

positi~6 '(ei'.·5~·~;g;;;i¿h'c;~j~cl~'prot~ína de 25, 9() y 135 kDa) a la ELISA comercial y a la 

ELISA íi;sta'.i1c1~;·iiii~~:.~,~Jc':¡()~ ,9 súeros positivos que dieron una reacción débil al WB solo 

l dio pbsÍ1:í'~(,'t~':io;\3;'[iósitivos a la ELISA comercial y 2 a las ELISAS estandarizadas 

(incluyend~~J·;:i~'1I?). 
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Figura 21.- lnmunoeleetrotransfercncia de los sueros evaluados. donde se observa reacción cruzada 

con la proteína de 25 kDa en los sueros negativos y los sueros positivos presentan reacción a las 

.-------•proteínas de 135,90. 19. 16 y 14 kDa del VAEC .. 
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Figura 22. Esquematización del reconocimiento de 
proteínas del VAEC por sueros positivos y negativos en la 

prueba de inmunoelectrotransferencia o WB. 
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FIGURA 23. PROTEÍNAS RECONOCIDAS EN 
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA POR 220 SUEROS 

CAPRINOS 
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FIGURA 24. PROTEÍNAS RECONOCIDAS EN 
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA POR 

SUEROS CAPRINOS CONSIDERADOS 
POSITIVOS 
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FIGURA 25. PROTEÍNAS RECONOCIDAS EN 
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA POR 

SUEROS CAPRINOS CONSIDERADOS 
NEGATIVOS 
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SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALOR PREDICTIVO DEL TEST POSITIVO, 

VALOR PR.EDICTIVO DEL TEST NEGATIVO Y PRUEBA KAPPA, DE LAS 

PRUEBAS DE WB, ELISA ESTANDARIZADA, INMUNODIFUSIÓN Y ELISA 

COMERCIAL. 

Cálculos de Sensibilidad. Especificidad. Valor Predictivo del Test Positivo. Valor 

Predictivo del Test Negativo y Prueba kappa para la prueba de lnmunodifusión c0111ercial. 

WESTERN BLOT 

+ 
INMUNODIFUSIÓN + 76, 

96' 

Total 

Sensibilidad = 76 X 100= 

96+ 76 

Especificidad = 44 X 100 . ..;'/ 100% 

0+44 

• •'? 

Valor Predictivo del Tési_(+) · 
- . ·-· 

._,-:,··-·.' .... ··,; 

Valor Predi~ti~ó ~~i~~st H 
,,>: :;~:~--::;" . :·· •,. . ' . .. . ~ . '. 

-- ;-.-,·_> .:.:-=.:.:. :: .. ,·.· .. ·· .... ·_· -. .· :.·~< .· \.::·:,-·-_;.:r_,.- --

Cálculos .d~)a ~;~~b~ k 
K:d. o~c· )·; 

1-C 

l 72x 76/216 = 60.51 

+ / 

X 100= 32.3% 

96+44 

100 0.89 

80 

Total 

76 

140 

216 
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44x 140/216 =28.51 

76% + 44% = 120% =o usando proporciones= l .20 

l ~2 -0.89.;;,; 03 l .. 

2.16 - .89;,: 1 ~27. 
0.311 l.i7=0.244 · 

+ 
CHEKIT + 130 

42 

Total 172 

Sensibilidad 130 X 100= 75.5% 

Especificidad 

42+. no 
44 . ;~\ C>o ==< • i 00% 

Val o< Pred:C"'.ic~~~¡J~~~~\f {fr~tt 
Valor Predictiyo',dehi~si(.::): •: '4~ 

.. ·. . . . ; . :;·':''''·:#¡,)(_.:::"·: ¡:. < • .. 42+44 

Cál~ulo~ ~.;·.~-~~~~b'a k ·.· ·. 
K=· o-e 

1~c 

172x 130/216 = 103.5 

+ I 100 

X 100 = 100% 

X 100= 51% 

1.21 

81 

.. >: Total 

o 130 

44 86 

44 216 
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44x 86/216 = · 17.5 

130% + 44% = 174% =o usando proporciones= 1. 74 

1.74:...121,,,;;0.53 

2.16 - 121 == 0;95 ' 
. . . =· . 

o.531 o.95 = o.ss7 .· 

Se ·puede ·resumir ·que la prueba • éomercÍaI,··~e • E~I~A •. irid'i~~cta •'tiene ·buena 

sensibilidad,: e~ mÍt~ especifica, un alto .. valrii ~redi~i:ivb d~Í t~st. ;~Ci~itivo,: un· .. bajo valor 

predictivodel t~st ~~g~tivo y u~a buena concord~ncia con wa~< ::k, .. ;\,z~ ,• 
' ' :>~_,.,_,-; .:;- ··~ "--·--'f:>:.',::,~·· ... ::.:·:·: 

Cálc~l~s ·. d.e··•·sensÍbHi~~~,:>¡~P·~~ij.¿Ídad, Valor· .Pre~icii+~:;¡~.;iili~~t~\%~~1~fr.~/· Valor 

Predictivo del Test Negativo y.Prueba kappa para la prueba de;ELIS~}l!~estandanzada con 

VAEC aislado en México. . }~;;z~il~iBl~~f,;~~~~~~.i}~;:~~~f'.,c ' 

ELISA 1 

Sensibilidad 144 

28+144 
.. ··. 

··'' •. 

+ 

Total 

X 100;= 83:7%,: 

Especificidad '40 ·.' ••. <X: 100 ·~ ' 90.9% 

Valor. Predi¡,ti~6·d'~Lfe~t (+) 
- ·. : ·•· :· .. ·-~: .... ~:~::·- :.: j' { ~;-.-:·' ::;:} .· ':. 

._·,.;-,/.>.·:: ·:.:;;-,:: 

Valorgredictivo del Test (-) 

Cálculos de la prueba k 

144 X 100 = 97.2% 

4+144 

40 X 100 = 58.8% 

28+40 

82 

216 



K= 0-C 

1-C 

172x 148/216 = 1 ~7.8 / 

44x 68/216 - 13,8 

100 1.31 

144% + 40% = }131ry.; ,;; !:>.usando proporciones = 

1 :8~ 1:31 o;,;;o:_s3;: 
.. ¡ '.·,·· 

2.16 .. - .1 .31~;g.~{·, ; .· .·. 
o.s31 º~8sI;9;É:~:'.i .... 

:~::', :-. 

1.84 

·--,:;··-'·'.<y. 

S~;p'i}~él·~ ~~~~h1ir que la prueba de ELISA 1. esta~darizada (:On V AEC aislado en 

Mé}l;ic.;; ·¡¡~~~'f¡i~li~~~ ~e~sib\Íici~~Jb.ueri~ .:~~p~cifi~id~él,. Üri · ~ltO: • valo~. pr~dicHvo del test 

positivo/~n bajó; valor predictivo del tesfriegativo y una buena concordanCia con ws: 
,· ,. ::·~::'·~ ·. >.:;_-·· ·'~<: . '"':::·_, . - -~\~:·,~:~~::'. 

Cálcü1(;s d~.: s~i~sibiÜdád; ~s;~cihCidad, Valor Predictivo def,ffest.:.Positivó, .Valor 

Predi~ti:Y~ d~I Test Negáti~.; y Prueba kappa para la prueba de EL1s:A0·i'e~tiíñclari:ZUda.con 
VAEC aisl~do en México. . .····:._ · 

WESTERN BLOT 

+ 

ELISA2 + 133 

- 40 

Total 173 

Sensibilidad 133 X 100 = 76.8% 

40+ 133 

Especificidad 39 X 100 = 90.6% 

4+39 

Valor Predictivo del Test(+) 133 

4+ 133 

X 100 = 97% 

83 

-
4 

39 

43 

·. 

Total 

137 

79 

216 



Valor Predictivo 'del Test(-) 39 X 100= 49.3% 

40+39 

CátcutosCle ta prueba k 

K= -~~2'.-- .-' 
173X: 137ii16 == 109.7 

' ;--. :~ . . 
-_-+- / 100 1.25 

lS.7 -

133% +39%';,,, :-, 172% ·,,., o __ usando proporciones= 1.72 

1.n ,-1.2s,;;0:47 __ 

2.16 -1.2d)=o.~1- ,._ 
o.4 71 o.91··.·~··(j'~-5 i ·¿·,: ,:_:.-_ _, 

: _-:-·. -·1:·,, __ ; -··' l 

::7.::{~~~;~~{~~f t!f ~~~Ir:~t!::t~lf.:·~=~~~;Eqif¡~~~i;;:~º w:~ 
~:=~~~º~:~~~;2~~$~f .&t:::~::,:;:~:::~.:~~~IT!~JE:.:d~:~ 
v AEC ~isiaclci eri México; --- -. - · '· u' 

EL1SA3 

Sensibilidad 

Especificidad 

170 

2+ 170 

24 

20+24 

WESTERN BLOT 

+ 
+ 170 

- 2 

Total 172 

. ·. ,_-

_x 100 = 98.8% 

X 100 = 54.5% 

84 

- Total 
-

20 190 

24 

44 

26 

216 
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Valor Predictivo ~el Test(+) 

Valor Prediciiyo del Test(-) -
·'}. ' 

Cálcul~s de lf~r~eba k 
K= · o~c· ..... .,. 

170 X 100 = 89.4% 

20+ 170 

. 24 

2+24' 

'x.100 ,;:·· 92.3% 

1~c''' . . . . .,,., 

::2:tJB'~~;·1 'ºº 1.56 

170% + 2.4.t~;;;: .·Ü>4.;,; .·~ ó 1;1sando proporciones= 

1.94-.1.56;.;io)s'·' .. 

2.16 - 1'.'s6;:;;·c>:6;:'.::' ~:::> . 
0.38/ 0:6-~;0:~3·3 > 

,.· :~~~:,.:~ .-->:. 
- : '• -~ '"' :~,_<, -·-

1.94 

Se );tiede~·résÜmir diCiendo. que Ja•• pn,;eba .. de ELISA .3. estandarizada· con V AEC 

aislado en Mé~ico;es•muy''s~;,sible~ inu.Y:pocó especifica, 'cÍe. un buen valor predictivo del 

test positiv~;C!~ ~-~·ai'toyáior pre-dic~i.~f del_'tés~:negátivo ycori buena concordancia con 

WB~- '·:¿-; :;,:;~ ,J) 
-·~ ~: -- -

· Las"p~~b~ qué mostraron ~~yor ~~nsibilid~d fueron las estandarizadas con el virus 

de AÉC aish:ido y las pruebas qÜe ~ostraron mayor especificidad fueron los estuches 
'·- ' -

comerciales de ELISA e Inmunodifusión, así como el WB con virus aislado, como se 

muestra en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Sensibilidad y.especificidad de las pruebas de ELISA.cstandarizada con virus de. AEC. 

E LISA comercial e Inmunodifusión ·de·. rnacdi-visna;: con a.· WB 

estandarizado con virus de AEC. 

Prueba 

WB 

ELISA 

E LISA 

2 

E LISA 

3 

Chekit 

ID 

Verdader 

144 

133 

170 

130 42 

76 o 96 

: -; ,: :.,~ ''' 

\VB: Inmunoclcctrotransfcrcncia con virus de AEC aislado·' 

90.6 

54.5 

100 

100 

EL1sAs l. 2 y 3: ELISAS estandarizadas con vin.is de AÉC ~isl~·d,~-~-~·¡·f~rC~tcs ~onCc~l~cionc·s 14. 28 y 56 µg 

por placa de antígeno respectivamente. 

Chckit: El isa comercial que utiliza virus de macdi - visna 

ID: Jnmunodifusión comercial que utiliza virus de macdi - visna 

Todas las pruebas a excepción de la ELlSA 3 mostraron un muy buen valor de 

predicción positivo y por el contrario la prueba de ELISA 3 es la única que mostró un muy 

buen ·valor de predicción negativo. Con respecto a la concordancia de las pruebas en 

relación con WB todas mostraron buena correlación a excepción de la prueba de 

lnmunodifusión que nlostró una baja concordancia con10 se aprecia en la Tabla 8. 
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Tabla 8. Sensibilidad, especificidad, valor de predicción positivo, valor de predicción negativo y 

valor k de las pruebas de' ELISA estandarizada Con ,..;;iru~ de ,AEC aisladó. Elisa comercial e 

Inmunodifüsión quc.u¡Íli:w'n virus de macdiCvismi; con rC::laciÓ~;i(WB c~tanda~i:Zado con virus de 
__ ,, ..::~·-. : , ·- ' 

AEC aislado; 
···,,'.: 

PRUEBA .Valor de k 

' 
Negativo p(i~itÍ~o 

.' 

100 WB 100 IOQ, 
" 

100 

E LISA 83.7 90.9 97.2 58.8 0.623 
' 

ELJSA2 76.8 90.6 97 49.3 0.516 

ELJSA3 98.8 54.5 89.4 92.3 0.633 

Chckit 75.5 100 100 51 0.557 

ID 44.1 100 100 32.3 0.244 

"\VB: lnmunoclcctrotransfcrcncia con virus de AEC uis1ndo 

ELISAS 1,. 2 y 3: ELISAS cstandari7 .. :u.las con virus de AEC aislado a diferentes concentraciones 14 9 28 y 56 j.tg 

por placa de antígeno rcspcctivumcntc. 

Chckit: Elisa. con1crcial que utiliza virus de 1-nacdi .. -· viSn~: . 
ID: lnmunodifusión con1crcial que utili7..a virus de macdi ':"' visna 
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DISCUSIÓN 

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

células de membrana sinovial de feto caprino, esto es debido a la f"alta de una línea celular 

que soporte efiei.enteménte el tiempo que requiere el virus para replicarse sin que exista 

alteración celular.y/o.muerte, con excepción de la línea de células de ovario o pulmón del 

~~:,:f {~lllil~~iii~i;~;~~;;.~::i;~7.~~~;~~~~;~i:~:'.~~~ 
(Kirkland y;J3iiny,·\~l987;';'Simard et al., 2001). Un reporte reciente menciona que en las 

células ~p0ii:~'1!~Í~f1f~:í'~§1i~':ci~·~~~i:a se puede establecer una infección productiva de V AEC, 

aunqÚe en algunC,s'ctisos iinefecto citopático evidente (Msclli-Lakhal et al., 1999). 

E:1 et~i:;~e> .~ilopático causado por 1entivirus es característico (replicación 1enta), con 

f"ormaciÓn de sincitios o células gigantes multinuclcadas (generaln1ente de 5 a 30 núcleos 

por célula) con un cuerpo celular redondeado, retráctil y muchas extensiones 

citoplasmáticas con f"orma de estrella, filif"ormes o parecidas a arañas (Andcrson y 

Cheevers, 1981; Pétursson et al., 1992). Algunas de estas características del ef"ecto 

citopático se apreciaron en los cocultivos de monocitos-macrófagos con células de 

membrana sinovial (Figura 11 ). Se observo este ef"ecto en promedio a los 20 días post­

inoculación, como lo había reportado Kirkland y Batty (1987) en células de córnea de 

cordero. En el presente estudio la evaluación de la producción de proteínas virales se 

realizó utilizando la técnica de Inmunoelectrotransferencia después de observar la presencia 

del ef"ecto citopático en los cultivos celulares, demostrando una excelente producción de 

proteínas virales como se demuestra en la Figura 12. 

Además otro aspecto importante es lo relacionado al uso de células de membrana 

sinovial utilizadas tanto para el aislan1iento del virus de AEC como para la obtención del 

abasto viral. Estas eran células con alto pasaje (36-48 pases) como las células de cón1ca de 

cordero utilizadas por Kirkland y Batty ( 1987), que pcnniticron una excelente producción 
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de virus. Estos resultados difirieren de lo reportado por Anderson y Cheevers ( 1981) 

quienes indicanque l~s ~élulas de membranasinovial soportan bien la ~eplicación del virus 

:.:~~~iAl~~~~~i~iif i~~~~i~:rn::~~~~::~::::::,~::.::::::'.::~: 
trabajo obtenienC!o'.fé.fccfo''cito'pático .éincclúlas de membrana sinovial .de alto pasaje entre 

,· · ~ ~ :.:';:,·::;,:.:;·rr:.~<~~~t-~::-:Y;:J:!t-~:::·::-::c::t~'i'(f<~-, ".'~~~..: ;·;' -- · ~- >. -. · ·. · · · 
los días 6,y'7;r'esultad()s llluys1m1lares a los de Anderson y Cheevers (1981) . 

. · Po~::ii'>'!~li'6;~~{~·il¡d~ é6~ci'uir que en las c~ndiciones en las que se realizó este trabajo 

las célul~s ~¿·.~~t~~:'b'asaje y de bajo pasaje de membrana sinovial muestran una eficiencia 

pareciída ~J~;·~6~6~~{1a replicación del virus de AEC. 
. -._-/, -<·.;.2~-}-~.:;.:.':_.-.~ :-:?)-.'-.. _-_-:.:_,¡_ ',:." ·. •. •·. -

.· · .•. ~Jitieinpo; de presentación del efecto citopático es !'11u)'¿va~ia~le, reportando en 

::':~~~·~~=~.:·.:~:.d:nm::.b~~:,:":o:':~ ::.::;;)IB~t~~~,'t~:!•;;::~:h d: 
Maes;1984);)cis.cuales a su vez mencionan que cuando subculfrV.a:ron)as células, el tiempo 

;- - ... :: ,: - ~-~. · ... ·-. ~.: :'.--:'. ':- · .. ·. - ... ~ . - ·<·~· · . ., ' ;:.::·;.· ·:-'t~"''~1~·';'f;'t;',;-':,~~- :·.:,'.i~-::f.: ":, ;;_·~ . -. -·. : . . • 
de observac1on, .. se ·,'acorto de 3 a 6 dras y de 2-T drns,resp·ect1vamente. Otros trabajos 

mencionan~tÍ~';partir~de.explante de células de memb~at'ia?~i~"o~iál ~I efecto se observó 

entre 10 ~ l<l:~¡~'g'c'Eí'iis~et'aL, 1987) y a partir de células de membrana sinovial de una cabra 

artrítica se e;;_~~f'.r~~ii~i~~t;j ~ lo~ 10 .días (Dahlberg et al., 1981). Con la utilización de 

células de c6ht~ri''ci~;~~~id~~¿:ij~ observó el efecto citopático a las 2 semanas (Simard et al., 

2001); 
> •'..'~~;. :- :;/~ 

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

cabras mexicanas, el cual presentó efecto citopático en células de men1brana sinovial en un 

tiempo de 6 meses. Esta variación en la presentación del efecto citopático puede deberse a 

la adaptación 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 requiere por lo menos de una a 

dos semanas promedio (con excepción de lo reportado por Daltabuit et al., 1999) para poder 

observar el efecto citopático de un primer aislamiento viral y subcultivándolo se disminuye 

el tiempo de presentación de este efecto citopático, 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 concentración y de purificación viral para AEC varían, utilizando 

ultrafiltración (con membranas .de peso de' exclusión de 100,000 y 10,000 daltons) 

(Kirkland y Bátty, 198"]) o di¡\Ú~is '(~l~i.s.~t~ a1;; 19_s6);~peJ."~. e!J~?ingu~o. de ~~tos t;..bájos. se 

describen las •¡jroteínas··qu~(se obtié.,en:'y ~pll'qu~··pi,ireza'.'E;valuaciones ,'h~chas de estos 

::~:~:.~~;~;~~,~~~~;i,§:tl~~~iiJ~li~1i3~~:~:~~:::n: 
adectiadamente.;pcn)electrofor~sis;yV~r.ansfer.en~ia;'."; lo)qu~~;in1pide · 1a ·.visualización de 

::::~.:~~If~f ~t~t~i~~i~:~:;¡~f~l~\~:~~=~ :~:~~:h~=~~:~ 
replicación postedo~ en.· célula~ d~ cóme~•fetal de corder~ con un 80-9()% de conf1uencia 

muy -~imil}1~.~1 ~i.;~~~~~j:~.''.i,f.',~f-~~~&~~J~W~-~·?·: o/o' .d~·· la;; célul~s ~sadas. 6n. d ~;~sente 
trabajo; aunque:._este,·no.'escun•¡factor.éunportante en celulas de membrana sinovial con10 lo 

, · - _ -- :. -. ,; .• ,º )'.: ··.~;-:,.:·· .;--,: ~'-~-- , ·: .:"·~··",': -~ j:;:r.~~~:-tt~ ! .:¡;,>~,-~f:'./.:;;:.·~ <:,: .·-,, ~;~-:~: .:_· .. , . . · · · 
reporta A!1dc::,t;:~()r1,·Y..She~yéri>·:~I981)/.donde indican que la síntesis de ADN celular. no se 

requiere para·e~t~bI6<:"e"r'.'1ii'infec~ió'n de VAEC. La metodología de infección de las células 

de có.:Oeá ~rr 16~'.;trá'i;~jos .que reportan Belov y Whallcy (1988) y Simard et al. (2001), 

incluy~;~·;, "_J1 .'¿~~· d~. polibrene para mejorar la absorción del virus a estas células que 

posterlonn_~nte ~e incubaron por dos horas a 37" C y con 5% de C02. En el presente trabajo 

no se utilizó polibrene para infectar las células de membrana sinovial, de tal forma que la 

infección se realizó directamente con sobrenadantc de cajas infectadas con V AEC. 

previarri'ente probadas por WB y depositando directamente en el medio de cultivo celular 

·(Dtilbecco con suero al 10%) sin incubar el sobrenadantc prcvian1cntc con las células. 

Utilizando esta metodología se obtuvo rcpctibilidad en los tiempos de presentación de la 

infección. El poder obviar metodologías descritas para infectar células con el virus de AEC 

posiblemente se base en que este virus in vitro tiene predilección por células de membrana 

sinovial y aunque otros cultivos puedan soportar la replicación del virus, como en el caso 

de cerebro, plexo coroideo, pulmón y riñón de cabra, estos tipos de células presentan una 

reducida eficiencia comparadas con las células de membrana sinovial (Andcrson y 

Checvers, 1 981 ). 
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Debido a la variación del virus de AEC en cuanto a virulencia y antigenicidad y a la 

falta de información deí comportamii;:ntode estos virus en sistemas, ,de cultÍvoJn yifro, se 

hace de surn~' i1nportanciá_'C¡üe'l§s'~laborafo~iOi•(dcÍ:ermine1l él tiernpo'ó¡íi'i1nó''ae C:oseclia del 
virus. -·oo..- ._ '~·':-·."· --.; __ ~<~- .~:~~::·..,~- __ :_e-:·' ·--,''. .. : _- _-.,"_ ·::.: ·,,.<· ,:·" 

.. me"~r,~~~rl~~~(f ~~!~1~~;~~i~~1~~~~~i~~~1!4~~~:~;~;:. 
asociado' a célulás ,y,él ,virus:exiracelÜlar;(Aridcrsori y·:chcevers~:;l9,8,l )J,Ofra''alté'rnai:iva, más, 

· : -~· :· ·. "/'-.· ·.~· -,:\~ \:.:. ·~ > .. ;;·,; .\·.~,\;~~'~'.·.~-:;.~:L> ·~~X--~~-if<~~~-~~?;:;:::·t/,;T:~'.~: :,;~ ~~;:;~<~ ~:- ~-:-:r ·_.:, / ~:-:~~~;:-;:-<>·: ·~:'.;:··:-~·:·':.:. ::::::<·'º:. :~ 0~.;f~5_;t:á.f:t..~·)·;~~~~~~::>t~t2~~.•:;~--Y -;~t '- , J·( :~ :'. · 
acces1ble,d'?:;utll1zar,'repo~ada;'.r~c1e,11temente,en'celul~s,,de <:(,)rll~ª,~.e;co,rderoºy~decuada 

concentrado: se transfirió en nitrocelulosas y se procesó 

realizando el wsf,~~bC>rt'á'¡iéió'\u{ tiempo óptimo de cosecha a los 23 días incrementándose 
: .. ---: ';;; .' .,:,~,·:.·, ·~;:;,.\;:"~~·t:'.·:,,,,1::::-?:i(;.t-·;,~;~;-;:~::·~.;:·-: ;, 

la observación '.:'.'_de•:'Jbandas~·'en intensidad y gradualmente desde el día 13, con el 
·. · · ... ;-. __ ;_:';-""''.;:-.--Li~-;:;7~: -.;cr·.,-.;::·?/f."·:·_::':~'.:;,:.:·;,< · · 

reconocimiento de'3.,bandas,de proteínas virales (10, 25 y 42 kDa de peso molecular). Estos 
: . -~. :.- >?:~'~. :\:~~~'.-'.~;\~~:,_'t-°:~-~:~~,, .. ·.~:-:-- ·7·; .: ·. 

resultados>fuero'n%su¡:,erados·:en el presente estudio con una metodología de purificación y 

concentraci'ó~''~~i'.~ií1'~ utilizando ultraccntrifugación con gradientes de sacarosa al 20% lo 

que fue ~á~'rápido .y reproducible que la metodología que describen Simard et al. (2001) 

para concentrar el - virus; en un segundo experimento reportaron la presencia de dos 

proteínas adicionales entre la proteína 25 y 42, y utilizando sobrenadante infectado en lugar 

de células, se obtiene una débil señal de la proteína 25 y 42; por lo que se puede apreciar la 

poca reproducibilidad de sus resultados y la posible falta de producción activa de partículas 

virales o la pérdida de proteínas durante el proceso de purificación y concentración. Esto se 

sustenta en el trabajo de Guingucn et al. (2000) donde mencionan que la observación de 

proteínas precursoras y las posteriores proteínas que se obtienen por restricción de la 
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proteasa viral, indican qué las· proteínas virales de VAEC son correctamente producidas, 

procesadas y liberadas por células 'infectadas. 
··,.. .. ' 

En la ciriéticá de producC::ión de-lfrc}tt;ínas paráel .virus -de AEC aislado en cabras 

mexicanas se utilizfro~-~: ~p\'c~jaf--~~-~-f~~-~.~~~~-'~~fsiW~~at}á,, s.inovial infectadas con 
sobrenadante proveniente dF eélul~s 'mfect~d~i;-y:: frF~ialTientF. e;raluadas por WB (prueba 

más sensible y esre~í~ifgf~~~fg~~~r:~-~ic~!.&~:~~~;:f:f~~~~~'~;¡~~g-~~:.~()(~imard et al., 2001) 
Figura 12; estas caja~ se!c~seeh~ro~''cada'.tercer/día;'úeniénao';inforrn~ción de Ja infección 

::"~º::::::, :~~~~~~~~t~~~~~ii~~}!~~~~~;,~~;!~~;:~ d~ 
sobrenadan te, s.e apié~ian'•l3 · proteírias '.de das (cual,es111 Xsqri ;vfráles;' est~; seó'debió •ál virus 

excedente .. ;~~:~,~~~~f ~~;~~~[;~¡~~~~j{f~J~~~~~it~~;~¿jf~~~~~J~~~i~~~~~§,f(~f~:!?;.~§~-~-'t~~- proteínas 
completo Fn el prilTI'er l'l)U(!streo?(F,ig~r.~~'.13),·7En:• el]d•~· 5; de 'esta c1ne!1c~: se ·_observó el 

reconocim_ié~-;~:~~~f;~fi-~,~~f-~~~J~:~J;~~:~~iíi1.;~g~~=:;iS~1~~-~~~{~Eit~IY~iri_''~§?i_k~~·· es de gran 
importancia en,ehrecon()cim1entoise~()Iógi~ó d(!Jos• ammales infectados con· VAEC (Perry 

::;:;.cl::~;~~~:;r~}f'z~~1~~¡:l?J~l~;~J~lg~=~;fi::~~>;:~:1·::~e:::8c:;) ~:~1::r:11~5:t :7.: 
1990);;~estasúltl1~ásjun~to con la gpÜ5 ala postre se verá que son de las más importantes 

para dC::terriii~~r la inf~cción '~n ~ab~s. por el virus de AEC. Cabe mencionar que durante 

toda la cinética de producción se encontró el reconocimiento de dos proteínas de un peso de 

5 l y 60 kDa que como se observa en la Figura 12; estas son proteínas celulares obtenidas 

del sobrenadante de los cultivos. 

El primer pico de producción de 7 proteínas virales se observo al día 7 

(reconociendo las proteínas de 14, 16, 19, 25, 37, 90 y 135 kDa) como se observa en la 

Figura 13; para posteriormente disminuir (tanto en nún1ero de proteínas reconocidas como 

en intensidad) y enseguida incrementarse al día 14 con 1 1 proteínas de 14, 16, 19, 25, 28, 

32, 37, 45, 70, 90 y 135 kDa, como se muestra en la Figura 14 y IS; lo que involucra 

proteínas de todos los genes del virus como había sido reportado por diferentes autores 

(Tabla 2). Las proteínas descritas en 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 membrana sinovial de feto caprino. Lo anterior no se encontró en el trabajo 

de Simard et aL (2001). 

s~~~~f llti ii~lilf~~~~~~~'.f~~~j~~~ 
el virus aislado. c;orrtparai:ido~.las'.proteí11a.s'antigénicas de la cepa de referencia con las del 

~:·~~;r,~H~~~~~~!!~~~~ffeE:~:::=::~:::::::~:::~c;:~E;~:,:~ 
utilizó én'§1 1 pr~~s.énte.·'estÜdio: El peso encontrado en la proteína de matriz del virus aislado 

fue de'<16,)cp~·:d¡,_~-o se puede apreciar en la Figura 14 y considerándose una de las 

proteíllas ~ás~·bo;;servadas del virus nos puede indicar que se trata de una cepa diferente lo 

que.• pudi6~a ·t~ner implicaciones en el diagnóstico de la enfermedad, principalmente con 

técnicas~ que se basan en la detección del genoma como el PCR. Aunque en el presente 

trab~jo no sé presentan los datos que soportan esta aseveración se tienen los resultados por 
·. · .. 

restricción de endonuclcasas y secuenciación de las dos proteínas, encontrando diferencias 

en los aminoácidos. 

La cinét:ica de producción viral evaluada por WB demostró que aunque no se 

observe el efecto citopático en las células de membrana sinovial, el virus se esta replicando, 

lo que refuerza la idea de que la formación de sincitios no esta correlacionada con el pico 

de_ p-~oducción viral. El primer pico de producción de proteínas virales se observó a los 7 

días y posteriormente se observó un patrón de proteínas virales con1plctas a los 14 días y a 

los 2fdías; esta última fecha concordó con la presencia de sincitios evidentes que se 

apreciaron a los 20 días. Las diferentes proteinas producidas durante el ciclo de infección 

viral no se pueden evaluar con una metodología cmno la descrita por Anderson y Cheevers 

(1981). Montar la cinética de producción viral nos permitió asegurar el tiempo óptimo de 

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

líneas de precipitación, una contra ·la proteína gpl35 que de los sueros probados como 

positivos, la mitad reaccionó coritra est:i' proteína y la. otra mitad reaccionó contra p27 que 

es la segunda línea de_ preci~ita~icSn._En éstos suer~s p;obados en WB no se apreció mayor 

concentración de _ ai~ticúe..P~~ con1:;a it1 ~i35 ;ql1e . hiciera 'ª diferencia de 'ª reacción 

=~~e:~d~;~n:;.C~~ey~l~~~:1~:~:trf ~·~~~f~¡i~;~;~'~!~:::::r:~s d:~e;:;~º=~e:: ·~ 
todos los sueros pósitivos'a irirntint;cliftlsiÓ~t¡;f()i'i~';;Í~'~bi~;la p25 y gpl35 en WB. 

' -. : ·;_-:· ;_,·-.--~~--- :: y:·-. .-:¡----~_;.··.:·~::''·}';::·_·; .:::>-·<_.-_f ,;'.:..:-:.·:~--~--_:·;::.:.,·,\·-~/''.::::':. ·,. > - . 
Por:_ lo .. que.se,:puéde'' conclufr_,,ciue.'posibléri·i'ente; la concentración de anticuerpos 

, -.. '<-·.-·---·'·;.-: __ ;:._e«:'.:~-''. ·- ·;t":"<'_:. {;'-.-.- ·-:-··:. ,-;, __ ;-~x::::.'.,.:: ;·_:\, .. :S'.o•'.~·--{'. '.-~ ;,_,~/; ·-! 1~:;;.:.~,:~;-/·-);:::'':YS::'. _ :·:. "-: · 
contra p27 ogpl35,en1D~·9:5i;~ste inte~iniéndó-;de:,roTa importante en la formación de 

:~::n~~;111i~1f 4i~~lf f lt~~~f ;~:f i~~!ictY~ 
reaccione~,,·.~e_q~.p;e~ibjtación,-.ya'q~e kis' 'p~o~ocolos para la obtención de antígenos 

~~~f JJiii~~%J4~2:füt:f,~~~~;~~~~ :~f ~~~~~~:~~~~i 
peso·'·mol_ec1.Úar' incluyendo proteínas celulares; Mientras que el suero negativo tainbién 

reconoció la p25 y las proteínas celulares Figura 8. 

Solo 76 sueros fueron positivos a IDAG de 172 positivos a WB, casi la mitad de los 

sueros probados para cada región (Estado de México y Querétaro); lo que confirma el 

limitado valor diagnóstico para VAEC al utilizar como antígeno VNPO. Esta baja 

sensibilidad se atribuye a una divergencia entre las proteínas de gag (2So/o) y env (40%) de 

V AEC y VNPO. Otro aspecto relacionado con la baja sensibilidad es que la lDAG requiere 

la participación de múltiples interacciones epítopcs-anticuerpos para obtener un resultado 

positivo mientras que otras pruebas como la de inmunoprecipitación requiere solamente la 
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unión de un solo epítope por anticuerpo para obtener un resultado positivo (Reddy et al., 

1993; Knowles et al., 1994; Kwang et al., 1995; Pasick, 1998). 

Los resultados obtenidos con fa ELJSA indirecta comercial (Chekit®) arrojaron 55 . . 
sueros mas p_ositivos (cer~a del 1Óoo/..Cí~ii:Cltal de sueros probados del Estado de México 

dieron posifrvo):· Demostrando l.lf"la: ~~)fClr s~nsibilidad que la prueba de IDAG como lo 

corroboran otros trabajos (Rosati et al., Í99.Sj. 
- ·'--. . .. -., 

· · Los."diseftos en la estandarizaciÓn''db las pruebas de ELISA para ser utilizadas en el ' .. ·-- ,._.,' . . . ,· 

diagnóstico deLVPR, principalmente p"á'ra.'AECson muy variados. En el caso del antígeno 

se reporta su obtención a partir de Un ?i~lii~();dé VAEC de pulmón que se cocultivó en 

células de córnea fetal de cordero (l-Ieck:~rt'efal.,, 1992); Un aislado de VAEC de Nueva 

Zelanda y próp~gado en células de IT1~riib'f"á'ilasinovial de cabra (Schroeder et al., 1985) y 

un virus aislado de E.U. ·propa~ado''~n céJufas de ·pulmón o de ovario del Tahr de 

Himalayan (Archambault et aÚ ;19ss);· D~ 'todos ellos no se conoce la cinética de 

producción .dé proteínas V'frales,'·rii:l~:c'~~posición de proteínas virales que se usaron para 
·, • .,· ••• • .; > 

sensibilizar la placa; ni su comportánifo.nto en los cultivos celulares antes mencionados. Lo 

que es un aspecto muy i~1p~·rtaril:e como ya se demostró en la cinética de producción 

obtenida en el presente trabajo.y como lo refiere Simard et al ( 1998). 

Los procesos de purificación para antígenos 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 antígeno SOS y volver a ultracentrifugar (Schrocder et al., 1985; 

Heckert et al., 1992; Scharlie et al., 1994) lo que podría ocasionar pérdida de proteínas 

antigénicamente in1portantes y que son pobremente representadas con10 se observó en el 

WB (p28, p32, p37, p45 y p70); esto podría afectar la sensibilidad de la prueba y puede 

pensarse, por tanto, que obteniendo un antígeno más 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 inmunoprecipitación (Scharlie 

et al., 1994) y 98.3% con respecto a sueros positivos a por lo menos 2 de las 3 pruebas 

establecidas por Jos autores (Heckcrt et al., 1992). Siendo estos resultados similares a Jos 

obtenidos en el presente estudio 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, siendo. aun mejor en sensibilidad la ELISA estandarizada 1 

(Tabla 7). Concl,uyerido_qus,la.pruebas.de ELJSA con·VAEC son más sensibles que la 

ELISA cómerciál que utili.~a YIVl.V: .. .. .···. . .......... · ... ·· . ·. ·. .· . . 

~;~~~~if IJ~J.~~~~~i~lt!~{~J:1;:~{i~~~~t~ 
se debió a'~las 2- proteínas . celulares . detcct'.'d~s en WB (p5 l y p60) contra las que 

reaccio~~~o:~,e~-é;~¡'~<:>dos los suero~; ()fra .r~~ri~ue posiblemente sea la más importante, y 

que se disé:Ufii;ii ~ás adelante, es q~~ todós ll:)ssueros dieron reacción positiva a la proteína 

p2S dél \;Á'Ec; por lo q~e esto increm~;.i1:o ia inespecificidad de las pruebas de ELJSA . 

.. Arét;'imbault et al. (1988) y SÍ1rci~C1~i-:·~tal. (1985) reportan sus resultados de ELISA 

con exé:élentt:s:res~ltados de ~'ositivid~d C~!)'S;8;y 99.4), siendo un parámetro poco adecuado 
>. . » .. : .. ·": • . , -· .. ,,_,:.~:~;::_·~·::.::·:;:Ú_;,;:;:~ .. ·L:< . .._- :' 

para comparár. las técúicas, ya que· eri el. presente estudio Ja ELISA 3 mostró un 87. 7% de 

positividi:id mayor aun que el WB '(78.J 9%) pero en este porcentaje se incluyen los falsos 

positivos (Tabla s). 

La concordancia implica solamente que 2 pruebas son medidas con el mismo o 

cercano f"actor de correlación. Por lo que una buena correlación no necesariamente implica 

exactitud de resultados de la prueba relacionado con la infección. Una buena concordancia 

indica que una prueba puede remplazar a la otra obteniendo resultados similares. La 

determinación del estado de infección verdadero de VAEC es dificil, por la patogenia de la 

enf"crmedad en la cual se restringe la replicación viral y hace que el aislamiento del virus de 

animales infectados no sea siempre posible (Hcckcrt et al.. 1992). 

La concordancia en las pruebas de ELISA estandarizada y la ELISA comercial f"uc 

buena con respecto a WB teniendo el valor mas alto para la ELISA 3 de 0.633 

considerándose una buena concordancia y muy similar corno la reportada por Heckert et al. 

(1992) de 0.72 (ELISA comparada con WB). Por el contrario Schrocdcr et al. (1985) 

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

una técnica poco sensible. 
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Los sueros tanto positivos corno negativos, reaccionaron a la proteína de eápside 

p25, en el WB esto es algo que ocurre en el caso' de sueros de humanos negativos al VII-1 y 

donde uri 15 % de los sueros"dañ r~~c~i6n'~~-it\espe~íficas contra la proteína de cápside p24 

y no esindicativo de infección (Collsta¡;tin~\:t'~J:,1991 ;• Serie OMS, 1992). En el VII-1 se 

§~1=~i~J.gp~~!i~iil1~~ª~:~~i~~~~~~:~:~ 
relacionado (Constantine' et-;~i •. '..'-~~-9~]-~'..seif;,·c)Ms>1992). Además de lo anterior y por las 

~~=~:.' :: ::7::~1~·¡¡~~j~f ¡~~:u•:.ro:,;~:·::;) o:o º,:::::,'(tu:; 
Tabla 9. Criterios par~_1airi1~~?~~~'.t~á~i~:~t~~}Wa positivo a VIH-1 

ORGANIZACION CRITERIO 

de las dos: p24, gp4 l o 

~24y-p31, gp41 o gpl20/160 

'Al ~menos 3 bandas, una de cada producto 

genético del grupo, gag, poi y env. 

Consorcio para la estandarización serológica Al menos 2 bandas: p24 o p3 l y gp4 l o 
... · ·. . 

de Rctrovirus (CRSS) gpl20/160 

Organización Mundial de la Salud (OMS) Al menos dos bandas de env 

Tornado de Constantine et al., 1991 y Serie OMS. 1992. 

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

evaluar 220 sueros por WB, se propone lo siguiente: 1-No se puede utilizar corno criterio la 

p25 de gag por que presenta reacciones inespecíficas con sueros negativos. Aunque se 

mencione que esta proteína del gen gag es de las mas conservadas, pero no fue la más 
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especifica para este trabajo. Los criterios de positividad marcados por ASTKLD/CDC, 

FDA, CRSS no podrían aplicarse para AEC ;·por la reacción cruzada de p25, Además las 

proteínas de VIH rnencioriadá~pol'"~e~Ja!;\ci,rg~~iz~cionésae las que su contraparte en AEC 

serian la p45, p32; gpl60 s~:pieslnta'ciÓii ~b~f~ec:orm'.Jri en todos los sueros positivos o se 

::::::~~~·~f ,:,~~l~f ~~f ii'li:~l~#<~;i..~:;; ;~~:: p:~.;~.::.::~:·~ 
que se considér~ro11·,co~o::critério}de.pC>siti'\'.idad paraAEC son 2 proteínas codificadas por 

=~~;,:~;~:&l~l{~~;~¡~~i~·~~!~:·~:;f;~;~.¡¡~~;,;::::: 
·, . Se;,.c:C>nc;luye,;c¡ueff!!.'?i.O.b.~v.o/~1ay()r' sens1b1l1.dad • enda!i.•'Prueb~s ,estandarizadas con 

VAEC.~i~~~~~Í·~~~~;~~~E\1~.~l,~~i~;;~,~~fü~i~les.: que utili~~1l;·~H~j;;~~tadiÍ-erencia fue más 
evidente utilizando.;;wa;•s:~ó?' {la ,que:·se obtuve:> . una . mayor· sl!nsibilidad y especificidad 

deteetanari:[W~~t?:&~.~A~~r[¡:9:?~f2;t,(~~J_~~·~ ilo· ~~f~ct~?i.s •. P.~frii?;q·u~· e!>· la técnica consid~rada 
corno. de. referenc1.a ;para" la• enfermedad (Adarns et» al; .1984) .. El WB aunque se considera 

una técniba. ca·~IJ •y ~~éo ac;C::e~lble, no tendría ese inconveniente con la AEC por las 

características de la enfermedad y porque el control de la misma se centra en el sondeo 

serológico de los hatos. Si se estableciera una campaña contra la AEC utilizando el WB se 

podría asegurar hatos libres de la enfermedad, así corno tener pie de cría no infectados 

principalmente sementales para venta a rebaños libres o para exportación. La ELISA 

estandarizada fue un poco nlás sensible que los estuches comercial y menos específica que 

estos comparada con WB. Definitivamente se debe descartar el uso de Kits con1erciales, 

que además de ser poco sensibles tienen un alto costo. 

Las pruebas de tamizado (Screening test) se utilizan para programas de detección 

precoz y determinación de incidencia de una enfermedad, trabajos de investigación y 

programas de acción y vigilancia epidemiológica. Cabe aclarar que las pruebas de tamizado 

generalmente no son diagnósticas, sólo orientan el diagnóstico; 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 prueba negativa. Basado en lo 

anterior y por las características de la enfermedad de AEC lo recomendable es una prueba 
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sensible que posteriormente sea sometida a . otros procedimientos diagnósticos que 

confirmen la presencia . de la enfermedad y evitar así los·· falsos positivos (Kahl- Martín, 

1990). 

Por todo lo anterior seé~uglere que se utilice um1 prueba tamiz como la ELISA 

denominada como 3 con.imá alta.seh~ibilidad y posteriormente se confirme por una prueba 

altame~te s¿;nsibl~ y especificricc:l~'~ ~i\.'vs.·. . 
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APENDICEI 

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSIÓN (caprine arthritis­

encephalitis/ovine progressive p11eu111011ia antibody test kit) 

Preparar una solución de agarosa al 1 % en solución buffer salina fosfatada (PBS­

Na2HP04 l.17g, Nal-hP04•1H20 0.22g y NaCI 8.50g disolviéndolo en un litro de agua 

destilada) ajustando el pH a 7.4. 

• Adicionar 6.0 g de cloruro .de sodio por cada 100 mi de PBS, agregando a la vez la 

agarosa y calentando 1~ sÚflciente hasta que CI agar.cst¿; ~oritpt~ta.:ncnte disuelto. 
- . . ' . , ' - . . ' . ,:. . ' - . ' ,. ··- . - ' .. ' .. • ~ 

• 

• 
• 
• 

• 
• 

Servir lá sc)tución de agarosü adicionando 6 ml.erÍ :cájtts'~(¡¡;'i>etrl'de 60 .x 15 mm. y 

espcrar~q~§s~;!.i,1i~-~¿'.:·~·:~ ~ .•.. · ... ·· ·. . .. ..• Y:!'.·:s;;.u:;i¡1:~~{:·É~.";~]_,:c:.~-> ··. ·. 
Perforar:._Ios. pozos: cop;un·sacabocados obteniendo'.un'pozo•.ceritral y'6. periféricos . 

·; ·:<·~·'.·: 1.;::.~· -:::;_~,c::·.:.,~-~:L.;:¿-:'.~.~::<<~i:::. :;:.; ·t_, <~ .. , _:·-'.--.. <:>, . _: :· : ~, -_;_:-/.:;>:::?f::>~~;¡)~;:~::t~:~·,_1:,•~~f:r;~_:(·._·'.; -F~- :·:: ._ -·~--- ... ·- -
Colocar ~n·e,1 ~<?zº,f~ritra150 µI de ¡antígenod~!,X~;Y.(~~;f•~fone en el kit . 

Adicionár en. i:rcs'pozcis' periféricos 50 jitde cada.Uno Cie' tos controles del kit (positivo, 

positivo<fé~}!~~2~~ti~~f'.:·'·;·. ,, ... '.< ·-. -. . 
., . ::<_-._·.·:---,~_;.7;'~"' ;_"···--'.""?'\~·',º'.·"'.·-·~'.•"'••·:-.:--_,. __ ..... ':"'.' -·'"-"·'·.·::·.·.:º-:···:-... ' .. · .. · 

Poner ~;,-Íost~Í::~'p6~o~ ~est¡.ntes 50 µI cÍ~-c'áda suero problema a evaluar . 

ldentific~~ adec~ad~~ente· tas cajas de Petri e incubarlas en cámara húmeda a 4°C por 

una semana. 

• Realizar lectura. 

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE ELISA COMERCIAL (CHEKIT®) 

• Sacar los reactivos del estuche diagnóstico por lo menos media hora antes, para 

alcanzar la tcn1peratura ambiente. 

• Colocar 180 µI de la solución de dilución del Chekit® a cada pozo de la placa de 96 

pozos. Adicionar 20 ~ti de los sueros testigos negativo y positivo, y sueros problema 

quedando a una dilución final de 1: 1 O. Colocar los sueros por duplicado 



• Cubrir la microplaca e incubar por 90 minutos a temperatura ambiente en cámara 

húmeda. -

• Después de fa incubación lavar·fa-pláca colocando 300 µI de la solución de dilución del 

Chekit® a cada pozo._R~p~tir ~~ie paso2 veces, y secar el exceso en papel secante. 

• 

• 
• 

• 
• 
• 

Ádicionar 200 ¡.l) del frio~C>cl~naJ ~ntilici d~ c6njugado con peroxidasa diluido 1 :200, e 
:.:...: ·: ...:. 

incubar 90 mi1ititos'a teiliperai:tira-ambiente- en cámara húmeda. 
'.. "". • ~:.~ ;·" .... :·.. . . '.•·· .... - '' , . .,,. • ,_. ;,_·'··Y .• ·: 

Lava~ lá riiiC:ro¡;J~ca ¿:liTi'o :pri:~iárii~nic 5¡;;·des~~ibió . 
_,,, - . -- ··' - . 

Agregar2C:ÍÓ µ1'Cie1 crómÓg~no Chekit@>a~itda-pozo e incubar en agitación por 5 a 30 
minutos. --.- -::;\_,,_ ----""-

Para detener la rcacció~ adicionar 50 µ1;d~·sij0¿ión de paro del Chekit® . 

Realizar la Jectur~ ~~ un ~}be~tiof~t6*6~~~-~\_~~-a longitud de onda de 492nm . 

La interpretación de resí'.iltadC>s se re'~1:ii:..:ii:cii; U:C:üerdo a la siguiente formula: 

Valor= densidad óptica de la muestra - densidad óptica del negativo 

densidad óptica del positivo - densidad óptica del negativo 

X 100 

INTERPRETACJON NEGATIVO SOSPECHOSO POSITIVO_ 

VALOR Menora30% 30-40 % Mas·de40%' 

CULTIVO CELULAR 

Aproximadamente cada dos semanas se realizó un pase celular teniendo el 100% de 

confluencia del monoestrato. Para esto se utilizó una solución de tripsina- verseno al 2% a 

una temperatura de 1 Oº C y se adicionó directamente a la caja de cultivo sin medio. se dejó 

actuar un máximo de dos minutos, observándose directamente al microscopio para 

corroborar el desprendimiento total de las células. Una vez desprendidas las células estas se 

dividieron en partes iguales y se colocaron en 2 cajas de cultivo celular tipo Falcon, 

adicionándoles medio de cultivo Eagle Dulbecco con 10% de suero f"etal bovino; De esta 

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

producción de V AEC. 
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ELECTROFORESIS 

+Armar la cámara de electro:foresis {poner una marca 1 cm abajo del peine). 

+ Preparar las soluciones para el gel sep~r.;ci()f'~éo~ 1·.;~ r~al:ti~~s ;; i:~rJ:ipe.'atura ambiente. 

+ Dejar polimerizar 30 minutos. 

+ Colocar el gel concentrador. 

+ Dejar polimcrizar 45 minutos. 

+Enjuagar el gel con solución tampón de corrida lx. 

+ Colocar las muestras (20 µl) y el marcador de peso pretcñido ( 1 Oµl). 

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

muestras. 

DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO DE BRADFORD 

(MICROMÉTODO) 

* Preparar una solución de albúmina que contenga 1 mg/ml. 

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

TUBO µI DE AGUA ~ti DE ALBÚMINA CONCENTRACIÓN EN µg/ µl 

l 450,, ... .·· 
50DELSTOCK 100 

2 400 ; . .:.:··· : .... 100 DEL TUBO 1 20 

3 
.. ·.· ~2.~, •. :: .. ······ . 200 DEL TUBO 2 10 

4 ,lO~L' '/ •.· , .. 100 DEL TUBO 3 5 . 
5 80 20 DELTUB04 1 

* En una placa de 96 pozos de :fondo plano pasar 40 µI de cada concentración y agregar 160 

µI de reactivo de Brad:ford (diluir 1 :5 el reactivo con agua y filtrarlo) a cada pozo. Realizar 

la curva por duplicado. 

* Para Jos problemas hacer por duplicado; iniciar con una dilución 1: JO poniendo 40 µI de 

agua y 4 µI de protcina problema. Hacer diluciones 1.2 en la placa hasta 1 :80 y 
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posteriormente colocar 160 µI de reactivo de Bradford diluido y filtrado. Leer a 595 nm, 

hacer la curva y obtener r por regresión lineal. Interpolar las lecturas de los problemas y 

obtener la concentración en ¡Íg/ml. ele proteina. 

APENDICE 2 

Sacaro!>·a 20% 

20g de sacarosa en 100 mi de agua destilada (D). 

Disolver y filtrar con una membrana.de 0.45 µm. 

Ahnacenar a 4º C 

Az11/ tripa110 

0.4g en 100 mi de PBS (0.4%) 

Se filtra y se conserva a temperatura ambiente 

PBS cultivo ce/11/ar 

NaCI 8g 

KCI 0.2g 

Na2 HP04 l.44g 

KH2 P04 0.24g 

Disolver todo en 800 mi de agua destilada. 

Ajustar el pH a 7.4 con HCI 

Aforar a un litro y esterilizar. 

Reactivos de electroforesis 

Gel separador (12%) 

Agua Destilada 

Tris -HCI 1.5 M pH 8.8 

SOS stock 1 0% 
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Acrilamida-Bis (stock 30%) 

Desgasificar 

Persulfato de-ainoriio 10%(100 mg/ml.) 

.. ,:..:~~ .. ~-/ 

Gel conc~~\r';i~o~-c4fc,) . · 

Agua óesti1a'ci!í > · 
Tris -1-ICI o.kiYi pJ-Í 6.8 

SOS stoc~- { Ó% 
AcrilamÍda-BÍs (stock 30%) 

Desgasificar 

Total 

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

Temed 

Acrilamida/Bis (30%) 

29.2g 

0.8 grs 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

Total 

4ml 

15 minutos 

50µ1 

5 ul 

lOml 

l.5ml 

.625 mi 

25 µI 

.325ml 

15 minutos 

12.5 ~ti 

2.5 ul 

2.5ml 

Colocar en 100 mi de agua bidestilada. regular pH 7.0. 

Guardar a 4° C en oscuridad por no más de 30 días. 

Tri . .,Ba,..·e J.5M pH8.8 

l 8. l 5g en 100 mi de agua bidcstilada. guardar a 4º C. 

Tris HCI 0.5 M pH 6.8 

7.8g en 100 mi de agua bidcstilada. guardar a 4° C. 

SDS 10% pH 7.2 

1 O g en 100 mi de agua bidestilada. conservar a temperatura ambiente. 
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Btiffer <le corrida 5x pH 8.3 

Tris base 15 g/litro 

Glicina 

sos 
72 g/litro 

5 g/ litro 

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

Usar a lx 

PBS 10X pH 7.0 

Solución A 14.2 g c(O.J M) 

87,6 g (0.15 M) 

Agua destilada 'aforar 1000 mi 

Solución B Na H2 P04:H2,0 

NaCI 

13.8 g (0.1 M) 

87.Gg (0.15 M) 

Agua destilada - aforar a 1000 mi 

100 mi de la solución A IOX se afora a_ 1000 mi con-agua destilada y con Ja solución B se 

ajusta el pH a 7.0 

Btiffer de lavado 

500 mi de PBS 

1 mi de Twccn 20 (0.2%) 

Sol11ció11 a111ortig11adora de bloq11eo 

Albúmina sérica bovina 3% en PBS. 

B11ffer de di/11cilj11 

Albúmina sérica bovina 1 % en PBS. 

Revelador 

O.O 15 g. de Diaminobencidina (0.05%) 
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15 µl de peroxido de hidrogeno (I-h02) (0.05%) 

en 30 mi de PBS. 

B11ffer tle tra11sfere11cia JOx pH 7.0 

NaCI 

EDTA 

Tris base 

29.22 g 

6.724g 

12.11 g 

Aforar a 1 000 mi con agua destilada 

Preparar 1 00 mi de buffer de transferencia en 900 mi de agua destilada. 

So/11ció11 de lisis (100 111/.) 

0.15 M NaCI 8. 76 g Buffer de lavado RIPA 

0.05 M Tris HCI pH 7.2 6.05 g } 

0.1% sos 
1 % Tri ton X-100 

Preparar la solución a IOx sin detergen s, adicionar los detergentes a la solución lx 

1 % deoxycholate (DOC). 

lmM PMSF (Phenylmethyl-sulfonyl fluoride). Preparar un stock IM de PMSF disuelto en 

DMSO (0.871g PMSF en 5 mi DMSO) y adicionar 100 µI PMSF/10 mi de buffer RIPA. 

So/11ció11 tle 11111estra 2.v: 

3.2 mi 0.5 M 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 1 O mi con agua bidestilada 

TNEpH7.5 

20 mM Tris-HCI 0.314 g 
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lmMEDTA 

IOOmMNaCI 

37.2 mg 

384mg 

se afora a 100 mi con agua bidestilada. 

B11ffer de PCR JOX 

(50 mM KCI, 1 OmM tris HCI (pI-1 8.3)) 

MgCJ2 2.5mM Concentración final 

Sx TBE pH 8.0 (1x h11ffer de c11rricla) 

Tris base 27.30 g 54.6 g 

Ácido bórico 13.9 g 27.8 g 

EDTA 1.86 g 3.7 g 

l-hOUP llevar a 500 mi o a 1000 mi y ajustar el pl-l a 8. 

S11/11cü;,1 a11111rtig11a1lara de carb1111at11.•· O.JM pH 9.6 

Na2Co3 

Nal-IC03 

H20cbp 

3.18 g 

5.86 g 

IOOOml 

Mantener a 4°C. 

Sal11ció11 a11111rtig11adara de citrata ... 

Solución A: 

Ácido cítrico 21 g 

I·hO 1000 mi 

Solución B: 

Citrato de sodio 29.11 g 

I-120 1000 mi 

Las soluciones se sacan 30 minutos antes de su uso. Mantener a 4° C. 
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S11.o;trato para la pr11eba de ELISA 

1 O mi de buffer de Citrofosfatos (5 mi. de la solución A + 5 mi. de la solución B) 

4mgdc0PD 

4 µI de l-h02 al 30 % 

Sacar los reactivos del buffer una hora antes. 

Sol11ció11 H2SO.,, 2N 

55.17 mi 

994.83 mi 
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