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Resumen

Los Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LvPR) tienen tropismo hacia células dendriticas y
monocitos, en estos Ultimos la infeccidn permanece latente hasta que se diferencian en
macrofagos. El papel que juegan otros tipos celulares que soportan la infeccion en aparato
reproductor no ha sido adecuadamente estudiado. La transmision vertical de LvPR es la mas
importante a través del consumo de calostro y/o leche infectada o por la inhalacion de
aerosoles. Existe evidencia que demuestra la transmision venérea hacia las hembras por
machos ovinos y caprinos. El objetivo del presente trabajo fue estudiar en machos caprinos
y ovinos seropositivos a LvPR, la presencia de provirus en leucocitos de sangre periférica
(LSP) y en células epiteliales de prepucio (CEP). Se colectaron muestras de sangre con
anticoagulante por puncién de la vena yugular de 10 ovinos y 9 caprinos. De estos mismos
animales se obtuvieron CEP por medio de lavados utilizando soluciéon de Hank’s. Se
realizaron frotis celulares y tincion de Papanicolaou para la identificacion de células propias
del prepucio. De las muestras de sangre se separd por centrifugacion el plasma y los LSP. El
plasma fue evaluado para la deteccion de anticuerpos contra LvPR, utilizando dos pruebas
de ELISA de tipo comercial y dos ELISAs experimentales (péptidos sintéticos). De los LSP
y las CEP se realiz6 la extraccion de ADN utilizando un kit comercial. Para la deteccion del
ADN proviral se realiz6 una técnica de PCR semianidada que amplificaba un fragmento del
gen env. Con el método aplicado de obtencion de células prepuciales y al tefiirlas con
Papanicolaou se observaron células parabasales, intermedias, superficiales 'y
polimorfonucleares. Con las pruebas seroldgicas se identificaron 7 animales positivos (4
ovinos y 3 caprinos), mostrando en los caprinos una deteccion homogénea por las técnicas
serologicas empleadas. Los resultados obtenidos en la técnica de PCR identificaron un mayor
numero de animales infectados (n=14). Especificamente se identific6 ADN proviral en
células epiteliales de prepucio en 4 ovinos y 5 caprinos, demostrando la susceptibilidad de
estas cé¢lulas a la infeccion por LvPR. Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se
demuestra que las CEP son susceptibles a infectarse por LvPR y pueden estar favoreciendo

la transmision venérea en las hembras por machos ovinos y caprinos infectados.



Historia de los Lentivirus de Pequeiios Rumiantes.

En 1933 se importaron 20 ovejas de raza karakul a Islandia procedentes de Alemania y en un
plazo de 2 afios, aparecieron dos enfermedades, denominadas maedi (disnea) y visna
(emaciacion), causando muertes de ovinos (Minguijon et. al., 2015). La infeccion fue
clasificada como lenta y de curso prolongado y fue inicialmente descrita en Islandia por el

cientifico Sigurdson en 1954 (Straub, 2004).

En 1974 se reconocid en Estados Unidos de América una infeccion mucho mas importante
en las cabras (Nazara, 1985), la cual fue denominada como leucoencefalomielitis-caprina,
posteriormente se reconocia como leucoencefalomielitis-artritis-caprina, y fue hasta 1979
que el agente retroviral fue descrito por primera vez por Cork, denominandolo como Virus
de la Artritis Encefalitis Caprina (VAEC). Fue aislado de cabras con sinovitis y paralisis en
1980 (Crawford, 1980 y Minguijon et. al., 2015). En México la infeccion por VAEC se

reconocio por primera vez en 1985 (Adams, 1984 y Nazara, 1985).

El Virus de Maedi Visna (VMV) y Artritis Encefalitis Caprina (AEC) actualmente se han
incluido en un solo grupo denominado como Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LvPR),
causan enfermedad inflamatoria cronica con lesiones degenerativas en una gran variedad de

organos blancos (Cortez-Romero et. al., 2013).
Epidemiologia de los Lentivirus de Pequefios Rumiantes

Los LvPR estan distribuidos en todo el mundo, se localiza con mayor frecuencia en sistemas
de produccién intensivos, principalmente en Africa, América, Asia y Europa (Cortez-

Romero et. al., 2013 y Travassos et al., 1998).

La importacion y el intercambio de pequefios rumiantes procedentes de paises con una alta
prevalencia han contribuido a la propagacion de la infeccion de LvPR a diferentes areas del
mundo y México. La introduccidén de animales con el objetivo de mejorar la genética en
sistemas de produccion lechera estabulados ha incrementado la infeccién dentro de los

rebafios nacionales (Lazcano, 2013).



Actualmente los LvPR se clasifican en cinco grupos principales de la “A” a la ““E”,
diferenciados en un 25-37% en su composiciéon de nucledtidos. El grupo A contiene 15
subtipos (A1-A15) y el grupo B contiene 3 subtipos (B1-B3); en el grupo A, los subtipos 1,
3,4,5,6,9, 11, 12 y 13, se han detectado en ovinos y caprinos, A2 y A15 solo en ovinos y
los subtipos 7, 8, 10 y 14 en caprinos. El grupo B se ha detectado tanto en ovinos como
caprinos, el grupo C también se ha identificado en ambas especies, pero so6lo en Noruega, el
grupo D se ha descrito solo en Espafia y Suiza en ambas especies, y el grupo E esta dividido

en dos subtipos E1 y E2 encontrandose solo en caprinos en Italia y Turquia (Fras et al., 2013).
Situacion de los Lentivirus de Pequeiios Rumiantes en México

De acuerdo a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2016) la infeccion por el
VMYV y el virus de la AEC estan considerados en el grupo 3 de notificacion mensual

obligatoria a las dependencias oficiales de salud animal y sanidad acuicola del pais.

En México, la infeccion por LvPR fue identificada mediante pruebas seroldgicas en cabras
en 1984 en un estudio que incluyo sueros de varios paises, demostrando una seropositividad
menor del 10% para el pais (Adams et al., 1984). Mediante la prueba de Inmunodifusion en
Gel de Agar (IDGA) se evaluaron sueros de los estados de Guanajuato, Guerrero, Michoacan,
Querétaro y Sonora encontrandose un 28% de seropositividad (Alvarez, 1984). Ramirez et
al., (2011) identificaron el genotipo B1 en ovinos y caprinos infectados con LvPR en rebafios

nacionales.

Lazcano en el 2013 identific6 mediante serologia la infeccion de LvPR en machos de rebafios
ovinos y caprinos de diferentes estados de la Republica como Coahuila, Guanajuato, Hidalgo,
Oaxaca, Puebla, Estado de México y Querétaro, utilizando una prueba comercial de ELISA
competitiva. La frecuencia de infeccion por LvPR de caprinos y ovinos en los diferentes

estados se muestran en el cuadro 1 (Lazcano, 2013).



Cuadro 1.- Frecuencia serologica de la infeccion de LvPR en diferentes estados de la

Republica Mexicana.

Estado Caprinos % Ovinos %
+ - Seropositivos + - Seropositivos

Coahuila 5 23 17.9 0 0 0
Guanajuato 50 312 3.8 0 0 0

Hidalgo 6 9 40 13 142 8.4
Oaxaca 0 39 0 0 32 0
Puebla 1 22 4.3 0 0 0
Edo de México 5 7 41.7 0 0 0
Querétaro 5 4 55.6 0 0 0

Lazcano, 2013.

Aguilar en 2015 realiz6 estudios con ELISAs de péptidos sintéticos detectando anticuerpos
en plasmas de ovinos y caprinos infectados con LvPR en el Estado de México, encontrando
86% de animales positivos con el péptido utilizado, mostrando alta prevalencia de la

infeccion en el rebafio estudiado de dicho estado.

Las infecciones por LvPR son de mayor importancia en sistemas intensivos dedicados a la
produccion de leche, debido a que afectan negativamente la calidad de la leche y aumentan
el nimero de células somaticas. Ademas del sacrificio prematuro de los animales (Ramirez

etal., 2011).
Cuadro clinico en ovinos y caprinos

Los LvPR causan infecciones persistentes e irreversibles que se reflejan en enfermedades
inflamatorias progresivas y degenerativas caracterizadas por periodos de incubacion largos,
de 1 a3 afos (Figural). Sélo el 30-35% de los caprinos infectados manifiestan signos clinicos

o la enfermedad (Cortes-Romero et al., 2013).



La aparicion de lesiones coincide a menudo con infecciones bacterianas secundarias, cambios
en la alimentacidn y situaciones de estrés, incluidas las fisioldgicas como la gestacion, el
parto y la lactacion. La frecuencia de las formas clinicas parece variar segun la zona
geografica, tropismo de la estirpe viral, la ruta inicial de exposicion al virus, la carga genética

individual, la edad y la raza del animal (Ramirez, 2010).

Las manifestaciones clinicas ocurren en una tercera parte de los animales infectados, que en
orden de frecuencia de presentacion en ovinos son, pulmonar, mamaria y en ocasiones
nerviosa y articular. En caso de los caprinos las manifestaciones clinicas comunes son la
articular, mamaria, pulmonar y raramente la forma nerviosa causando leucoencefalitis en
animales jovenes. Todas las formas clinicas se caracterizan por producir inflamacioén
intersticial no purulenta, generando un incremento de linfocitos en 6érganos, como pulmén o

glandula mamaria (Turchetti et al., 2013 y Blacklaws, 2012).

La infeccion por los virus tipo ovino se manifiestan de dos formas: la forma respiratoria
(Maedi) que comunmente genera disnea progresiva, hiperpnea y pérdida de peso en ovinos
mayores de 3 afios de edad. La forma nerviosa (Visna) se expresa rara vez y sus resultados

son ataxia, temblores y pérdida de peso (Jubb et al., 2007).

La infeccion por los virus tipo caprino pueden causar cuatro formas clinicas; artritis en cabras
adultas resultando en cojeras cronicas e inflamacion de la articulacion carpal o tarsal, la forma
neuroldgica que se manifiesta en cabritos de 2-4 meses de edad o en animales viejos, es
caracterizada por ataxia progresiva y debilidad en las extremidades posteriores (Jubb et al.,
2007). La forma mamaria presenta una mastitis indurativa, no dolorosa, con tumefaccion que
puede ser detectada mediante palpacion. Por ultimo, la forma respiratoria se caracteriza por
una neumonia intersticial, generando inflamacién en los septos alveolares que ocasiona una
deficiencia en el intercambio de oxigeno que deriva en pérdida de peso (Minguijon et al.,

2015).



Forma articular

La forma articular se presenta en animales mayores al afio de vida, con pérdida progresiva
de peso, pelo escaso en la zona de afeccion, pueden sufrir abscesos, ulceraciones, dermatitis,
aumento de volumen considerable de las articulaciones carpianas (Figura 1) y osteomielitis.
El tejido periarticular al igual que la capsula sinovial se mineraliza dando como consecuencia
el endurecimiento de los miembros, esta afeccion se presenta de forma bilateral en la mayoria
de las ocasiones (Figura 2); esta afeccion puede alcanzar a ligamentos y tendones y que
pueden llegar a osificarse (Pérez et al., 2015). Las articulaciones se tornan rugosas e
irregulares y se endurecen (Trigo, 1991). En orden de importancia y frecuencia las
articulaciones carpianas son las mas afectadas, seguidas de las metatarsianas y las

femorotibiorotulianas (Trigo, 1991 y Pérez et al., 2015).
Forma pulmonar

De manera inicial la neumonia intersticial linfocitica multifocal puede afectar animales
jovenes y adultos, es caracterizada por ser una neumonia intersticial con caquexia (Pérez et
al., 2015), el signo mas caracteristico es la disnea con aumento en la frecuencia respiratoria,
respiracion abdominal, extension del cuello y jadeo al progresar la infeccion (la respiracion
se vuelve mas dificil), pueden presentarse infecciones secundarias por bacterias; en estos
casos los animales presentan fiebre y pueden morir debido a la anorexia y las infecciones
secundarias. La neumonia intersticial se presenta dafiando lobulos caudales y craneoventrales
con inflamacién de los bronquios y proliferacion de linfocitos, células plasmaticas y

macrofagos (Trigo, 1991).
Forma nerviosa

Los signos clinicos generalmente aparecen en 1-2 aflos de edad,
pero se han detectado en animales de tan s6lo 4 meses (Ramirez et al., 2012). La forma
nerviosa inicia con cojera y ataxia, seguido de debilidad en los miembros, paralisis,
opistotonos e hiperestesia; el animal mantiene el apetito posteriormente arquea el cuello, con
movimientos en circulo y de pedaleo; la fiebre solo se presenta cuando interviene un agente

bacteriano secundario, por lo general el animal muere y si sobrevive presenta secuelas
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neurologicas (Trigo, 1991). Se presenta meningoencefalitis, astrocitosis, microgliosis y
desmielinizacion focal secundaria en el cerebro y la médula espinal que conduce a pérdida

de masa, ataxia y paresia, por lo general de las extremidades posteriores (Jubb et al., 2007).
Forma mamaria

La forma mamaria produce mastitis intersticial y reduce la produccion de leche (Pérez et al.,
2015), dicha afeccion se manifiesta en las cabras seropositivas mayores de 12 meses. La
lesion de glandula mamaria se caracteriza histologicamente por la atrofia generalizada
glandular, la fibrosis intersticial pronunciada e infiltrados prominentes de linfocitos y
macrofagos (Adedeji, 2013), lo que ocasiona un descenso en la produccion y en la calidad de
la leche hasta del 15% o una agalactia total sin regreso a las condiciones normales (Crawford

and Adams, 1981).

Figura 1.- Hembra infectada con AEC, que Figura 2.- Articulacién carpal
presenta pelo hirsuto, inflamacion de las derecha con mineralizacion de
articulaciones carpales, asi como asimetria tejidos

de glandula mamaria



Patogenia

El cambio central por la infeccion de LvPR es la infiltracion de tejidos por células
mononucleares, ya sea linfocitos, monocitos o células plasmaticas reclutadas de la sangre.
Los cuatro principales 6rganos afectados son el pulmon, sistema nervioso central, glandula
mamaria y articulaciones. Sin embargo, las lesiones patoldgicas también pueden verse en

otros 6rganos como rindn, higado y corazén (Blacklaws, 2012).

El virus pasa a las células mononucleares en el tejido linfoide subyacente y posteriormente
llega a nodulos linfaticos via linfa. Las células en la zona de infeccion juegan un papel
importante en la transferencia del virus a los tejidos linfoides, viajando por la linfa aferente
hasta los nodulos linfaticos correspondientes donde el virus podra replicarse. Alli acudiran y
proliferaran nuevas células del sistema inmune que contribuiran a la linfoadenopatia tipica y
el virus dispondra de nuevas células permisivas a las que infectar. Asi, la diseminacion del
virus comenzard a través del sistema linfatico eferente y del conducto toracico, penetrando

en el torrente sanguineo y distribuyéndose a diferentes 6érganos (Ramirez, 2010).

En el animal infectado se observa una fase de viremia en la que el antigeno viral se expone
al sistema inmune, dando lugar a la sintesis de anticuerpos del hospedador y produciendo la
seroconversion, tras la viremia inicial, la infeccion entra en un estado de latencia que puede
durar semanas o meses. En la fase de latencia el virus se replica continuamente, pero en una
tasa baja, sobre todo en nddulos linfaticos. El virus retoma el ciclo replicativo y se sintetiza
antigeno, que es captado por células presentadoras de antigeno, estas se rodean de linfocitos
a los que se presentan los epitopos, dando lugar a focos de inflamacién con los infiltrados
linfocitarios tipicos de las lesiones que se observan en los 6rganos diana y que conducen a la

aparicion de signos (Ramirez, 2010).

Las células diana son monocitos/macréfagos junto con células dendriticas, estas células son
las encargadas de captar antigenos y presentarlos a los linfocitos para desencadenar una
respuesta inmune especifica. La infeccion de este tipo de células puede causar desregulacion
en la respuesta inmune debido a la ausencia de respuesta de memoria o perpetuando las

infecciones (Ramirez, 2010).



Ingesta de calostro o leche Replicacion en élulas del epitelio

infectada intestinal
. ., . eras Proliferecion de células del
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Torrente Sanguineo Latencia

Figura 3.- Patogenia de LvPR por transmision via calostro o leche

Células mononucleares

Linfonodos mesentéricos

Infiltrados mononucleares en
organos diana

*Membrana sinovial
eGlandula mamaria
#Sistema nervioso central
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Transmision

Poco después de que los LvPR infectan una célula, el virus entra en un estado de latencia o
de replicacion restringida (Haase, 1986). Por lo tanto, la cantidad de virus en la sangre y las
secreciones tiende a ser muy bajo, en sangre alrededor de 10°-107 células mononucleares
estan infectadas, sin embargo, a pesar del bajo nimero de particulas virales, la transmision
puede ocurrir entre madre y cria o entre animales adultos (Blacklaws et al., 2004 y Ramirez,

2010).

La transmision vertical es la de mayor importancia y se da de madre a cria a través de la
ingestion de calostro y/o leche infectada, o por medio de la inhalacion de las secreciones
respiratorias. Sin embargo, muchos estudios también demuestran que se puede producir
infeccion intrauterina (Sanchez et al., 2016), siendo considerada esta via de transmision

controversial.

Algunos autores describen que el ambiente intrauterino puede proporcionar un entorno
adecuado para que el virus infecte a los fetos. Otros autores han reportado la identificacion
de los LvPR en animales recién nacidos privados de leche, calostro y del contacto con sus

madres (Blacklaws et al., 2004).

Se han detectado LvPR en el semen lo que podria ser una fuente de transmision (Peterson et
al., 2008). Los LvPR pueden encontrarse en érganos sexuales y semen de caprinos y ovinos
en tres diferentes formas: como ADN proviral (macrofagos), como viridon asociado a células
(particulas completas del virus de cadena sencilla de ARN y proteinas liberadas por gemacion
adheridas en membrana plasmatica) y virus libre (liberado por células en lisis) (Cortez-

Romero et al., 2013).
Diagnéstico

El diagnostico de la infeccion por LvPR puede ser realizado de forma clinica con aquellos
animales que presentan signos, no obstante, como el nimero es bajo es mas conveniente
realizar pruebas serologicas o de biologia molecular. Las infecciones se diagnostican ya sea
mediante técnicas indirectas, que detectan anticuerpos, o por técnicas directas que detectan

el virus en si (Barquero et al., 2013). La técnica de biologia molecular de Reaccién en Cadena
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de la Polimerasa (PCR) comunmente se aplica para el diagndstico in vitro de LvPR. Sin
embargo, los métodos indirectos son los mas usados para la deteccion de la infeccion, tales
como el diagnostico seroldgico que se emplea para detectar anticuerpos contra LvPR. La
produccion de anticuerpos es detectada por las técnicas de Inmunodifusion en Gel de Agar
(IDGA), Inmunoensayo Ligado a Enzimas (ELISA), Radioinmunoprecipitacion (RIPA) y
Western Blot (WB) (de Andrés et al., 2005). IDGA es altamente especifica, pero de baja
sensibilidad y a menudo relacionada con una interpretacion subjetiva, la prueba de ELISA es
de bajo costo y de facil aplicacion e interpretacion. En la actualidad no se ha desarrollado
una “prueba de oro” para el diagnostico de LvPR, y la utilizacién conjunta de técnicas
directas e indirectas, se indica para el diagndstico precoz (Ramirez et al., 2013, Barquero et

al., 2013, de Andrés et al., 2005, Reina et al., 2009)
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Caracteristicas generales de los lentivirus

Clasificacion taxondmica de los LvPR.

Familia Género

Retroviridae Alpharetrovirus
Betaretrovirus
Gammaretrovirus
Deltaretrovirus
Epsilonretrovirus
Spumavirus

Lentivirus

Especies

Virus de inmunodeficiencia humana, (VIH)
Virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS)
Virus maedi visna (VMV)

Virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC)
Virus de anemia infecciosa equina (VAIE)
Virus de inmunodeficiencia felina (VIF)
Virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB)

Lentivirus del puma

12



Los retrovirus se caracterizan por transcribir su ARN sencillo a ADN de doble cadena
(dsDNA) a través de la accion de la enzima Transcriptasa Reversa (RT). El virion de los
LvPR tiene un diametro de 80-100 nm y estan compuestos por una nucleocapside (NC),
capside (CA), matriz (MA) y envoltura (ENV). Dentro de la nucleocapside se encuentra el
genoma, el cual incluye cerca de 30 moléculas de transcriptasa reversa y las enzimas proteasa
e integrasa. La capside de morfologia icosaedrica de 60 nm de didmetro es rodeada por la
proteina de matriz. El virién presenta una envoltura externa formada por una bicapa lipidica
que contiene la proteina transmembranal (TM) y la de superficie (SU) que se originan de la

célula del hospedero como se muestra en la figura 4 (Minguijon et al., 2015).

Figura 4.- Estructura de los Lentivirus de Pequefios Rumiantes (Minguijon et al., 2013).

Los lentivirus estan compuestos aproximadamente por 60% de proteinas, 35% lipidos, 3%
carbohidratos y 1% ARN (Minguijon et al., 2013). Estos virus contienen informacién
genética bdasica, el genoma del provirus presenta regiones terminales repetidas no
codificantes (LTR) en los extremos, que se dividen en las regiones U3, R y U5 (Stonos et al.,
2014). Estas regiones proporcionan las sefiales necesarias para la transcripcion viral y la
integracion en el genoma del huésped. Entre los LTRs se encuentran tres genes estructurales:
el gen gag que codifica proteinas de nucleocapside, capside y matriz, el gen pol que codifica
la transcriptasa reversa, proteasa e integrasa y el gen env que se encarga de codificar la
proteina transmembranal (gp38) y glicoproteinas de superficie (gp135). Cuenta con tres
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genes accesorios, el gen vpr-like es imprescindible para la replicacion viral, el gen vif que es
necesario para una eficiente replicacion del virus in vivo y en la patogenicidad y el gen rev
que es responsable en la replicacion y empaquetamiento del genoma viral (Stonos et al., 2014
y Minguijon et al., 2015). En la figura 5 se muestra el mapa genémico de los LvPR (Stonos
et al., 2014).

Figura 5.- Mapa gendémico de LvPR (Minguijon et al., 2013).

Replicacion

El virus entra a la célula hospedadora, infecta monocitos, macrofagos y células tipo
fibroblasticas, mediante fusion de la envoltura viral con la membrana celular, mediada por el
ligando del virus que es la gp135 (Ramirez, 2010) la cual se une a los receptores celulares,
se han propuesto diferentes moléculas capaces de cumplir la funcioén de receptores como el
complejo mayor de histocompatibilidad tipo II o receptores de manosa, sin embargo, estos
receptores no se han establecido como los principales (Ramirez, 2010). Las membranas virica
y celular se fusionan por la accion de la proteina transmembranal (Lazcano, 2013). Tras esta
fase de adsorcion y penetracion la nucleocapside queda libre en el citoplasma en un proceso
denominado denudacién, las enzimas viricas se asocian al ARN del huésped, esta fase
constituye un periodo de latencia que se mantiene hasta que un estimulo externo activa la
expresion y replicacion viral. Una vez que el virus entra en el citoplasma celular y queda
liberado de su envoltura, comienza la retrotranscripcion (Ramirez, 2010). La
retrotranscripcion del ARN viral culmina con la generacion de una doble cadena de ADN.
Al finalizar la sintesis de la doble cadena de ADN es transportado al nucleo de la célula
(Lazcano, 2013), en donde el ADN lineal es integrado al ADN del hospedero con ayuda de
la integrasa viral. Una vez integrado en el monocito la replicacion del virus comienza hasta

que maduren a macrofagos. La fase de trascripcion genética origina ARN el cual es utilizado
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como genoma del nuevo virion y ARNm para las poliproteinas. Las proteinas de Gag y Pol
se asocian con el ARN viral formando un nucleo “core” intracelular, las proteinas de Env se
insertan en la membrana plasmatica de la célula para su posterior salida de la célula por
gemacion, durante la cual el virus adquiere una doble capa lipidica en su superficie (Aguilar

2009).
Tropismo

Los VAEC y VMYV son transportados por los monocitos a distintos tejidos, estas células son
permisivas para la entrada viral y la integracion del genoma (provirus), pero la infeccion
permanece latente hasta que se diferencia en macrofagos (Ramirez et al., 2013; Blacklaws,
2012); pero la replicacion del virus en estas células in vivo se restringe de manera que s6lo
se producen pequeinas cantidades de virus. Un factor que restringe la replicacion del virus es
la madurez de las células (Gendelman et al., 1986). Los LvPR pueden replicarse en
macrofagos maduros o tejidos relacionados a los monocitos circulantes, actuando estos
ultimos como un "Caballo de Troya” (Ramirez et al., 2013). Las células monociticas con
provirus de LVPR estan presentes en las lesiones, pero también se pueden encontrar en tejidos
no infectados (Lechat et al., 2005). Los monocitos/macréfagos son considerados las
principales células diana del virus, sin embargo, otras células pueden ser infectadas como
son células de la microglia, astrocitos y oligodendrocitos, asi como neumocitos tipo I y II,

fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales (Lechat et al., 2005).

Se han descrito algunos tipos celulares que pueden infectarse tanto in vivo como in vitro
como se observa en el cuadro 2 (Ramirez, 2010). Los macrofagos se utilizan de forma
rutinaria para el aislamiento del virus debido a su alta tasa de replicacion viral, asi como, las
células de la membrana sinovial fibro-epitelial y células del plexo coroideo derivadas de

caprinos u ovinos (Ramirez et al., 2013).
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Cuadro 2.- Tropismo celular in vitro del virus de la leucemia murina (MuLV)) pseudotipado

con Envde VAEC y VMV
Origen Tipo Entrada de MuLV
pseudotipados con
Env de
VMV VAEC
Plexo coroideo Ovino Epitelial + +
Membrana sinovial Caprino Fibroblasto + +
MDBK Bovino Epitelial + +
HeLa Humano Epitelial + -
USTMG Humano Epitelial + -
293T Humano Epitelial + +
TE671 Humano Epitelial NE -
A431 Humano Epitelial - -
THP-1 Humano Monocitica + -
U937 Humano Monocitica - -
EK Equino Epitelial + -
Vero Mono Epitelial + -
NIH 3T3 Murino Fibroblasto - -
CHO-K1 Hamster Fibroepitelial - NE
Ibmec Humano Endotelial + NE
CEM Humano Linfoblastos-T + NE
CEMx174 Humano Linfoblastos + NE
Jurkat Humano Linfocitica + NE
BHK-21 Hamster Fibroblasto + NE
RAW264.2 Murino Monocitica + NE
COS-7 Mono Fibroblasto + NE
QT6 Ave Fibroblasto + NE

NE= no evaluado

Ramirez, 2010



El tropismo de los LvPR esta vinculado a la genética del hospedero y al genoma viral

(Cuadro3): hospedador (caprinos y ovinos), tejidos de acuerdo a la forma de la enfermedad

(mastitis, artritis, encefalitis o neumonia) y el tipo de célula. Originalmente se establecio el

virus de AEC y MV como patdgenos especificos en caprinos y ovinos, respectivamente, sin

embargo, estudios recientes han demostrado que cruzan la barrera especifica, infectando a

sus nuevos hospedadores. Pueden clasificarse en cepas rapidas/altas o lentas/ bajas. Las cepas

rapidas se replican rapidamente, induciendo la formacion de sincitios, la lisis celular, y

alcanzando altos titulos. Las cepas lentas crecen lentamente y con un titulo bajo. Los aislados

de ovinos pertenecen al primer tipo; mientras que los aislados de cabras muestran un fenotipo

lento (Ramirez et al., 2013).

Cuadro 3.- Principales células blanco descritas para el género lentivirus

Virus Especie Célula blanco Manifestacion clinica
infectada
VAIE Equinos Monocitos/macrofagos Infeccion ciclica en el primer

VMV/VAECO Ovinos/caprinos Monocitos/macrofagos y

células dendriticas

VIB Bovinos Macroéfagos
VIF Felinos Linfocitos T, linfocitos B,
monocitos/macrofagos

afo, anemia hemolitica y

encefalopatias.

Neumonia intersticial,

encefalitis, mastitis y artritis.

Linfadenopatia e

inmunodeficiencia

Inmunodeficiencia, presencia
de tumores e infeccion

oportunista
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VIS Primates Linfocitos T, monocitos/ Inmunodeficiencia,

macréfagos encefalopatia e  infeccion
oportunista
VIH Humano Linfocitos T, monocitos/ Inmunodeficiencia,
macrofagos encefalopatia, mieolopatia e

infeccion oportunista

Rodriguez, 2008
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Justificacion

Por la importancia que tienen los machos en aspectos reproductivos en los rebafios de
pequefios rumiantes, es relevante monitorear el estado de la salud de los mismos y dado que
el macho es utilizado para la monta de un gran nimero de hembras se incrementa el riesgo
de transmision de enfermedades venéreas, entre ellas las relacionadas con la infeccion por
LvPR. Aunque se ha descrito la presencia de estos virus en semen o en algunas células de
tracto reproductor, existe escasa informacion sobre la susceptibilidad a la infeccion de células
epiteliales del prepucio, en especial en los ovinos, por lo que resulta importante valorar la
presencia de provirus en células epiteliales para corroborar la posible susceptibilidad de estas,

las cuales pueden estar involucradas en la transmision via sexual.
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Hipotesis

Si es factible amplificar una region gendmica de LvPR de machos caprinos y/u ovinos a partir
de leucocitos de sangre periférica y células epiteliales de prepucio utilizando la técnica de
PCR, entonces, es posible establecer que la infeccion por LvPR estd sucediendo a nivel local

y sistémico.
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Objetivo general.

Determinar la susceptibilidad de células del epitelio prepucial y leucocitos de sangre
periférica a la infeccion por Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LvPR) mediante el uso de la

prueba de PCR, en ovinos y caprinos infectados naturalmente.

Objetivos especificos.

1. Identificar mediante el uso de pruebas seroldgicas ovinos y caprinos infectados con
LvPR.
2. Colectar muestras de lavados prepuciales y sangre periférica completa de ovinos y

caprinos, y separar las células epiteliales de los lavados prepuciales y los leucocitos

de sangre.

3. Estandarizar la técnica de PCR para detectar una region gendmica del provirus de

LvPR a partir del ADN gendmico total obtenido de las células mononucleares.
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Material y métodos.

Animales de estudio.

El grupo de estudio se conform6 por 19 sementales ovinos (n=10) y caprinos (n=9)
pertenecientes a rebanos destinados a la produccion lactea y una explotacion destinada a la

produccion de carne, cumpliendo las caracteristicas que se muestran en el cuadro 4

Cuadro 4.- Caracteristicas de los animales de estudio

Especie Cantidad Region Raza Edad

Ovinos 10 Estado de Awassi Friesian 2-4 afios
Mexico Columbia

Caprinos 09 Estado de Saanen, Alpina 8 meses - 4
Meéxico y Francesa y anos
Guanajuato Toggenburg

Coleccion de muestras sanguineas.

Se colectaron 10 ml de sangre por puncién de la vena yugular, utilizando tubos estériles con
anticoagulante (Heparina). En el laboratorio la sangre se centrifugdé a 250g durante 10
minutos para separar los leucocitos de sangre periférica (LSP) y el plasma (Ver apéndice 1),
este Ultimo se utilizd para determinar la presencia de anticuerpos contra la infeccion por
LvPR en los animales utilizando pruebas de ELISA comerciales y ELISAs basadas en el uso
de péptidos sintéticos (Aguilar, 2015). Los LSP fueron usados para la deteccion de ADN

proviral mediante PCR.
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Obtencion de células epiteliales del prepucio.

Para la obtencion de células epiteliales de prepucio (CEP) se realizaron lavados genitales,
realizando sujecion sin tranquilizante, se realizé una limpieza y asepsia de la zona prepucial
para posteriormente introducir 10 ml de solucion de Hank’s estéril con un pH de 7.2 y
antibiotico en el orificio prepucial, para ello se utilizé una pipeta estéril de 10 cm de largo,
se dejo la solucion por un periodo de un minuto aplicando masaje en la zona y posteriormente
se recuperd en tubos conicos de 15 ml estériles. Las muestras fueron transportadas al
laboratorio manteniéndolas en refrigeracion y fueron centrifugadas a 250g durante 5 minutos
para separar el paquete celular, parte del paquete celular se utilizo6 para realizar frotis y tincion
de Papanicolaou, el resto de las células se almacenaron a -20°C hasta su uso en la extraccion

de ADN.
Tincion de Papanicolaou.

Se realizaron frotis y se utiliz6 la tincion de Papanicolaou para la identificacion,

diferenciacion y cuantificacion de las células obtenidas (Ver apéndice?2).
Serologia.

El plasma obtenido se utilizé para determinar el estado seroldgico a la infeccion por LvPR
en los animales de estudio, utilizando pruebas comerciales de ELISA tipo competitivo
(VMRD) e indirecto (ELITEST). Se ha determinado que el ELISA competitivo para la
deteccion de anticuerpos séricos contra VAEC en caprinos ha demostrado tener una
especificidad del 96.4% y una sensibilidad del 100% (Herrmann et. al., 2003). Por otro lado,
el ELITEST que es de tipo indirecto, ha demostrado tener una sensibilidad del 99.4% y una
especificidad del 99.3% en la deteccion de anticuerpos contra VAEC y VMV (Saman et. al.,
1999). El desarrollo de las técnicas se realiz6 siguiendo las indicaciones del fabricante (Ver
apéndice 3 y 4). Adicionalmente se utilizaron ELISAs experimentales (basadas en el uso de
péptidos sintéticos). 126 M1 (Especificidad del 95% vy sensibilidad del 82%) y 126 M2
(Especificidad del 88% y sensibilidad del 68%) detectan principalmente a genotipos tipo
VAEC (péptido-genotipo B) y genotipos tipo VMV (péptido genotipo A) respectivamente
(de Andrés et. al., 2013), estandarizados previamente por Aguilar, 2015 (Ver apéndice 5).
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Extraccion de ADN.

Para extraer el ADN de las células epiteliales y de los LSP se utilizd6 un kit comercial

(Favorprep) siguiendo las instrucciones del fabricante (ver apéndice 6).
PCR.

Para la deteccion del ADN proviral en LSP y CEP se estandarizo la PCR semianidada punto
final utilizando iniciadores que amplificaban un fragmento del gen env del genoma de los
LvPR. Denominados: Ces ENV1 FW 5’TGGAATTGTTCACAGAATTGGA3’, Ces ENV2
FW 5’"GGGAACTAACACAAATTGGAC3’, Ces ENV RV
5’TGCCAGCAATCCAATTCTT3’. La mezcla de reaccion para las dos rondas de PCR
fueron: buffer 1X, 2mM de MgCly, 224 uM de dNTPs, 600nM de cada primer, 0.08U/ul de
Taq ADN polimerasa y 1000 ng de ADN para la primer ronda de PCR y 5 ul del producto
de la primer PCR para la segunda ronda, en un volumen final de 30 pl. Las condiciones de
la PCR fueron: desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 95° C, seguido por 45 ciclos a 95°
C por 40 segundos, alineamiento 52° C por 40 segundos en la primer ronda de PCR y de 53°
C por 40 segundos para la segunda ronda, y extension a 72°C por 60 segundos y un paso final
de extension a 72°C por 7 minutos. El tamafio de amplificacion positivo esperado fue de 587
pb (pares de bases), los cuales fueron separados por electroforesis, tefiidos con bromuro de

etidio y visualizados en un transiluminador.
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Resultados
Serologia.

La cantidad de animales que resultaron seropositivos en las diferentes pruebas seroldgicas
utilizadas, tanto de tipo comercial (ELITEST y VMRD), asi como en los ELISAs

experimentales (péptidos sintéticos) se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5.- Deteccion de anticuerpos contra lentivirus de pequefios rumiantes por especie en

2 ELISAs comerciales y 2 ELISAs con péptido sintético como antigeno.

Especie VMRD ELITEST 126 M1 126 M2
Ovino 4/10 1/10 0/10 1/10
Caprino 3/9 3/9 3/9 3/9

VMRD-= antigenos del genotipo B; ELITEST= antigenos del genotipo A; 126ml, ELISA
indirecta péptido-genotipo B; 126m2, ELISA indirecta péptido-genotipo A.

La técnica de VMRD comercial detectd un mayor nimero de ovinos positivos (n=4) a la
infeccion por LvPR, en el caso de los caprinos 3 de ellos fueron identificados como positivos

tanto en las pruebas comerciales como en las de los péptidos sintéticos.

Los resultados positivos y negativos obtenidos en las 4 pruebas serologicas para identificar
anticuerpos contra LvPR en ovinos se muestran en el cuadro 6, es importante mencionar que

solo un ovino resulto positivo en tres de las cuatro pruebas serologicas utilizadas.
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Cuadro 6.- Serologia positiva y negativa a lentivirus de pequefios rumiantes de ovinos en

diferentes pruebas de ELISA.

Muestra VMRD ELITEST 126 M1 126M2
129 NEG NEG NEG NEG
251 POS NEG NEG NEG
281 POS NEG NEG NEG
350 NEG NEG NEG NEG
533 NEG NEG NEG NEG
643 POS POS NEG POS
729 NEG NEG NEG NEG
3962 POS NEG NEG NEG
6042 NEG NEG NEG NEG
8077 NEG NEG NEG NEG

VMRD-= antigenos del genotipo B; ELITEST= antigenos del genotipo A; 126ml, ELISA

indirecta péptido-genotipo B; 126m2, ELISA indirecta péptido-genotipo A.

Los resultados positivos y negativos obtenidos en las 4 pruebas seroldgicas para identificar

anticuerpos contra LvPR en caprinos se muestran en el cuadro 7, es importante resaltar que

los caprinos con resultado positivo, lo fueron en todas las pruebas seroldgicas utilizadas.
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Cuadro 7.- Serologia positiva y negativa a lentivirus de pequefios rumiantes de caprinos en

diferentes pruebas de ELISA.

Muestra VMRD ELITEST 126 M1 126M2
8859 NEG NEG NEG NEG
8860 NEG NEG NEG NEG
8866 NEG NEG NEG NEG
704413 NEG NEG NEG NEG
595 NEG NEG NEG NEG
195 NEG NEG NEG NEG
831 POS POS POS POS
175 POS POS POS POS
X1 POS POS POS POS

VMRD-= antigenos del genotipo B; ELITEST= antigenos del genotipo A; 126ml, ELISA

indirecta péptido-genotipo B; 126m2, ELISA indirecta péptido-genotipo A.
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Células prepuciales.

Con la tincion realizada se distinguieron diferentes tipos celulares presentes en los frotis,
células parabasales, intermedias, escamosas y polimorfonucleares (Figura 6), se realiz6é una

cuantificacion por campo de observacion de las células obtenidas (cuadro 8).

A__— \

S

C
— \D

Figura 6.- Se muestran citologias exfoliativas de células epiteliales de prepucio tefiidas
mediante la técnica de Papanicolaou. 40X. A: células intermedias; B: células parabasales;
C: células escamosas y D: polimorfonucleares.
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Cuadro 8.- Cantidad de células epiteliales prepuciales de ovinos y caprinos observadas con

la tinciéon de Papanicolaou.

Especie Muestra Celularidad
Ovino 129 ++
Ovino 251 +
Ovino 281 +
Ovino 350 +++
Ovino 533 +++
Ovino 643 ++
Ovino 712 +++
Ovino 729 +
Ovino 3962 ++
Ovino 6042 +++
Ovino 8077 =+
Caprino 8859 ++
Caprino 8860 +++
Caprino 8866 ++
Caprino 704413 +
Caprino 595 +++
Caprino 195 +
Caprino 831 +
Caprino 175 ++
Caprino X1 -

+++ abundante; ++ moderado; + escaso; --- nulo.

En general se observaron células propias del epitelio prepucial en una proporcién de
moderada a abundante en los frotis celulares. Mostrando células nucleadas lo que indico la

factibilidad de extraer ADN.
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PCR

Se observaron resultados positivos con la técnica de PCR logrando un producto de

amplificacion de 587 pb, lo que indicd la presencia de ADN proviral de LvPR tanto en LSP

y CEP de los ovinos y caprinos. Identificando 2 caprinos y 6 ovinos positivos a partir de

leucocitos de sangre periférica, 4 ovinos y 5 caprinos positivos en células epiteliales de

prepucio (Cuadro 9).

Cuadro 9.- Resultados obtenidos en leucocitos de sangre periférica y células epiteliales de

prepucio con la técnica de PCR semianidada que amplifica una region del gen env de LvPR.

Especie Muestra
LSP CEP
OVINO 129 NEG NEG
OVINO 251 POS NEG
OVINO 281 POS POS
OVINO 350 POS NEG
OVINO 533 NEG NEG
OVINO 643 NEG POS
OVINO 729 POS NEG
OVINO 3962 NEG POS
OVINO 6042 POS POS
OVINO 8077 POS NEG
CAPRINO 8859 NEG POS
CAPRINO 8860 POS POS
CAPRINO 8866 NEG POS
CAPRINO 704413 POS NEG
CAPRINO 595 NEG NEG
CAPRINO 195 NEG POS
CAPRINO 831 NEG NEG
CAPRINO 175 NEG POS
CAPRINO X1 NEG NEG
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PCR env=PCR que amplifica una region del gen env, LSP= leucocitos de sangre periférica;

CEP= células epiteliales de prepucio.

Cuadro 10.- Resultados obtenidos en la deteccion de respuesta a lentivirus de pequefios

rumiantes en ovinos y caprinos utilizando pruebas serologicas y de PCR.

Especie Muestra Serologia PCR env
LSP CE
OVINO 129 NEG NEG NEG
OVINO 251 POS POS NEG
OVINO 281 POS POS POS
OVINO 350 NEG POS NEG
OVINO 533 NEG NEG NEG
OVINO 643 POS NEG POS
OVINO 729 NEG POS NEG
OVINO 3962 POS NEG POS
OVINO 6042 NEG POS POS
OVINO 8077 NEG POS NEG
CAPRINO 8859 NEG NEG POS
CAPRINO 8860 NEG POS POS
CAPRINO 8866 NEG NEG POS
CAPRINO 704413 NEG POS NEG
CAPRINO 595 NEG NEG NEG
CAPRINO 195 NEG NEG POS
CAPRINO 831 POS NEG NEG
CAPRINO 175 POS NEG POS
CAPRINO X1 POS NEG NEG
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En el caso de los ovinos se observan 8 animales positivos a PCR en al menos un tipo celular,
siendo la muestra 281 positiva tanto en serologia como en PCR de CEP y LSP, la muestra
643 y 3962 se mostraron positivas en serologia y CEP Unicamente. Para los caprinos se
encontraron 6 animales positivos en PCR en al menos un tipo celular, la muestra 175 resulto

positiva en serologia y CE como se observa en el cuadro 10.

En general, el 47% (n=9) de los animales resultaron positivos por PCR en células epiteliales
de prepucio, encontrando correlacion de positividad en los LSP y CEP en 3 animales, 2
ovinos y un caprino, y solo un ovino resulto positivo tanto en la deteccion de anticuerpos y

ADN proviral en ambos tipos celulares.
Separacion de productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa:

En la figura 7 se muestran los amplificados del LvPR a partir del ADN de células epiteliales
de prepucio (CEP) y leucocitos de sangre periférica (LSP) de machos ovinos y caprinos,

observando un producto de amplificacion de 587 pb.

Figura 7.- Resultados obtenidos por PCR en muestras de ADN de células epiteliales y
leucocitos de ovinos y caprinos. Los amplicones positivos a LvPR en ambas células del
mismo animal se encuentran marcados por corchetes. Separacion electroforética en agarosa

al 1.5%.

C+: control positivo; C-: control negativo. En los carriles 1,2,4,6,7,8,12,13,15 y 16 se

observan productos de amplificacion positivos a LvPR mediante PCR.
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Discusion

Se han realizado diversos estudios acerca de las diferentes vias de transmision de Lentivirus
de Pequefios Rumiantes, los que incluyen en orden de importancia la transmision por el uso
de calostro, leche y algunos otros fluidos biologicos (Por ejemplo, saliva, secrecion vaginal
0 semen) que pasan por contacto directo y la presencia de virus en aerosoles (Preziuso et al.,
2004, Peterhans et al., 2004, Blacklaws, 2004, Leginagoikoa et al., 2009). Por otro lado, en
la via de transmision sexual que vincula a las hembras se ha demostrado la presencia de ADN
proviral en tejido genital: utero, oviducto y ovario (Ali-Al-Ahmad et al., 2012, Cortez-
Romero et al., 2004, Cortez-Romero et al., 2013). También se ha demostrado la transmisién
intrauterina en ovinos de la raza pelibuey (Sanchez et al., 2016, Alvarez et al., 2005). No
obstante, los trabajos que se enfocan en los machos como posibles transmisores de LvPR no
son muy abundantes y con resultados contrastantes entre ellos. En machos se ha detectado
ADN proviral y ARN viral en tracto reproductor (células de glandula bulbo uretral, testiculo,
epididimo, conductos deferentes y vesicula seminal), liquido seminal y células no
espermaticas del eyaculado (Peterson et al., 2008 y Martinez et al., 2005). Ademas, algunos
estudios sugieren que las lesiones inflamatorias en tracto reproductor de macho (como las
relacionadas por la infeccion de B. ovis) predisponen a la infeccion por LvPR a través del
semen (de la Concha et al., 1996). Sin embargo, Reina et al., (2011) sugieren que el semen
infectado con LvPR puede usarse en inseminacion artificial sin el riesgo de transmitirse, no
obstante, en un trabajo realizado por de Souza et al., 2013, identificaron que es posible que
el virus pueda transmitirse a hembras a través de inseminacion artificial con semen
proveniente de caprinos infectados. En el presente trabajo se demostré que las células
epiteliales del prepucio de ovinos y caprinos pueden infectarse con LvPR y por consiguiente
ser un factor adicional a otras fuentes de transmision via sexual ya previamente demostradas
y en especial por la monta directa de los machos, lo cual sigue siendo un manejo reproductivo
frecuente. El prepucio es una capa tegumentaria modificada y envuelve el cuerpo del pene
(Eurell et al., 2006), presenta una descamacion normal de células epiteliales dentro de las
cuales se pueden encontrar células basales, parabasales, intermedias y superficiales. En el
presente trabajo se identificaron estos grupos celulares y se pudo colectar una cantidad

significativa de las mismas, lo que favorecio la extraccion de ADN para las pruebas de PCR.
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Como lo corroboran estudios en otros retrovirus, como en el caso del Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) las células del epitelio vaginal y la transmigracion de los
macrofagos infectados es un factor importante para transmitir el virus a través de las mucosas
mediante relaciones sexuales (Donaghy, 2006). Adicionalmente, se ha propuesto que las
células epiteliales pueden ser la fuente de infeccion al tejido linfocitario (Chou, 2000). En un
trabajo previo se demostrd in vitro la presencia de lentivirus caprino en células epiteliales de
prepucio mediante las técnicas de PCR e inmunocitoquimica (Rodriguez, 2008). En el
presente estudio se corrobor6 la infeccion en CEP de caprinos y ademas, se demostré por

primera vez la infeccion de CEP de ovinos por LvPR.

Las pruebas de ELISA comerciales han sido disefiadas considerando el uso de antigenos con
lisados de virus completos, proteinas recombinantes y la combinacién de proteinas
recombinantes y péptidos sintéticos, por lo que al utilizar una prueba con un
genotipo/antigeno no prevalente en los animales infectados, disminuye la deteccion de
animales positivos, pudiendo ser la razon por la cual existieron diferencias en la deteccion de
anticuerpos entre las pruebas de ELISA utilizadas en el estudio, aunque trabajos donde
utilizan estos ELISA’s comerciales han descito altos valores de sensibilidad y especificidad.
Cabe resaltar que hasta el momento se han identificado al menos 23 subtipos genéticos de
LvPR que infectan a los pequefios rumiantes (Ramirez et al., 2013). Otros estudios han
demostrado que el uso combinado de técnicas serologicas y moleculares (Barquero et al.,
2013) favorecen la deteccion de la infeccion por LvPR. En el presente estudio las técnicas
serologicas detectaron un niimero menor de animales infectados; resultando mas sensible la
técnica de PCR la cual detectd 14 animales infectados en al menos un tipo celular (LSP y/o
CEP). Esto podria estar relacionado a una infeccion localizada a nivel de aparato reproductor,
lo cual no estaria generando una respuesta inmunologica generalizada, explicando asi la falta
de deteccion de anticuerpos en plasma sanguineo. Para demostrar que la replicacion viral esta
estimulando la respuesta inmune local seria adecuado determinar la presencia de anticuerpos
en el liquido seminal por pruebas de ELISA como se ha descrito en trabajos anteriores
(Ramirez et al., 2009). No obstante, en el presente trabajo no se realiz6 esta determinacion

por que no se colectaron muestras de semen.
34



En los diferentes estudios donde ha utilizado la técnica de PCR para la identificacion de ADN
proviral de LvPR, ha demostrado ser una técnica adecuada independientemente del tipo
celular evaluado. También ha sido frecuente el uso de iniciadores que amplifican diversas
regiones genéticas de LvPR. Travassos et al., (1999) identificaron la presencia de lentivirus
caprino en plasma seminal utilizando PCR anidada, identificando amplificacion de
fragmentos de los genes gag y pol. Resultados similares fueron obtenidos por Ali Al Ahmad
et al., (2008). Otro estudio que identifico la presencia de lentivirus caprinos en liquido
seminal por PCR utilizando iniciadores para el gen gag fue el realizado por Peterson et al.,
(2008). En el presente estudio se realizo una técnica de PCR semianidada utilizando
iniciadores que amplificaban un fragmento del gen env (Travassos et al., 1999), con buenos

resultados como los descritos para otras regiones genéticas de LvPR.
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Conclusiones

Se identifico mediante PCR la presencia de ADN proviral de LvPR en células epiteliales del

prepucio de ovinos y caprinos infectados naturalmente identificados por serologia.

El uso de la técnica de lavado prepucial es un buen método para la obtencion de células

destinadas a evaluacidn con técnicas moleculares.

Se demostro la susceptibilidad de infectarse por LvPR de las células epiteliales del prepucio

poniendo de manifiesto que estas pueden participar en la transmision venérea.
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Apéndice 1

Protocolo para la extraccion de células y plasma de muestras de sangre

1.

10.

Centrifugar la muestra a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos para

la separar la fase liquida, plasma o suero.
Colectar la parte liquida (suero o plasma) del tubo y almacenar en un tubo eppendorf.

Transferir cuidadosamente con pipeta Pasteur la capa blanca a otro tubo coénico de 15

ml.

Agregar solucion de lisis I que contiene 5 Mm de MgClz, hasta 10 ml y homogenizar

(vortex).
Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos y desechar el sobrenadante (decantar).

Repetir los pasos 4 y 5 con lisis II que contiene S Mm de MgCloy 0.1% de NONIDET

(NP40) con la finalidad de que las células blancas queden libres de eritrocitos.

En el caso de que existan remanentes importantes de eritrocitos el paquete celular
puede ser tratado con 1ml de agua bidestilada y completar con 7ml de PBS.

Homogenizar por 1 minuto.
Se homogeniza y centrifugar.

Se decanta y las células se deben resuspender en 300 microlitros con la misma

solucion de PBS y se colocan en un tubo eppendorf.

Etiquetar y guardar a -20 C hasta su uso.
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Apéndice 2

Protocolo para la tincion de Papanicolaou (Aguilar 2009)

1.

10.

11.

12.

Las laminillas se fijan con OH metilico por 10 minutos y se secan al aire.
Se rehidratan con agua destilada por 1 minuto.

Se tifien con hematoxilina por 1 minuto y posteriormente se elimina el exceso con

agua corriente.
Se aplican 2 lavados con OH etilico al 96% por 2 minutos cada uno.

Se sumergen en una solucion de OG6 (Orange Gal 1% en OH al 96%) por dos

minutos.
Se aplican 2 lavados con OH al 96% por 2 minutos.

Se sumergen en una solucion de EA (Eosina al 0.5%, pardo Bismark al 0.5% y verde

brillante al 0.5%) por 3 minutos.
Se aplican 2 lavados con OH al 96% por 5 minutos.
Se aplica un lavado con OH absoluto por 2 minutos.

Se sumergen en una solucién de OH absoluto con xilol en una proporcion de 50/50

por 2 minutos.
Se sumergen en xilol, dos bafios por 2 minutos.

Se montan con resina y se dejan secar para su observacion.
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Apéndice 3

Protocolo para la realizacion de ELISAs comerciales

ELITEST

Preparacion

1. Mantenga el material a temperatura ambiente (25-30°C) hasta su uso.

2. La solucion de lavado debe ser preparada por dilucion de la solucidon concentrada de

lavado 1:25 con agua destilada o agua desionizada, ej. para diluir 20ml en 500ml.

Nota: pueden formarse cristales en el concentrado de la solucién de lavado después de
almacenarlo de 2-8° C. Estos cristales deben ser completamente disueltos a una temperatura

de 37°C.
La solucion de lavado se debe mantener a temperatura ambiente hasta su uso.

3. Trabajar con una predilucion 1:100 para las muestras y los controles, €j. 4ul de suero

en 400ul de diluente de muestra.

4. El conjugado debe ser preparado diluyendo el conjugado concentrado 1:100 con

buffer del conjugado, ej. diluir 10ul por tira 0 100ul en 10 ml por placa redactar

5. El sustrato debe ser preparado por dilucion del concentrado TMB en 1:100 con el
buffer del sustrato, €j. dilucién de 10ul en Iml para una tira o 100ul en 10ml para una

placa.
Procedimiento del ensayo
Antes de comenzar con el ensayo ajustar la temperatura de la estufa a 37°C.

1. Colocar en el soporte el nimero de tiras requerido, tomar en cuenta los espacios
requeridos para un control negativo y uno positivo. Si se llegan a usar mas tiras en

una corrida, se tendrdn que agregar 2 tiras control en el soporte.
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2. Hacer una predilucion 1:100 de las muestras y controles. Ej. 4ul de suero en 396 ul
de diluente de la muestra. No usar volumenes pequefios de suero o plasma (ej. 1 pl o

menos) esto para prevenir errores en el pipeteo.
Adicion de reactivos
3. Agregar 80 pl de diluente en cada pozo de la placa.

4. Agregar 20 pl de muestra diluida y control en su apropiado pozo. Asegurarse de que
la muestra y el control estén completamente mezclados en el diluente con un agitador
de microplaca (1000 rpm) o manualmente por pipeteo hacia arriba y hacia abajo por

lo menos 5 veces.
5. Cubrir las tiras con un sellador adhesivo.

Incubar por 60 minutos a 37°C

6. Lavar cada pozo 5 veces

7. Agregar 100 pul de la solucion de conjugado prediluida en cada pozo

8. Cubrir las tiras con un sellador adhesivo. Incubar por 60 minutos a 37°C
9. Lavar cada pozo 5 veces

10. Agregar 100 pl de solucion prediluida de sustrato a cada pozo

11. Incubar por 30 minutos de 20 a 25 °C

12. Para detener la reaccion, agregar 100 ul de solucion de paro a cada pozo, en la misma

secuencia y en los mismos intervalos de tiempo que la solucion de sustrato.

13. Leer (15 minutos después del paso 12) la absorbancia de la solucion en los pozos a

450 nm.
Interpretacion
Abreviacion
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P= absorbancia de los controles positivos
N= absorbancia de los controles negativos
S= absorbancia de las muestras de la prueba
Validacion

Checar la validez de los controles positivos y negativos (a una absorbancia de entre 450

y 595 nm).

1. Cada uno de los controles negativos debe ser < 0.100.
2. Calculara N excluyendo los controles fuera del rango especificado.
3. Cada uno de los controles positivos debe estar dentro del rango indicado en el folleto

contenido en el kit.
4. Calcular P excluyendo los controles de rango especificado.

Si mas de la mitad de los controles han sido eliminados la prueba deberéd ser

repetida después de una cuidadosa investigacion en busca de posibles errores.
Resultados de la prueba
Calcular el corte asi: (P-N)/4+N
Una muestra es no reactiva si S<(P-N)/4+N

La muestra es reactiva si S>(P-N)/4+N
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Apéndice 4

VMRD

Cargar los controles y muestras de suero en la placa cubierta de antigeno con la mayor
rapidez posible. El volumen da la muestra debe ser superior a los 50 pl. Golpear un
lado de la placa varias veces para asegurarse que las muestras cubran la parte inferior
del pozo. Teniendo cuidado de no derramar muestra de pozo a pozo. Incubar la placa
una hora a temperatura ambiente (23+/-2°C)

Después de la hora de incubacion lavar la placa en tres tiempos: Vaciar el contenido de
los pozos en un fregadero y eliminar los sueros y controles restantes golpeando
bruscamente las placas invertidas. Llenar inmediatamente cada pozo con solucién de
lavado. Vaciar la solucién de lavado y golpear la placa invertida bruscamente como la
anterior. Repita el proceso de lavado 2 veces mas.

Adicionar 50 pl de conjugado a cada pozo Golpear un lado de la placa varias veces
para asegurarse que las muestras cubran la parte inferior del pozo. Incubar la placa
30 minutos a temperatura ambiente (23+/-2°C)

Después de los 30 minutos de incubacién lavar los pozos en tres tiempos como en el
paso 2

Adicionar 50 pl de solucion de sustrato a cada pozo. Golpear un lado de la placa
varias veces para asegurarse que la solucion de sustrato cubra la parte inferior del
pozo. Incubar la placa 20 minutos a temperatura ambiente (23+/-2°C). No vaciar los
POZ0s.

Adicionar 50 pl de solucion de paro a cada pozo. Golpear un lado de la placa varias
veces para mezclar la solucion de sustrato y la solucion de paro. No vaciar los pozos.
Inmediatamente después de agregar la solucién de paro la placa debe leerse con

espectrofotometro con una densidad optica (D.O) de 630 nm.

Calculo de porcentaje de inhibicioén

%=100(1- (DO muestras ~ DO control negativo))

Test de

validacion
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La media de la densidad optica del control negativo debe ser >0.300
La media del control positivo debe producir >35% inhibicion.
Interpretacion de resultados

Si una muestra de pruebas produce > 35% inhibicidn, es positiva.

Si una muestra de pruebas produce < 35% inhibicidn, es negativa.
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Apéndice 5

Protocolo para la elaboracion de ELISAs de péptidos establecido por Aguilar, 2015.

1. Los ELISAs se realizaron en placas de 96 pozos, distribuyendo en cada pozo 300ng
de péptido en 50 pl de buffer carbonato/bicarbonato pH 9.6, se incubaron las placas

16 horas a 37°C hasta conseguir la evaporacion del pozo.

2. Tras dos lavados con PBS pH 7.4 conteniendo triton al 0.5% se procedid a bloquear

el sitio donde no se unio el antigeno con 150 ul de caseina al 2.5% durante 1 hora a

37°C.

3. Al finalizar el bloqueo se realizaron nuevos lavados con PBS-triton 0.5%

4. Se afiadi6 a cada pozo 100 ul de plasma diluido 1/20, se incubo la placa a 1 hora
37°C.

5. La placa se lavé cinco veces con PBS triton al 0.5%

6. Enseguida se afiadieron 100 ul de proteina G en cada pozo y se incubo a una hora a
37°C.

7. Transcurrida la incubacion se lavd la placa como anteriormente fue descrito y se

agregaron 100 pl de cromdégeno ABTS a cada pozo y se incubaron las placas de 20 a

30 minutos a temperatura ambiente (22 a 26°C).

8. La lectura de absorbancia se realiz6 por espectrofotometria a una longitud de onda a

405 nm.

El valor de corte se determind a partir de 30 muestras de plasma seronegativos adicionando
al valor promedio de absorbancia mas 3 desviaciones estandar y considerando el valor de
corte establecido previamente por de Andrés et al., (2013), de esta forma el valor de corte

para considerar una muestra positiva fue >0.357.
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Apéndice 6

Protocolo para la extraccion de ADN a partir de leucocitos de sangre periférica o células

epiteliales.

Descongelar las muestras de células y verificar que tengan 300 pl de volumen, si no es asi

centrifugar hasta formar un pellet en el fondo del tubo o dividir la muestra en dos microtubos.

1.

10.

11.

12.

Anadir 200 pl de FATG1 Buffer y homogenizar la muestra de células otra vez con el

micropeste o micromartinete.
Anadir 20 pl de Proteinasa K que se encuentra en una concentracion de 10mg/ml.

Mezclar bien por agitacion y centrifugar brevemente para bajar el residuo de las

paredes.

Incubar a 60° C por 15 minutos en el termomezclador (400 rpm) y centrifugar

brevemente a 14000 rpm para remover los residuos.
Anadir 200 pl de FATG2 Buffer y mezclar en vortex.

Incubar a 70° C por 10 minutos en el termomezclador (400 rpm) y centrifugar

brevemente a 14000 rpm para remover los residuos.
Agregar 200 pl de etanol (90/100), mezclar bien y centrifugar brevemente.

Colocar una minicolumna FATG Mini en un tubo colector de 2 ml y transferir la

mezcla anterior a la mini columna y centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto.

Lavar la mini columna FATG Mini con Buffer W1 (500 pl) y centrifugar a 14000

rpm por un minuto.
Deseche residuo del tubo colector.

Lavar la minicolumna FATG Mini en el tubo colector de 2 ml, transferir la mezcla

anterior a la minicolumna y centrifugar a 14000 rpm por un minuto.

Deseche el residuo del tubo colector.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos nuevamente para secar la minicolumna

FATG Mini.

Colocar la minicolumna FATG Mini en el tubo de elucion y afadir de 25- 30 pul de
Buffer de Elucion por el centro de membrana de la columna FATG Mini y dejar

reposar por 5 minutos.
Centrifugar a 15000 rpm durante 1 minuto y esperar 5 minutos para eluir el ADN.

Se toma el liquido del tubo de elucion y se afiade a la columna por el centro de la
membrana y se deja reposar por 5 minutos para posteriormente centrifugarlo a 14000

rpm durante dos minutos.
Almacenar el ADN a -20 y realizar cuantificaciéon de ADN.

Para la cuantificacion de ADN utilizar 2 ul de ADN muestra previa calibraciéon con

agua miliQ o agua grado biologia molecular.
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