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Resumen
La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es una enfermedad infecto-contagiosa retroviral de los
équidos, se caracteriza por generar signos clinicos agudos y/o cronicos recurrentes. El
diagnostico de la enfermedad se realiza rutinariamente con la técnica de Inmunodifusion en
Gel de Agar (IDGA) la cual es la prueba oficial en el pasaporte internacional, cuya técnica
estad basada para detectar anticuerpos contra la proteina P26 de la cépside del virus. Se ha
comprobado que la técnica de ELISA es mas sensible, por lo que en el presente estudio se
opto por disefar un péptido sintético derivado de la region de superficie del virus de AIE;
Dicha region se expone en el momento de la infeccion del virus al sistema inmunolédgico y
por lo cual es posible la generacion de anticuerpos especificos en etapas tempranas. Estos
péptidos fueron disenados basados en epitopos lineales inmunodominantes de la proteina
Gp90 de la envoltura viral. El objetivo del estudio fue el disefio de un péptido sintético para
utilizarse como antigeno en una prueba de ELISA indirecta (ELISAi) que detecte
anticuerpos contra el virus de AIE en plasmas de equinos. Para el disefio del péptido se
utilizaron programas bioinformaticos y se consultaron bases de datos tales como:
GenBbank, BioEdit y Antibody Epitope Prediction utilizando el algoritmo Kolaskar y
Tongaonkar antigenicity. Los resultados obtenidos con el ELISAi estandarizado fue que de
un total de 140 muestras de plasmas de equinos se identificaron 15 muestras seropositivas
(10.71%) que fueron evaluadas también con la prueba de Coggins para comparar los

resultados y en esta Gltima prueba ninguno de los 15 positivos a ELISAi se confirmo.



1. Introduccién

1.1. Definicién de la enfermedad

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es una enfermedad retroviral de los équidos (burros,
mulas, burdéganos, cebras y cebroides) que se caracteriza por signos clinicos agudos y/o
cronicos recurrentes, que pueden incluir fiebre, anemia, edema y caquexia en algunos
animales. Muchos caballos presentan signos leves o inaparentes en una primera exposicion y
son portadores subclinicos del virus. Es probable que los propietarios no se den cuenta de
infeccion de sus animales, a menos que se realicen pruebas diagnoésticas. Todos los caballos
infectados, incluidos los asintomaticos, se convierten en portadores y son fuente de infeccion
durante toda su vida. Los animales infectados deben ser sacrificados o deben permanecer
aislados permanentemente de los otros équidos para evitar la transmision (Blaha, 1995; OIE,

2009; Augusto, 2014).

1.2. Sin6nimos de la enfermedad

La enfermedad tiene como sindnimo principal fiebre de los pantanos, pero también se
conocen: sida equino, fiebre malaria, malaria equina, fiebre de la montana, fiebre lenta,
fiebre baja, fiebre tifoidea de los caballos, anemia perniciosa de los equinos, zurra americana

(Blaha, 1995; Leroux, 2004).

1.3. Historia de la enfermedad

La AIE fue descrita por primera vez en Francia por Ligné en 1843. Posteriormente en 1904,
Carré y Vallé atribuyeron su origen a un “agente filtrable”, tal como eran denominados los
virus a principios de siglo XX, este hallazgo contribuy6 a dilucidar la causa de la AIE,
siendo ésta la primera enfermedad en ser descubierta que era ocasionada por un agente viral.
Afios mas tarde fue el primer retrovirus identificado dentro de la subfamilia de los lentivirus

(Clements y Zink, 1996; Leroux y cols., 2004).



1.4. Etiologia

El virus causal de la AIE pertenece a la familia: Retroviridae, subfamilia: Orthoretrovirinae,
género: Lentivirus. Son virus ARN envueltos, con capside icosahédrica. El Virus de la
Anemia Infecciosa Equina (VAIE) posee la habilidad de transcribir ADN a partir de ARN
viral, mediante la enzima transcriptasa reversa (polimerasa de ADN dependiente de ARN),
ver figura 1. Este retrovirus de equinos esta incluido en el género lentivirus los cuales se
caracterizan por generar infecciones de evolucion lenta con largos periodos asintomaticos.
Por otra parte, los lentivirus infectan monocitos y/o linfocitos, los que al madurar o activarse

en tejidos activan su replicacion en los organos afectados (Fidalgo, 2003; Soutullo, 2008).

Figura 1. Figura donde se muestra la interpretacion grafica del Virus de la Anemia Infecciosa
Equina y sus principales proteinas (Soutullo, 2001).

1.5. Caracteristicas del virus

Visto al microscopio electronico el VAIE es de forma oval con un diametro de 100 nm,
presentando 72 espiculas (6-8 nm) en su superficie. Cada espicula, denominada peplomero
(peplo=envoltura), estd compuesta por dos glicoproteinas oligoméricas, gp90, denominada
proteina de superficie (SU) y gp45, denominada proteina de transmembrana (TM), ambas

estan insertas en una bicapa lipidica derivada de las membranas de las células infectadas.



Estas proteinas son responsables de la adherencia viral a la membrana citoplasmatica de las
células huésped (Fidalgo, 2003).

En la superficie interna de la envoltura viral subyacente y en intimo contacto con la bicapa
lipidica, se encuentra una fosfoproteina periférica de la nucleocapside, denominada p15 o
antigeno de matriz (MA), que participa en los estadios iniciales del ciclo de replicacion. Esta
proteina envuelve al nticleo, constituido por el genoma viral encapsidado por la proteina
estructural de la cépside, p26 o antigeno de la capside (CA) (Grund y cols., 1994; Birkett y
cols., 1997; Leroux y cols., 2004; Chen y cols., 2007).

En su interior se encuentran las proteinas estructurales internas (nucleoproteinas), tales como
la proteina basica pl1, que se une al acido nucleico, y la proteina acida p9, unica en los
lentivirus, ademas de la proteina enzimatica retrotranscriptasa reversa (RTasa) (Clements y
Zink, 1996; Murphy y cols., 1999).

El genoma viral est4 constituido por dos subunidades de ARN lineales asociadas a la enzima
transcriptasa reversa. Esta enzima presenta cuatro actividades diferentes: ADN polimerasa
dependiente de ARN, ADN polimerasa dependiente de ADN, integrasa y ARNasa. Cada
molécula de ARN consta de tres genes principales, ver figura 2, en sentido 5°-3": gag
(antigeno especifico de grupo), pol (polimerasa) y env (envoltura) (Beisel, 1993; Soutullo,
2008).

Figura 2. Figura que muestra los principales genes de los retrovirus (Belshan, 2001).

1.6. Replicacion viral
Se ha demostrado en numerosas infecciones experimentales que el virus infecta y se replica

principalmente en macrofagos tisulares, por lo que estard presente en todos los dOrganos
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durante la fase aguda, donde la replicacion es activa. Cuando ésta se encuentra restringida,
durante las fases subclinicas, el virus continia replicindose en menor medida
preferentemente en macrofagos de bazo, higado, pulmones, linfonodos y rifion. In vivo se ha
detectado que el virus también es capaz de infectar células endoteliales y renales, ademas de
replicarse en cultivos primarios de monocitos sanguineos, puede hacerlo en células
dendriticas y fibroblastos dérmicos de los equinos (Leroux y cols., 2004; Rivera y McGuire,
2005).

El VAIE ingresa a la célula huésped por un mecanismo de fusion donde las glicoproteinas
de superficie interactiian con el receptor celular. Si bien éste aun no ha sido perfectamente
definido, estudios realizados por Zhang y colaboradores, describieron a un receptor ELR1
(Equine Lentivirus Receptor 1) presente, en niveles elevados, en células susceptibles a la
infeccion viral (Zhang y cols., 2005).

Uno de los mecanismos de fusién propuesto sostiene que cuando la proteina Gp90 se une al
ELR1, habria cambios conformacionales en la proteina Gp45, que permite la fusion del virus
con la membrana citoplasmatica de la c€lula a infectar (Flint y cols., 2000).

Cuando el virus entra a la célula es parcialmente descubierto y liberando el genoma en el
citoplasma de la célula huésped. El ARN viral es copiado, a través de la transcriptasa
reversa, en una doble cadena de ADN. En la etapa inicial existen factores celulares que
juegan un rol esencial en la replicacion (Zink, 1996). Ese ADN viral se dirige al nucleo
integrandose al ADN celular como ADN proviral a través de los LTR, mediante la accion de
las integrasas (Clements y Zink, 1996).

Una vez que el ADN viral se integra en el genoma de los monocitos presentes en médula
Osea o en circulacion, el virus puede permanecer en forma latente sin expresarse, por lo que
en este estadio estas células actuarian como verdaderos ‘“caballos de Troya” ya que
transportarian al virus silenciosamente (Leroux y col., 2004).

Luego de la maduracion y diferenciacion de los monocitos infectados, tanto en tejido como
en cultivo, sus factores celulares transcripcionales tal como el factor especifico de
macrofagos, inician la transcripcion viral por la accion de los genes rev, con la consecuente
produccion de proteinas virales gag, pol y env. Finalmente se produce la liberacion de
viriones por gemacion de los macrofagos tisulares, observandose un aumento brusco del

ARN viral plasmatico y de ADN viral en casi todos los tejidos, aunque preferentemente en
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bazo e higado, ver figura 3 (Maury, 1994; Clements y Zink, 1996, Oaks y cols., 1998;
Murphy y cols., 1999; Hammond y cols., 2000, Cook y cols., 2001).

Los lentivirus tienen mecanismos complejos por los cuales logran su persistencia mediante
la regulacion tanto de sus niveles de replicacion como de su expresion génica. La replicacion
y por ende la expresion génica, puede alterarse por variaciones en los elementos regulatorios
LTR y Rev (Carpenter y cols., 1991; Maury y cols., 1997; Belshan y cols., 2001).

En virtud de la elevada tasa replicativa en cada pico febril se producen errores en la
transcripcion del ARN a ADN, mutaciones puntuales, inserciones y delecciones. Estas
alteraciones ocurren principalmente en segmentos génicos que codifican a los sitios
glicosilados de las proteinas de envoltura, generando, en tan solo 14 dias variantes virales
que reemplazan a las cepas anteriores con caracteristicas fenotipicas diferentes (Ball y cols.,
1992; Greene y cols., 1993; Kim y Casey, 1994; Suarez y Whestone, 1997, Leroux y cols.,
1997; Leroux y cols., 2001). Se ha demostrado que en animales persistentemente infectados,
en periodos con bajos niveles de viremia, debajo de 107-108 copias/ml de RNA, se generan
también variantes virales, lo que contribuye a la persistencia de este lentivirus (Hammond y
cols., 2000; Leroux y cols., 2001, Belshan y cols., 2001; Leroux y cols., 2004; Craigo y
cols., 2005).
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Figura 3. Esquema representativo de la replicacion viral desde la entrada del virus a la célula
hasta la salida (Vazquez, 2014).

1.7. Patogenia

Una de las principales caracteristicas que distinguen al VAIE de otros lentivirus es la
naturaleza de la enfermedad clinica. Mientras que muchas de las infecciones por lentivirus
tienen un curso lento, cronico y progresivo, la infeccion por VAIE, en sus fases iniciales,
resulta rapida, variable y dindmica con episodios agudos, causados por una replicacion viral
agresiva, acompafiada de picos febriles intensos. A esta fase inicial le sigue una fase cronica
donde aparecen episodios febriles recurrentes, sin otros signos clinicos detectables. Luego se
alcanza un estado asintomatico donde los animales, si bien logran controlar la replicacion
viral, se comportan como portadores virales durante el resto de sus vidas manteniendo su

capacidad infectiva (Hammond y cols., 1997; Leroux y cols., 2004).

Si bien estas fases son las que generalmente son descritas, el curso de la enfermedad difiere
no solo de la cepa infectante, sino de cada animal, aun infectados en iguales condiciones y
con las mismas cepas (Cook y col., 2001; Leroux y col., 2001). Es asi que mientras muchos

animales cursan la enfermedad con las fases bien diferenciadas (animales de evolucion
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progresiva), otros al infectarse, solo presentan una fase aguda y luego son portadores
asintomatico de por vida, sin atravesar previamente por la fase crénica (animales con
infeccion no progresiva). Solo unos pocos animales no logran sobrevivir y mueren durante la
primera fase virémica (fase subaguda) (Hammond y cols., 2000; Leroux y cols., 2001; Cook
y cols., 2003). La diferencia clinica entre los animales que cursan con evolucion progresiva
de la no progresiva tiene su correlacion con la viremia. Los primeros presentan elevados
niveles de ARN viral plasmatico, en cambio los segundos presentan niveles muy bajos de
carga viral, pudiendo atin no ser detectables (Hammond y cols., 2000; Leroux y cols., 2001;

Mealey y cols., 2003; Leroux y cols., 2004).

Durante la fase inicial aguda, los equinos infectados presentan un pico febril (hasta 41°C)
que dura de 3 a 5 dias, coincidente con trombocitopenia y anemia debida a la lisis de
glébulos rojos, asociada en un principio, a la formacion de complejos inmunes, aunque se ha
observado que animales con Sindrome de Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID)
infectados también cursan el pico febril con anemia y trombocitopenia (Russell y cols.,

1999; Mealey y cols., 2001; Leroux y cols., 2004).

Luego de resolverse el primer episodio virémico febril, la mayoria de los animales progresan
a una fase cronica, caracterizada por ciclos recurrentes e irregulares de ascensos y descensos
bruscos de temperatura y viremia, asociados a una variante viral antigénicamente diferente
de la aislada en el pico anterior. Entre estos picos febriles se ha podido detectar en plasma,
ARN viral (Clements y Zink, 1996; Hammond y cols., 1997; McGuire y cols., 1997;
Hammond y cols., 2000).

En aquellos animales con evolucidén progresiva, los signos clasicos de esta enfermedad son
pérdida de peso, anemia y edema, se presentan en la fase cronica durante el primer afio de la
enfermedad (Montelaro y cols., 1984). Los episodios agudos, presentes en fase crdnica, se
suceden cuando hay causas asociadas a estrés, a otras enfermedades, a ciertas drogas como
esteroides o bien por mutacion del virus a cepas mas virulentas. Como signos
complementarios se suele observar un cuadro hepatorrenal, diarrea sanguinolenta y
retencion urinaria, a veces seguida de poliuria. Estos episodios agudos se tornan menos
frecuentes y severos, y son tipicamente resueltos dentro de los 8 a 12 meses post infeccion,

momento en que los animales son considerados “portadores virales asintomaticos”
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(Langemeier y cols., 1996; Hammond y cols., 1997; McGuire y cols., 1997; Hammond y
cols., 2000; Cook y cols., 2001).

Tanto en los animales de evolucidon progresiva como en los de evolucion no progresiva, el
estado de portador asintomatico perdurara el resto de sus vidas. En esta etapa los niveles de
carga viral son muy bajos o casi nulos, lo que indicaria que existe un control efectivo de la
replicacion viral y por ende de la enfermedad. Evidencias de la permanencia de su poder
infectivo, es que es posible infectar animales sanos inoculdandolos con sangre extraida de
equinos “portadores virales asintomaticos”. Por otra parte, aquellos animales infectados
asintomaticos que son expuestos a situaciones de estrés o a la administracion de
inmunosupresores, presentan episodios febriles similares a los sucedidos en la fase crénica
de la enfermedad (Hammond y cols., 2000). Esto sugiere que la respuesta inmune innata
seria la responsable de mantener una baja replicacion viral (Hammond y cols., 1997;

McGuire y cols., 1997).

1.8. Patologia clinica

El tipo de anemia que ocasiona la infeccion con el VAIE es macrocitica hipocromica
regenerativa, adicionalmente se presenta una hemdlisis infecciosa extravascular como
resultado de la induccion de produccion de anticuerpos anti-eritrociticos, dando como
resultado una respuesta de hipersensibilidad de tipo III o de complejos inmunes (Fidalgo,

2003).

1.9. Signos clinicos

Estos pueden ser: anemia, fiebre, adelgazamiento, anorexia, letargia, debilitamiento rapido y
progresivo, epistaxis, astenia, marcha insegura y debilidad de miembros posteriores.
También se pueden encontrar petequias en la conjuntiva ocular, mucosa lingual y vulvar,
hemorragias pericornéales y lagrimeo con secrecion ocular espesa lo que otorga un aspecto
aceitoso en la superficie de la cornea (Cook, 2001; Leroux y Cols., 2004). Aunque en

ocasiones estos signos no son aparentes (Blaha, 1995).
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Los signos clinicos de la forma aguda de la AIE generalmente son inespecificos. En algunos
casos, en caballos, el tnico signo es la fiebre que a veces va acompaiiada de inapetencia
transitoria. En los casos leves, la fiebre puede durar menos de 24 horas. Los caballos mas
severamente afectados pueden debilitarse, deprimirse y permanecer inapetentes, con signos
adicionales tales como ictericia, taquipnea, taquicardia, edema con févea ventral,
trombocitopenia, petequias en las membranas mucosas, epistaxis o heces sanguinolentas.
Puede producirse anemia, aunque es mas probable que sea grave en los animales
cronicamente afectados. En ocasiones, los caballos se enferman gravemente y pueden morir
durante la fase aguda. Después de la enfermedad inicial, la mayoria de los caballos se
pueden convertir en portadores asintomaticos; sin embargo, algunos animales desarrollan
signos clinicos recurrentes como: fiebre, depresion, hemorragias petequiales en las
membranas mucosas, pérdida de peso, anemia y edema dependiente. Las infecciones
inaparentes pueden convertirse en sintomaticas cuando ocurren otras enfermedades
simultaneamente, estrés severo o trabajo intenso. Es posible que ocurra la muerte durante
estos episodios febriles. En caballos con infeccion cronica, se han informado casos de
lesiones oftalmicas, caracterizadas por despigmentacion con vasos coroidales prominentes
(Fidalgo, 2003; OIE, 2009).

Es menos probable que los burros y las mulas desarrollen signos clinicos. Las mulas pueden
infectarse asintomaticamente, pero se han informado casos con signos tipicos de AIE en
algunos animales infectados en forma natural o experimental. En un experimento reciente,
burros inoculados con 2 cepas adaptadas a caballos se infectaron pero no presentaron signos.
En China, se inform6 que burros inoculados con una cepa adaptada mediante pasajes

seriados, en burros, desarrollaron signos clinicos (Blaha, 1995; OIE, 2009).

1.10. Transmision

El VAIE se transmite mecanicamente desde las piezas bucales de insectos picadores. En los
caballos, este virus permanece en los monocitos durante toda la vida, y también esta presente
en el plasma durante los episodios febriles. Los caballos con signologia son mas propensos a
transmitir la enfermedad que aquellos con infeccion inaparente. Ya que s6lo 1 de cada 6
millones de moscas se convierte en un vector. También se han informado altos niveles de

viremia en mulas, durante los estadios tempranos de la infeccion. Se ha obtenido titulos

12



significativamente mas bajos en burros inoculados con ciertas cepas adaptadas a los caballos
(Blaha, 1995; SENASA, 2005; OIE, 2013).

Aunque otros insectos, incluidas las moscas de los establos (Stomoxys calcitrans) pueden
transmitir el VAIE, los vectores mas efectivos son las moscas picadoras de la familia
Tabanidae, especialmente las moscas de los caballos (Tabanus e Hybomitra) y las moscas
de los ciervos (Chrysops.). Las picaduras de estas moscas son dolorosas y la reaccion del
animal es interrumpir la alimentacion. La mosca intenta continuar alimentandose
inmediatamente, en el mismo animal o en otro huésped que esté cerca, produciendo la
transmision de sangre infectada. E1 VAIE sobrevive durante un periodo de tiempo limitado
en el aparato bucal de los insectos y tiene menos probabilidad de propagarse a huéspedes
que estan mas lejos. El virus también puede transmitirse por transfusiones de sangre o
mediante agujas, instrumentos quirdrgicos y flotadores dentales contaminados. Se ha
informado que persiste durante 96 horas en agujas hipodérmicas. El VAIE también puede
transmitirse de una yegua a su potrillo in Utero (Blaha, 1995; Leroux, 2004; OIE, 2013).
Podrian ser posibles otras vias menores de transmision. El VAIE no parece excretarse por
saliva u orina, sin embargo, se puede encontrar en la leche y el semen, y los caballos pueden
infectarse mediante la lactancia o en la reproduccion respectivamente. Se ha informado que
es posible la transmision a través de la leche en algunos potrillos lactantes. Aunque la
transmision venérea parece no ser la via principal de propagacion, un semental puede
transmitir el virus si se lesiona el tejido durante el apareamiento. Ver figura 4. A partir de un
brote epidémico en el 2006 en Irlanda, se planted la posibilidad de transmision por aerosoles
provenientes de material infeccioso, durante el contacto cercano (Leroux, 2004; SENASA,
2005; OIE, 2009). Las caracteristicas clinicas de la infeccion son: periodo de incubacion de
5 a 90 dias dependiendo de la cantidad de virus infectante (Hammond y cols., 1997; Leroux
y cols., 2004). Curso de 3 a 8 dias, morbilidad variable dependerd de la cantidad de
mosquitos en relacion a la estacion del afio ya que en lluvias hay mas mosquitos, mortalidad,
los animales infectados en una fase aguda o subaguda mueren el 100% de estos, los que
cursen en una fase aguda-cronica o la fase inaparente quedaran como portadores de por vida

(Blaha, 1995; Leroux, 2004).
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Figura 4. En esta figura se puede apreciar las diferentes formas de transmision del Virus de
Anemia Infecciosa Equina.

1.11. Diagnostico clinico

La AIE es una enfermedad que debe estar entre las diferenciales, en casos particulares de
caballos que presentan pérdida de peso, edema y fiebre intermitente. También se debe
considerar cuando varios caballos padecen fiebre, anemia, edema, debilidad progresiva o
pérdida de peso, especialmente cuando se han incorporado nuevos animales a la manada o
ha muerto un integrante de la misma (Blaha, 1995; Leroux, 2004; Barajas, 2006; OIE,
2009).

1.12. Diagnostico de laboratorio

En la mayoria de las infecciones virales, los anticuerpos en animales positivos contra las
proteinas de capside se detectan después de 45 dias de exposicion al virus; sin embargo, la
prueba de ELISA ha mostrado una mejor eficiencia en la deteccion de animales positivos

utilizando antigenos de capside del VAIE (Issel, 1999; Fidalgo, 2003).
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Aislamiento e identificacion del virus. Generalmente no es necesario el aislamiento
del virus para realizar un diagndstico. Se puede aislar el virus en caballos
sospechosos inoculando su sangre en cultivos de leucocitos preparados a partir de
caballos no infectados. No es frecuente que se intente el aislamiento del virus debido
a la dificultad para obtener cultivos de leucocitos de caballos (Issel, 1993).

Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA) (Coggins). Prueba utilizada para el
comercio internacional. Los anticuerpos precipitantes se producen rapidamente como
resultado de la infeccion del VAIE y se pueden detectar mediante esta prueba, sin
embargo, en las primeras 2-3 semanas después de la infeccion los caballos
presentaran reacciones serologicas negativas, en algunos casos el tiempo posterior a
la infeccion previo a la aparicion de anticuerpos detectables puede durar hasta 60

dias (OIE, 2009).

Ensayo por Inmunoabsorcion Ligada a Enzimas indirecta (ELISAi). Un resultado
positivo obtenido mediante el ELISAi debe comprobarse de nuevo utilizando la
prueba de IDGA para confirmar el diagndstico debido a que se han detectado
algunos resultados falsos positivos con esta técnica, aunque ambas detectan la
proteina P26, ver tabla 1. Una de las mayores ventajas en lo que respecta a la prueba
de ELISAI es la capacidad de obtener resultados rapidos y precisos. Todo lo que se
requiere para llevar a cabo una prueba de ELISAI es una simple muestra de sangre.
Esta muestra se obtiene en poco tiempo y no se necesita sedar al animal. Una de las
razones del uso de esta técnica es la sensibilidad para comprobar la presencia de
anticuerpos, lo que puede permitir que un médico se sienta seguro en su diagnostico

(Burki, 1992).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se utiliza cuando: los resultados de las
pruebas seroldgicas son contradictorias, y/o sospechosas a serologia, con esta técnica
podemos confirmar los resultados de serologia y también se puede diagnosticar la
infeccion precoz antes de la produccion de anticuerpos. Ademads puede apoyar el
garantizar que los caballos utilizados para la produccién de antisueros, vacunas o
donantes de sangre no estén infectados, adicionalmente, puede confirmar el status de

un potro nacido de una yegua infectada. Se ha descrito el uso de la PCR anidada para
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detectar el ADN provirico del VAIE en la sangre periférica de los caballos
(Nagarajan y Simard, 2001). El método de la PCR anidada estd basado en las
secuencias de cebadores en la region correspondiente al gen gag del genoma
provirico. Ha resultado ser una técnica sensible para detectar diferentes cepas del
VAIE en leucocitos de sangre de caballos infectados por el virus; lo normal es que el
limite inferior de deteccion se sitiie en torno a 10 copias gendémicas del ADN diana
(Nagarajan y Simard, 2001). También se ha descrito la PCR con transcripcion
inversa (RT-PCR) en tiempo real (Cook y col, 2002). Para confirmar los resultados
de esas pruebas tan sensibles se recomienda procesar duplicados de las muestras de
cada espécimen de diagndstico (Soutullo, 2001).

e PCR con un paso previo de retro-transcripcion (RT-PCR) para detectar virus libre

(Blaha, 1995; Bermudez, 2014; Augusto, 2014).

Las pruebas antes mencionadas presentan diferentes valores de sensibilidad y especificidad

(Issel, 1993; Blaha, 1995).

Tabla 1. Pruebas comerciales donde se muestra que la base de su disefio es la deteccion de

anticuerpos contra la proteina P26.

Marca Tipo de ELISA Antigeno viral
VMRD Sandwich modificado P26
INDEXX Competitivo P26
Agrobiotek Sandwich P26
Livexlab Sandwich P26
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1.13. Diagnostico diferencial
El diagndstico diferencial incluye otras enfermedades febriles como:
e Arteritis viral equina
e Purpura hemorragica
e Leptospirosis
e Babesiosis
e Estrongiloidosis
e Fasciolosis grave
e Intoxicacion con fenotiazina
¢ Anemia hemolitica autoinmune

Y otras enfermedades que causan fiebre, edema y/o anemia (Blaha, 1995; Leroux, 2004;

OIE, 2013).

1.14. Prevencion y control

Basado en las caracteristicas de la enfermedad, todas las medidas preventivas de lucha y
control que se aplican en los distintos paises del mundo, se concentran en:

a) La deteccion de los portadores mediante pruebas de diagnostico de laboratorio.

b) La eliminacion de los equinos infectados, mediante sacrificio.

El sostenimiento de este sistema permite en algunos casos y regiones, que en condiciones
ecologicas favorables y con la participacion responsable, y activa de todos los actores
ligados al caballo se evite la difusion territorial del virus y el incremento de equinos
portadores (Blaha, 1995; Leroux, 2004; SENASA, 2005).

Durante un brote epidémico, la fumigacion para controlar los vectores, el uso de repelentes
de insectos y de establos protegidos de insectos, puede facilitar la interrupcién de la
transmision. La ubicacion de los animales en grupos pequefios, separados por al menos 180
metros puede ser beneficiosa como barrera de contencion fisica de la infeccion. Se debe
tener cuidado para evitar la transmision iatrogénica. En los paises donde la AIE no esta
presente, se contienen los brotes mediante cuarentenas y controles de movimiento,

seguimiento de los casos y vigilancia. Los virus envueltos como el de AIE son destruidos
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rapidamente por los desinfectantes mas comunes. El virus no persiste en los insectos que son
vectores mecanicos por mas de 4 horas (Blaha, 1995; Craigo, 2005; SENASA, 2005).

Puede decirse de manera general que respecto a la implementacién de estas medidas, las
acciones de control estan mas relacionadas con la aceptacion y aplicacion de las
reglamentaciones establecidas por la autoridad sanitaria, y las acciones de prevencion recaen
en manos de productores y propietarios (SENASA, 2005; Castillo, 2013; Bermudez, 2014).
En este sentido, para el éxito en el control de la enfermedad debe sumarse el accionar de las
entidades oficiales, la participacion imprescindible del usuario mediante el conocimiento y
cumplimiento de las normas, el requerimiento de asesoramiento técnico profesional y la
aceptacion y aplicacion responsable de las medidas y recomendaciones que son de su

exclusiva competencia (Leroux, 2004; Castillo, 2013).

1.14.1. Medidas protectoras en territorios limpios

Cada importacion o ingreso de equinos al pais o region libre exigira en origen un certificado
oficial en el que se haga constar que no mas de 5 dias antes de efectuar el embarque o
transporte:

1. Los animales no presentaron signos clinicos de la enfermedad.

2. Los animales permanecieron como minimo durante los 3 meses Ultimos en su
establecimiento de origen.

3. Los animales arrojaron resultado negativo a la prueba de Coggins realizado 30 dias antes
de su embarque o egreso.

4. Los animales que ingresan para permanecer corto tiempo en el pais o region (exposiciones
y concursos hipicos) también cumpliran los tres requisitos precedentes.

5. Los que vayan a quedarse definitivamente en el pais o regién limpia se someteran
posteriormente a su arribo, a una cuarentena de 30 dias como minimo, debiendo presentar un
segunda evaluacion diagndstica negativa realizada a los 60 dias posteriores para que se

autorice su ingreso definitivo (SENASA, 2005; Barajas, 2006).
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1.14.2. Medidas en territorios con la enfermedad enzoodtica

Ademés de la denuncia obligatoria, es necesario la certificacion oficial con una prueba
negativa no solo a todos los équidos que traspasen las fronteras del pais y a los destinados a
la produccion de sueros, sino también, a todo équido que se traslade o que ingrese y/o
permanezca en concentraciones a los que asisten equinos desde diversos origenes (Blaha,
1995; Barajas, 2006).

Si bien, la legislacién no contempla la obligatoriedad de realizar pruebas de control dentro
de los predios en la medida que no se registren egresos desde los mismos, para mantener
predios controlados las recomendaciones técnicas establecidas desde los comienzos de la
campafa de lucha y de aplicacion voluntaria, son los mismos:

1. Realizar una o dos evaluaciones anuales en poblaciones estables de manera sistematica,
en especial en zonas o luego de temporadas de alta carga de insectos.

2. Establecer cuarentenas internas para los ingresos de nuevos equinos, reconfirmando la
condiciéon de negativos de los ingresantes a los 30-60 dias posteriores y recién alli
incorporarlos definitivamente al predio.

3. Garantizar el buen manejo de las posibles fuentes de transmision descriptas anteriormente
(material descartable, intercambio de enseres, desinfeccion, etc.), la realizacion de la prueba
solo puede ser efectuada en laboratorios oficiales (CENASA), quienes para su habilitacion y
mantenimiento, son previamente entrenados y luego evaluados periddicamente por el
servicio oficial (SENASA, 2005; OIE, 2009).

Medidas a adoptar ante brotes o hallazgos de reactores positivos a la prueba diagndstica.

Es unica responsabilidad del propietario o responsable que ante animales clinicamente
enfermos o inaparentes con resultado positivo a la prueba de Coggins, proceda a:

1) Separarlos inmediatamente del resto.

2) Efectuar la denuncia y eliminarlos, por sacrificio inmediato en el lugar.

Una vez confirmado el diagndstico esta contraindicado todo tipo de tratamiento, ya que vale
recordar que el animal positivo es un animal infectado, y se convierte en portador y
reservorio del virus toda su vida, convirtiéndose en una potencial fuente de diseminacion de
la infeccion sino se evitan las vias mecanicas de transmision (Blaha, 1995; SENASA, 2005;

Barajas, 2006; Bermudez, 2014).
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Todo equino que estuvo en contacto con un caso infeccioso de una forma tal que se
considera que ha estado considerablemente expuesto y por consiguiente corre el riesgo de
contraer la infeccion, se debe aislar de los demas caballos y ser sometido a control clinico y
serologico (Augusto, 2014).

Siempre que se presente esta enfermedad, se llevara a cabo una adecuada lucha contra los
insectos y se acentuara la prevencion de diseminacion descrita para las formas de

transmision iatrogénicas (SENASA, 2005; Augusto, 2014).

1.14.3. Procedimientos en predios rurales

En zonas de baja infeccion, al ocurrir en los predios hallazgos ocasionales de portadores, se
deben eliminar de la poblacion todos los equinos con prueba positiva, y de manera inmediata
los que presenten ademds manifestaciones clinicas, el resto de los equinos del predio que
contactaron con los positivos (sean negativos a la prueba o no evaluados) deben ser aislados
y remuestreados a los 60 dias para su confirmacion diagndstica. De verificarse nuevos
hallazgos en éstos lotes, se repetird el procedimiento tantas veces como sea necesario hasta
asegurarse que toda la poblacion es negativa al VAIE (Leroux, 2004).

En los territorios con alta presencia de la infeccidén se iran constituyendo paulatinamente
efectivos de equinos seronegativos, los que deben ser mantenidos a la distancia indicada de
180 metros de la poblacion infectada; estos lotes se protegeran del ingreso del virus con una
continua lucha contra los insectos y un adecuado manejo diferencial de material de cirugia y
punzocortantes (Leroux, 2004; Bermudez, 2014).

Mediante la eliminacion progresiva de los équidos seropositivos de la poblacion remanente,
combinada con el aislamiento y anterior control de los animales en contacto, se ira
reduciendo continuadamente el numero de équidos infectados presentes en el territorio y con
ellos los reservorios del virus. Posteriormente, estos predios se manejaran como fue descrito

para zonas de baja infeccion (Castillo, 2013).

1.14.4. Medidas para los ingresos
En forma similar a otras enfermedades infecciosas que afectan a los animales, la

responsabilidad de los ingresos de équidos a establecimientos o predios de cualquier indole
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es exclusivamente de la entidad, del propietario o responsable de los mismos, por lo tanto,
para prevenir el ingreso del VAIE a una poblacién, todo equino que ingrese debiera hacerlo
bajo las siguientes condiciones:

1) Con diagnostico y certificado negativo de origen.

2) Aislamiento del resto de la poblacion estable, un minimo de 180 metros de distancia (50
metros pueden ser efectivos en €pocas o regiones sin tabanos).

3) Verificacion de ser seronegativo mediante dos pruebas consecutivas, separadas una de
otra por un intervalo de 30 dias entre ambas o al menos una prueba confirmatoria a los 60
dias de la fecha de realizacion de una prueba anterior.

4) Durante la cuarentena, se garantizara el control y el buen manejo de las posibles fuentes

de transmision mecanica descriptas (Leroux, 2004; SENASA, 2005).

1.14.5. Procedimientos en los eventos hipicos

La adaptacion de las medidas recién descritas, dada la gran dindmica de movimiento y
estabulacion de equinos debe centrarse en:

1) Diagnéstico y certificado negativo de origen.

2) Verificacion de la negatividad. Se podra disponer al ingreso de la utilizacion de la prueba
rapida de ELISA para los equinos de corta permanencia.

3) Los equinos que arrojen resultado positivo a ELISA se aislardan de inmediato en una
caballeriza con proteccion contra insectos, hasta confirmar por la técnica de Inmunodifusion.
4) Hasta conocer el estado serologico de los ingresantes, se garantizara el control y el buen

manejo de las posibles fuentes de transmision mecanica (Issel, 1993; SENASA, 2005).

1.14.6. Procedimientos en las ferias
Los certificados de AIE deberan ser presentados al ingreso de los equinos a las autoridades

sanitarias para su verificacion y siempre con anterioridad a la realizacion de la subasta.
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Los équidos que arriben al predio ferial y que no se encuentren amparados por la
mencionada certificacion, serdn considerados de riesgo sanitario (Blaha, 1995; SENASA,
2005; Vazquez, 2014).

Los certificados que no den cumplimiento a las normas establecidas al respecto, quedaran
intervenidos y retenidos por la autoridad oficial independientemente del tiempo que reste
para su vencimiento, labrandose las actuaciones correspondientes a efectos de determinar las
responsabilidades del caso (SENASA, 2005; Barajas, 2006).

Los equinos que arriben a la feria con estas certificaciones intervenidas, quedaran aislados
en el predio hasta la realizacion de una prueba oficial a cargo del remitente.

Los licenciatarios, propietarios o responsables de los mercados de concentracion o de ferias
regionales seran responsables de que los equinos que se encuentren o presten servicio en las
instalaciones de los mismos cuenten con la certificacion de anemia infecciosa equina con
diagnodstico negativo con una antigliedad no mayor a sesenta (60) dias (Blaha, 1995;

SENASA, 2005; OIE, 2013).

1.15. Desinfeccion

Limpieza y desinfeccion escrupulosamente efectuada con un desinfectante en concentracion
suficiente permiten la destruccion del virus de AIE (Blaha, 1995; Leroux, 2004).

Para la desinfeccion quimica de los instrumentos, primero se debe remover todo resto de
suciedad mediante lavado y cepillado y luego sumergirlos en desinfectantes fendlicos por 10
minutos. Cuando la materia organica no es removida puede utilizarse clorhexidina o
compuestos fenodlicos combinados con un detergente. Para la desinfeccion personal se indica

hipoclorito de sodio o compuestos yodados (SENASA, 2005; OIE, 2013).

1.16. Situacion de la enfermedad de AIE en México

La AIE se encuentra ubicada en el grupo 2 del listado oficial de enfermedades y plagas de
los animales, exoticas y endémicas en los Estados Unidos Mexicanos (diario oficial de la
federacion, 2016), integrado por las enfermedades y plagas endémicas transmisibles que se

encuentran en el territorio nacional, y que por sus efectos significativos en la produccion
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pecuaria, comercio internacional, salud publica y por su importancia estratégica para las
acciones de salud animal y sanidad en el pais, son consideradas de notificacion inmediata
obligatoria a las dependencias oficiales de sanidad animal del pais (OIE, 2009).

En México, Notimex en 2014 reporto, La Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo
Rural Pesca y Alimentacion (SAGARPA) detectd en Campeche este afio 23 casos del VAIE,
por lo que recomend¢ a las asociaciones de charros tomar medidas preventivas, ver tabla 2,
informo el delegado en el estado de la dependencia federal, Victor Salinas Balam (Notimex,

2014).

Trabajos de identificacion del VAIE realizados en el pais (figura 5) incluyen los reportados
en Chiapas en el afio del 2006, en el cual realizaron un estudio sero-epidemioldgico para
determinar anticuerpos contra el VAIE, utilizando las técnicas de ELISA y Coggins. En total
se evaluaron 180 equinos de los cuales el 21.11% y 13.88% resultaron positivos con la
técnica de ELISA y Coggins respectivamente (Barajas y cols, 2006). En un estudio realizado
en equinos del Distrito Federal no se encontraron animales seropositivos utilizando la prueba
de Coggins (Martinez, 2010). En Colima se realizé un estudio serologico (ELISA comercial)
que incluyo a 548 equinos de 8 municipios, destinados a espectaculos ecuestres y de trabajo;
obteniendo una seropositividad del 8.94% (Castillo y cols, 2013). En Baja California, se
realizaron dos estudios, en el primero se determind una prevalencia de 0.7% en una
poblacion de 423 equinos utilizando la prueba de Coggins. En el segundo estudio utilizando
la misma prueba de diagnodstico y adicionalmente la técnica de RT-PCR se detectd una
prevalencia del 13%, no obstante, en este estudio solo se incluyeron 23 equinos (Bermudez y
col., 2014). En el Estado de Zacatecas realizaron un estudio en caballos de rastro donde se
analizaron sueros de 963 equinos, de los cuales el 5.55% (26/963) fueron detectados como

positivos (Vazquez, 2014).
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Figura 5. Mapa de la Republica Mexicana donde se muestra el porcentaje de seropositividad
encontrado en diferentes estudios que identifican la infeccion del virus de Anemia Infecciosa
Equina.
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Tabla 2. Reporte historico de equinos evaluado para la identificacion del Virus de la Anemia

Infecciosa Equina en distintos lugares del pais.

Lugar Muestras Positivos Porcentaje Afo

Rastro 1751 37 2.1% 1995
CENASA 7513 342 4.5% 1995-2000
CENASA 1200 18 1.5% 2001
CENASA 1081 13 1.2% 2002
CENASA 1464 23 1.5% 2003
CENASA 1013 31 3.0% 2004
CENASA 1829 55 3.0% 2005
CENASA 1640 13 0.7% 2006
CENASA 824 29 3.5% 2007

Hospital Equinos de la 300 5 1.7% 2015
FESC
S.D.N. 2000 0 0% -

CENASA = Centro Nacional de Servicios de Diagnostico en Salud Animal; FESC =
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM; SDN = Centro Hospitalario del Estado
Mayor Presidencial, Delgadillo, 2018
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1.17. Vacunacion

Se han probado vacunas contra el VAIE inactivadas y de subunidad en distintos laboratorios
y han mostrado capacidad de proteccion solo contra infecciones de cepas prototipo
homologas. Entre 1975 y 1990, en China se utiliz6 mucho una vacuna activa atenuada que
se habia desarrollado a principios de los afios 1970, y resultod eficaz para el control de la
prevalencia del VAIE. Con datos de prevalencia baja desde 1990, la estrategia de control del
VAIE ha pasado de la vacunacion a la cuarentena, para evitar que los anticuerpos contra la
vacuna interfieran con las pruebas de diagndstico (OIE, 2013).

Aunque en China no han surgido preocupaciones relativas a la seguridad con el uso de la
vacuna atenuada contra el VAIE, es importante destacar que como ocurre con otros
lentivirus, el VAIE es altamente mutable. Si se utiliza una vacuna activa contra el VAIE,

debe hacerse con mucha cautela y con una cuidadosa evaluacion (OIE, 2013).

1.18. Problemas de salud publica
Hasta la fecha no se han identificado casos de infeccion por anemia infecciosa equina en

humanos (Augusto, 2014).

La AIE tiene una alta relevancia para el pais por lo que se realiz6 el primer foro
internacional de AIE de México incluido dentro del congreso anual de la Asociacion
Mexicana de Médicos Veterinarios Especialistas en Equinos (AMMVEE), Chihuahua 2014.
Integrada principalmente por el Dr. Jorge Augusto Murga donde también estuvieron
presentes la union ganadera regional del Estado de Chihuahua y epidemidlogos tanto
nacionales como internacionales, asi como representantes de secretarias de gobernacion
(SAGARPA, CENASA, CENASICA). En este foro se habldo de la enfermedad y la
importancia de conocerla y poder diagnosticarla, ver tabla 3, mediante pruebas de

laboratorio (Augusto, 2014).
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Tabla 3. Numero de pruebas realizadas para la deteccion de Anemia Infecciosa Equina

anualmente en algunos paises.

Pais NuUmero de pruebas / afio * | Numero de Equinos **
Estados Unidos | 1,800,000 10,350,000

Argentina 450,000 3,620,000

Brasil 440,000 5,312076

Chile 200,000 310,500

Colombia 100,000 1,553,157

México 1,200 6,356,000

* (Estadistica del censo de ganado caballar y de equinos de México) FAO, 2013.

** Instituto Nacional de Estadistica INE, 2013.

1.20. Historia de los péptidos sintéticos

La historia de la sintesis de péptidos comienza con Emil Fisher, quien al establecer la
quimica de las proteinas obtuvo la sintesis del di péptido glicil-glicina en 1901,
comprobando de esta manera su hipotesis de que los aminoacidos estaban unidos entre si
mediante enlaces peptidicos. A partir de ahi continud sintetizando tri péptidos, tetra
péptidos, etc., hasta finalmente alcanzar la sintesis un polipéptido de 18 residuos de
aminoacidos. Después de esto, la evolucion de la técnica fue lenta, los primeros polipéptidos
sintetizados fueron homopolimeros ya que se presentaba un problema al momento de
combinar aminoécidos: debia protegerse el grupo amino de un tipo para evitar que se uniera
con un aminoacido de su misma especie e impedir contaminaciones de péptidos distintos.
Encontrar un compuesto quimico capaz de bloquear el grupo amino, pero que ademas fuera
removido facilmente después de la formacion del enlace peptidico deseado, no fue logrado
hasta 1932 por Max Bergmann y Leonidas Zervas, el grupo carbobenzoxilo. A partir de esto

los grupos protectores fueron perfeccionandose y en 1953 Vincent du Vigneaud fue capaz de
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sintetizar el primer polipéptido funcional, la hormona oxitocina, lo que le llevd a ganar el
premio Nobel de quimica en 1955. Sin embargo, aislar y purificar un nuevo péptido
significaba invertir muchisimo tiempo para obtener una cantidad infima de producto, por lo
que Bruce Merrifield pensé que el método podia mejorarse. En 1963 dio a conocer la
sintesis del tetra péptido y en 1969 Merrifield anuncio la sintesis de la enzima ribonucleasa
pancreatica bovina A de 124 residuos en 6 semanas, mediante la sintesis de péptidos en fase
solida (SPPS, de sus siglas en inglés), técnica por la que recibid el premio Nobel de quimica

en 1984 (Brown, 1994; Regenmortel, 1999; Tonarelli, 2000).

1.21. Diseino de los péptidos sintéticos

El uso de antigenos peptidicos sintéticos para la generacion de anticuerpos personalizados ha
aumentado marcadamente en los ultimos afios como una alternativa viable al uso de
proteinas de longitud completa como inmundgenos. El uso de péptidos relativamente cortos
imitan partes especificas de una proteina y esto ha demostrado tener varias ventajas en

diversas situaciones (Harper, 1998).

Existe diferentes tipos de péptidos sintéticos y cada uno presenta diferentes caracteristicas

las cuales se expresan en la tabla 4.
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Tabla 4. Diferentes caracteristicas de los péptidos sintéticos.

Enfoque lineal | discontinuo | Disperso | Post-transicional
Prediccion de la secuencia de + +- +- -
aminodcidos

Prediccion de célculos de ++ + +- +-
estructura proteica

Inmunoensayo de fragmentos +++ + - ++
proteoliticos

Inmunoensayo de clones parciales | +++ + - -0+t
Utilizacidn de péptidos sintéticos +++ - - -
Cristalografia del complejo +++ +++ +++ +++
antigeno-anticuerpo

- Caracteristica no aprovechada, + caracteristica poco aprovechada, ++ caracteristica

medianamente aprovechada, +++caracteristica altamente aprovechada.

La metodologia para la sintesis de péptidos se ha comenzado a mejorar a partir de la década
de 1980 y 1990, esta tecnologia ha logrado ser rapidamente asimilada en estudios dirigidos a
la comprension del plegamiento de los péptidos y proteinas, ver tabla 5. Es particularmente
comun la “diseccion de péptidos” que consiste en un analisis donde a partir de secuencias de
péptidos relativamente cortas, se reconocen como proteinas nativas al tener una estructura
secundaria definida. Estos analisis han logrado proveer de informacién valiosa para el
disefio de novo o bien para innovar los péptidos con un plegamiento deseable. La
aproximacion al uso de péptidos sintéticos, comparado con la clonaciéon molecular, se ha
expandido rapidamente en los campos especializados debido al hecho de que pueden
sintetizarse mas facilmente y que pueden ser purificados en los niveles requeridos. Esto es
especialmente cierto en los casos de péptidos cortos y lineales, y en aquellos en los que para
su disefio fueron utilizados aminodcidos no naturales. La unién quimica y la reaccion

quimico selectiva de regiones no protegidas del péptido, conforman una posibilidad
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innovadora que ha permitido la sintesis completa de polipéptidos (proteinas) inclusive en
agua, a un pH de 7. Para el caso de algunas proteinas, la sintesis quimica de estas es la forma
mas efectiva para obtener proteinas funcionales directamente de secuencias gendmicas. Por
otro lado, para realizar un disefio en el cual se mejore la estabilidad en su plegamientos para
algunos péptidos, la conformacion deseada puede estabilizarse mediante la insercion de
algunos residuos de cisteinas en un puente di sulfuro constrictor, esto en si, no es ningin
concepto nuevo, el problema radica en que cuando se presentan mas de dos cisteinas seria
posible que se formen mas de 16 diferentes combinaciones para puentes di sulfuro. Los
péptidos sintéticos pueden prepararse en una forma altamente pura, un disefio adecuado del
antigeno puede evitar errores que podrian derivar en la generacion de reacciones cruzadas y

resultados engafnosos (Ball, 1994; Brown, 1994; Robinson, 1995; Boudet, 1996).

La longitud de un péptido antigénico es un asunto controversial, la mayoria de los péptidos
antigénicos que se solicitan para sintesis poseen una longitud de 12 a 16 aminoécidos, los
cuales son relativamente faciles de sintetizar. Los péptidos compuestos por 9 aminoacidos o
menos han resultado ser antigenos efectivos, pero los péptidos de mayor longitud como los
de 12 a 16 aminoacidos pueden contener varios epitopos. Los péptidos constituidos por
grupos de 18 a 20 aminoécidos o mayores comienzan a presentar retos y dificultades para su

sintesis (Brown, 1994; Herrera, 2004).
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Tabla 5. Enfermedades diagnosticadas usando péptidos sintéticos.

Enfermedad Referencia Aio Pais
Rotavirus humano Hernandez M.M. 2003 Cuba
SIDA bovino Scobie L. 1999 Inglaterra
SIDA felino Pierre Sibile 1994 Suiza
Leucemia viral felina Boenzli E. 2014 Suiza
Listeria Shabu Shoukat 2013 India

Rabia Simone Niederhduser | 2008 Suiza
Lentivirus de peq. Rum. Leticia San José 2015 Espana
Hepatitis G Maria Teresa Pérez 2007 Suiza
Plasmodium falciparum Ratl Isea 2013 Venezuela
Fiebre Hemorragica del Arafat Rahman 2015 Bangladesh
Congo

Brucella abortus Louisa B. 1994 U.S.A.
Rotavirus bovino M. K. Jjaz 1995 Gran Bretafia
Taenia solium M. Huerta 2000 México
Streptococco M. Bruner 2003 U.S.A.
Bordetella pertussis Jan Fagerberg 1999 Suiza
Fiebre del valle de Rift Janusz T. Paweska 2007 Sudafrica
Plasmodium vivax Sécrates Herrera 2004 Australia
Trypanosoma cruzi Milenen Hernandez 2002 Cuba
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1.22. Glicoproteina gp90

La proteina gp90 se caracteriza por ser una proteina que tiene 17 sitios de glicosilacion,
uniéndose a las moléculas de los hidratos de carbono mediante el nitrogeno de las
asparaginas principalmente y por el oxigeno de las serinas y/o treoninas en menor
proporcion (Murphy y cols, 1999). Esta proteina superficial presenta regiones conservadas
entre regiones variables. Al igual que las glicoproteinas de otros lentivirus como el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), Virus de Inmunodeficiencia Bovina (VIB) y Virus de
Inmunodeficiencia Felina (VIF), estd expuesta a permanentes modificaciones, asociadas a
las sucesivas replicaciones y mutaciones que sufre el virus (Leroux y cols, 1997). Se han
descrito dos regiones constantes ubicadas una en el extremo amino terminal (N-terminal),
entre los aminoacidos (aa.) 1-110, y otra, en el extremo carboxilo terminal (C-terminal), aa.
370-444. Entre ambos extremos se ubica una region central variable, aa. 111- 370, que a su
vez presenta una region de hipervariabilidad (HVR) (306- 336). Se han definido 8 dominios
variables: V1 aa. (26-41), V2 aa. (145-149), V3 aa. (186-200), V4 aa. (233-237), V5 aa.
(275-285), V6 aa. (307-316), V7 aa. (366-376) y V8 aa. (393-402). El dominio V3 aa. (186-
200) es el que presenta mayor variabilidad, que junto al V4 aa. (233-237) son los mas
extensamente estudiados por adoptar la misma topologia que las regiones V1 y V2 de la
proteina gp120 del virus VIH (Zheng y cols., 1997; Leroux y cols., 1997; Leroux y cols.,
2001; Howe y cols., 2002; Dai y cols., 2003; Mealey y col., 2004; Sponseller y cols., 2007;
Liy cols., 2005).

Dado que la glicoproteina gp90 presenta, en el curso de la enfermedad un elevado poder
inmunogénico, varios investigadores han buscado definir los epitopes T y B més relevantes,
ver tabla 6 (Perryman y cols., 1990; Ball y cols., 1992; Grund y cols., 1996; Zheng y cols.,
1997; Mc Guire y cols., 2002; McGuire y cols., 2003; Mealey y cols., 2004; Leroux y cols.,
2004). Los epitopes B ubicados en las regiones mas conservadas son reconocidos por
anticuerpos no neutralizantes, en tanto que los ubicados en regiones variables son
reconocidos por anticuerpos neutralizantes (Grund y cols., 1996; Zheng y cols., 1997).
Mediante el empleo de péptidos sintéticos y anticuerpos monoclonales, en el extremo N-
terminal, Ball y colaboradores (1992) identificaron 5 regiones (region 1, 4, 5A, 5B y 6)
reconocidas por anticuerpos presentes en al menos el 70% de los equinos persistentemente

infectados. Se ha observado que ademas, un anticuerpo monoclonal no neutralizante
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reconoceria al epitope lineal KEARDQEMN (50-58), denominado Gp90-A, reconocido
ademds por anticuerpos equinos presentes en el 30% de los animales analizados (Ball y
cols., 1992). Dentro de la region variable central de la Gp90 se ha identificado una region
denominada Dominio Neutralizante Principal (PND) aa. (175-213), reconocida tanto por
anticuerpos presentes en el 75% de los equinos persistentemente infectados como por
anticuerpos generados en la fase aguda de las infecciones experimentales (Ball y cols., 1992;
Zheng y col., 1997). En ella se distingue una secuencia peptidica, denominada region V1 aa.
(187-216), que ha sido reconocida por el 70% de los sueros analizados (Ball y cols., 1992).
Dentro de la regiéon PND se han identificado ademas dos epitopes denominadas Gp90-ENT
(SNSVRVEDVT) aa. (191-200) y Gp90-DNT (NTAEYWGFK) aa. (201-209) reconocidos
por anticuerpos monoclonales con capacidad para neutralizar al virus in vitro (Ball y cols.,
1992; Zheng y col., 1997). Ambos fueron también reconocidos por anticuerpos equinos
presentes en el 40% y 15% respectivamente de los animales analizados (Ball y cols., 1992).
Por otra parte, en la region de estos epitopes B se encontrd un epitope T, denominado Env
RW12 RVEDVTNTAEYW aa. (195-206), reconocido por linfocitos T citotoxicos (LTc) en
restriccion al haplotipo ELA-A1 (Ridgely y McGuire, 2002; Mealey y cols., 2003; Ridgely y
cols., 2003). McGuire y colaboradores han hallado que este epitope fue reconocido por LTc
provenientes de todos los animales analizados (McGuire y col., 2003). Por otra parte, Fraser
y colaboradores encontraron que una variante de este epitope (RVEDVMNTTEYW) aa.
(195-206), que fue reconocida por linfocitos T provenientes de 6 de los 15 equinos
analizados, cuyos haplotipos fueron A5/A6, A1/W11, Al, A6, A1/AS (Fraser y col., 2003).
Si bien se ha encontrado que dicho epitope T es inmunodominante por persistir durante 127
dias posteriores a la infeccion experimental, también se observd que no habia correlacion
entre las células CD8+ especificas del epitope T Env RW12, con la elevada avidez de
anticuerpos y el control de la carga viral en dos animales con haplotipo ELA-A1 infectados
experimentalmente con el virus (Mealey y cols., 2003; Mealey y cols., 2005). Otra
informacion obtenida fue que ambos epitopes B y T, al estar ubicados en una region de
elevada tasa de mutacion (V3) aa. (186-200), perdian la capacidad de ser reconocidos por los
LTc y por los anticuerpos especificos presentes en la etapa cronica de la infeccion. Esto
ocasionaria que las cuasiespecies virales evolucionen hacia fenotipos resistentes a los

mecanismos efectores inmunologicos (Mealey y cols., 2003). Este fendmeno también
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documentado en VIH-1, seria consecuencia de una accion selectiva del sistema inmune
(Howe y cols., 2002). Esto fue posteriormente comprobado al observar que el grado de
mutacion viral en las regiones V3 aa. (186-200)/V4 aa. (233-237), era significativamente
superior en animales inmunocompetentes infectados que el observado en equinos SCID
infectados (Mealey y col., 2004). En efecto, en animales inmunocompetentes infectados
experimentalmente el 68% de las cuasiespecies tenian mutaciones a nivel de V3 (186-200) y
el 50% en el epitope Env RW12 (195-206). En animales con SCID infectados las
variaciones fueron significativamente menores, encontrandose que s6lo un 8,5 % de las
cuasiespecies tuvieron mutaciones en V3 aa. (186-200) y un 6,4% en Env RW12 aa. (195-
206). Al reconstituir en estos animales su sistema inmune mediante transferencia de LB y
LT derivados de animales inmunocompetentes, el 100 % de las cuasiespecies virales
sufrieron cambios en V3 aa. (186-200)/V4 aa. (233-237) y Env RW12 aa. (195-206), asi
como también a nivel de las regiones variables V5 aa. (275-285), V6 aa. (307-316) y V7 aa.
(366-376) (Mealey y col., 2003; Mealey y col., 2004). Dentro de la region variable central
no incluida en PND (175-213), Ball y colaboradores (1992) encontraron otras cinco
regiones, denominadas V8 aa. (138-160), V3 aa. (241-269), V4A aa. (265-285), V4B aa.
(281-301) y V5B aa. (313-331), reconocidas por anticuerpos presentes en al menos el 70 %
de los animales persistentemente infectados. Entre las regiones V8 aa. (138-160) y V3 aa.
(241-269), mediante la utilizacion de un anticuerpo monoclonal no neutralizante se
identific6 un epitope B, denominado Gp90-B, cuya secuencia es NINDTDTWIP aa. (231-
240). Dentro de la region V4A (265-285) con el empleo de un anticuerpo monoclonal
neutralizante, se definid un epitope Gp90- CNT (PPFFLVQEKG]I) aa. (270-280). Ambos
epitopes son reconocidas por anticuerpos presentes en el 45% de los animales
persistentemente infectados (Ball y col., 1992). Finalmente, en el extremo C-terminal se han
definido dos regiones reconocidas por anticuerpos provenientes de la mayoria de los equinos
infectados. La mejor reconocida identificada como region 12 aa. (416-441), no sélo fue
reconocida por los anticuerpos presentes en el 100% de los animales infectados, sino
también por aquellos generados en infecciones experimentales durante las tres fases de la
enfermedad. Por su naturaleza anfipatica se propone que esta region, ademas, podria ser

reconocida por los TCR. Con menor reconocimiento también se ha determinado una
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segunda secuencia, identificada como region 11 aa. (395-420) reconocidas por sueros

proveniente del 85% de los animales en estudio (Ball y cols., 1992).

Tabla 6. Trabajos realizados utilizando péptidos sintéticos para la deteccion de anticuerpos

contra el Virus de Anemia Infecciosa Equina.

PEPTIDO REGION | OBJETIVO | ANO AUTOR PAIS
Multiples Todo el Mapeo 1991 Judoth M. Balll U.S.A.
gen env
523-547(25 aa.) Gp45 Dx 2000 Soutullo Adriana Argentina
1-20 (20 aa.)

523-547(252a) | Gp90

(No mostrado) - Profilaxis 2005 Darrilyn G. Frases U.S.A.
(No mostrado) - Profilaxis 2005 H. Mealey Robert U.S.A.
523-547(25 aa.) Gp45 Dx 2008 | S.Bailat Alejandra | Argentina

523-547(25 aa.) Gp90 Dx
(No mostrado) Gp90 Dx 2014 Liu Chong U.S.A.
(No mostrado) Gp45 Profilaxis 2016 Liangwei Duran China
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1.23. Uniodn de los péptidos

Entre las fases solidas que se utilizan para las pruebas de ELISA, la mas utilizada es la placa
de pléstico, concretamente el poli-estireno con 96 pozos. Las fuerzas de union que se dan
entre el antigeno y la fase solida son hidrofobicas. El poli-estireno también puede
encontrarse irradiado o tener tratada la superficie, lo cual permite la unidén covalente del
antigeno a la fase solida, ademas de la participacion de las uniones por adsorcion fisica.
Cuando los péptidos sintéticos se colocan directamente sobre la superficie de una microplaca
y reaccionan con los anticuerpos, puede ser dificil verificar si un resultado negativo se debe
a la falta de unidn inicial entre el péptido y el anticuerpo, o la falta de union inicial entre el
péptido y la superficie de la microplaca. Una manera de determinar si la union del péptido y
la superficie de la microplaca es homogénea, tras la etapa de tapizado se afiade un colorante
proteico, cuya lectura demostrara la union del péptido a la superficie (Burki, 1992; Jjaz,

1995; Fagerberg, 1999).

36



2. Justificacion

La prueba de Coggins que es la prueba oficial para realizar el diagndstico de la enfermedad
de Anemia Infecciosa Equina, sin embargo, diversos estudios han demostrado que tiene una
baja sensibilidad en comparacion con la prueba de ELISA. Por otro lado, la mayoria de las
pruebas comerciales tipo ELISA estan disefiadas con base al uso de la proteina viral p26 de
capside, no obstante, la exploracion de otros antigenos virales que estdn mas expuestos
como la proteina Gp90 de superficie, podrian ser mas adecuados en la estimulacion
temprana y constante para la generacion de anticuerpos. En México, no se ha identificado el
genotipo viral de la AIE que prevalece en equinos infectados, ademas, el diagnostico de esta
infeccion solo se realiza con el uso de pruebas de manufactura extranjera, por lo que es

necesario desarrollar alternativas diagndsticas que puedan ser eficientes y a menor costo.
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3. Hipotesis
Si en una poblacion de equinos heterogénea se encuentran individuos infectados con el
VAIE, es factible identificarlos mediante el uso de un ELISAi usando péptidos sintéticos
como antigeno y si estos contienen epitopos conservados de la region de la envoltura Gp90

del VAIE sera posible la deteccion de equinos asintomadticos a partir de muestras de suero

y/o plasma.
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4. Objetivos

4.1. General

Detectar la presencia de anticuerpos contra el Virus de Anemia Infecciosa Equina (VAIE)

con una prueba de ELISA indirecto (ELISA1) utilizando péptidos sintéticos como antigeno.

4.2. Particulares
* Disenar un péptido sintético utilizando un algoritmo que identifica epitopos lineales
para linfocitos B.
* Estandarizar la prueba de ELISAi basada en el uso de un péptido sintético con

muestras de plasma y/o suero de equinos de diferentes regiones del pais.

* Evaluar las muestras de plasma y/o suero con la prueba de Coggins y comparar los

resultados obtenidos con el ELISA1 de péptidos.
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5. Material y métodos
El grupo de estudio consistié en una poblacion de 140 equinos colectados a través de un
muestro no probabilistico por conveniencia con criadores cooperantes, sin distincion de
sexo, raza, edad, ni fin zootécnico, de 6 Estados de la Republica Mexicana los cuales fueron,
Estado de México (n=93), Hidalgo (n=18), Ciudad de México (n=15), Yucatan (n=7), San
Luis Potosi (n=5) y Tamaulipas (n=2) Inicialmente se evaluaron 90 muestras para la
obtencion de los controles (positivo y negativo) y de esta forma estandarizar la prueba de

ELISAI con péptidos.

5.1. Muestreo

Para la obtencién de sangre se utilizaron tubos sin anticoagulante y con anticoagulante
(heparina o EDTA) y agujas (BD vacutainer®, USA) estériles por cada animal. Las
muestras se obtuvieron por venopuncion de la yugular de equinos, los cuales no presentaban
signos clinicos especificos relacionados a la infeccion por el VAIE. Una vez colectadas las
muestras se transportaron refrigeradas al laboratorio de Virologia, Genética y Biologia
Molecular de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM. Las muestras sin
anticoagulante se centrifugaron a 2500 rpm por 10 min para separar el suero. Las muestras
con anticoagulante para la obtencidon de plasma y de leucocitos de sangre periférica se
separaron por centrifugaciones y soluciones de lisis, al finalizar las muestras se conservaron

a -20° C para estudios posteriores.

5.2. Disefio del péptido sintético

Inicialmente se eligio la longitud del péptido de trabajo y se establecio que este fuera igual o
mayor a 15 aminoacidos ya que basado en la literatura estos pueden contener més de dos
epitopos, y un segundo criterio que se establecio fue disefarlo a partir de la proteina de
envoltura del VAIE, ya que se sabe que el reconocimiento antigénico al inicio de la
infeccion sucede con las proteinas mas superficiales del virus, con esto presente se recopild
informacion de articulos cientificos y se utilizaron programas bioinforméaticos como
BioEdit, para la comparacion de secuencias de aminoécidos y determinar las regiones mas

conservadas. Todas las secuencias se descargaron del GenBank, donde se encontraron
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secuencias disponibles de paises como Japén, China, Italia y Estados Unidos. La prediccion
de epitopos de péptidos lineales para linfocitos B se realizd con el programa Antibody
Epitope Prediction utilizando el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar, este algoritmo
muestra péptidos que tienen tres grandes caracteristicas: la primera antigenicidad, lo cual
nos permite hipotetizar que este péptido favorecera la unidon con los anticuerpos que se
forman en la infeccion por el VAIE, la segunda caracteristica es la flexibilidad, que permite
suponer que no habra rupturas entre la union péptido-anticuerpo y la tercer caracteristica es
la hidrofilicidad, que predice la preservacion de la union péptido-anticuerpo en un entorno
liquido. Se dispusieron de 22 secuencias de aminoacidos de la proteina de envoltura de
diferentes cepas virales de VAIE reportadas, se alinearon las secuencias encontradas con el
programa BioEdit y se observo una conservacion adecuada entre cada secuencia y una vez
generada una propuesta de péptidos que cumplieran las diferentes caracteristicas que
previamente fueron descritas y que se ubicaran en una region conservada entre las 22
secuencias (figura 6) y que adicionalmente, el péptido incluyera la presencia de dos cisteinas
lo cual nos supone la posible formacion de loops lo que expone los epitopos y mejora la

sensibilidad en el diagnostico.

Una vez seleccionado el péptido de trabajo se solicitd a la empresa Peptide 2.0 en Estados

Unidos la sintesis con una pureza del 75%
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina Gp90 de Virus de Anemia
Infecciosa Equina disponibles en el GenBank, no se muestra el péptido elegido por requisito de patente.
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5.3. Técnica de ELISA indirecta

La técnica de ELISA se realiz6 en el Centro Médico Siglo XXI, en el laboratorio de inmuno-
virologia del hospital de pediatria, con el apoyo de la M en C. Maria Martha Garcia Flores.
Una vez identificados los sueros equinos positivos y negativos que se usarian de controles
utilizando un ELISA comercial (ViraCHEK/EIA, USA) se estandarizo la técnica de ELISA
indirecta. Se utilizaron placas de 96 pozos previamente sensibilizadas con el péptido
disefiado, evaluando diferentes concentraciones de antigeno (300, 600 y 1200 ng.), una vez
hecho esto se bloquearon los sitios no cubiertos por el antigeno, utilizando caseina al 3% en
PBS con un pH = 7 incubando la placa a 37° C por una hora. Enseguida se realizaron 5
lavados utilizando 250 pl de solucién de lavado. Posteriormente se evaluaron diferentes
diluciones del suero (1:10, 1:20 y 1:40) por duplicado e incluyendo un pozo blanco el cual
no se le adiciono antigeno (péptido), se incubo por 60 minutos a temperatura de 37° C,
después se lavo la placa con 5 repeticiones con 250ul de buffer de lavado, enseguida se
coloco la proteina G peroxidada a diferentes diluciones (1:625, 1:1250, 1:2500 y 1:5000), se
volvio a incubar por 60 minutos a 37° C, al concluir este paso se volvid a lavar con 5
repeticiones con 250ul y por ultimo, se colocod el cromogeno, incubando a temperatura
ambiente (20, 30 y 40 minutos), y finalmente, se realizé la lectura de la densidad oOptica de
cada muestra en un lector de ELISA a una longitud de onda de 405nm. El procedimiento se
llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por de Andrés y cols., 2013. La densidad dptica
neta se calculd mediante la diferencia entre la densidad oOptica del pozo sin antigeno y la
media de las densidades Opticas de los dos pozos con antigeno, se determiné el valor de
corte con los sueros sin reactividad, se calcul6 el valor obteniendo la desviacion estandar (y?)
y se triplico este valor y se rest6 la media (i), a este resultado se le dio un 10% de confianza
por lo que se le resto un 10% para confirmar los resultados negativos y se le sumo un 10%

para confirmar los resultados positivos.

*No se establecen las condiciones precisas del protocolo de trabajo por requisitos para una

probable solicitud de patente.
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5.4. Técnica de Inmunodifusion en Gel de Agar (Coggins)

Esta técnica se realizd en el laboratorio de Virologia, Genética y Biologia Molecular
siguiendo las instrucciones del fabricante (VMRD, USA), brevemente: se prepar6 un buffer
de boratos (2g NaOH y 9g de acido borico) en un litro de agua destilada (pH = 8.6) el cual
se utilizd para la preparacion del agar noble al 0.8% (0.064g.). La solucion se calentd para
disolver el agar, se vertid 8§ ml en una caja de petri de 5 cm x 1.8 cm se dejo gelificar y
posteriormente se perforo el gel con un sacabocados quedando un pozo central y seis pozos
periféricos, en el pozo central se agregd 50 pl de antigeno y en un pozo periférico el suero
control positivo, y en los demds pozos se agregaron 50 pl desueros problema dejando

incubar a temperatura ambiente en camara humeda por 48 a 72 horas (apéndice 1).
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6. Resultados
Se obtuvieron los siguientes resultados en una poblacion de 90 muestras evaluadas
inicialmente con un ELISA comercial identificando 6 casos positivos (6.7%) y 84 negativos
(93.3%). Por otro lado, en la prueba de ELISA basada en péptidos evaluando la poblacion
completa de estudio de 140 muestras, ver figura 7, se obtuvieron 15 (10.7%) sueros

positivos y 125 (89.3%) negativos.

Figura 7. Se observa la placa de ELISA de péptidos donde las columnas 1, 4, 7 y 10 son pozos
de referencia (no se adiciond antigeno) y cada muestra se trabajo por triplicado. Ejemplo Al,
A2 y A3 suero control negativo y B1, B2 y B3 suero control positivo, El tono azul evidencia
una reaccion positiva.

Los resultados obtenidos se utilizaron para calcular el valor de corte realizdndolo de la
siguiente manera:

X Media = 0.0196

v*> Desviacion estandar = 0.04924

Y aplicando la formula la cual es VC=3 y- X

Valor de corte es igual a 3(0.04924)-0.0196=0.128
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Con el 10% de confianza para resultados positivos (0.1408 o mayor) y para resultados
negativos (0.1152 o menor), ver tabla 7, los valores intermedios se consideran
indeterminados y el criterio fue el siguiente:

Un valor igual o superior a 0.1408 se consider6 como un suero positivo a la presencia de
anticuerpos contra el VAIE (n=15).

Un valor igual o menor a 0.1152 se consideré como un suero negativo a la presencia de
anticuerpos contra el VAIE (n=125).

Y por ultimo los valores que estuvieran entre 0.1152 y 0.1408 se consideraron como suero

indeterminado a anticuerpos contra el VAIE. (n=0).

Tabla 7. Densidades Opticas obtenidas en muestras de sueros de equinos evaluados en la

prueba de ELISA de péptidos para identificar anticuerpos contra el VAIE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.215 | 0.153 | 0.151 | 0.267 | 0.175 | 0.173 | 0.564 | 0.263 | 0.237 | 0.321 | 0.203 | 0.163

0.402 | Over | Over | 0.057 | 0.250 | 0.220 | 0.266 | 0.151 | 0.153 | 1.651 | 0.491 | 0.337

0.335]0.245 | 0.242 | 0.253 | 0.166 | 0.171 | 0.316 | 0.155 | 0.123 | 0.226 | 0.175 | 0.101

0.343 | 0.231 | 1.043 | 0.623 | 0.400 | 0.322 | 0.331 | 0.073 | 0.340 | 0.332 | 0.332 | 0.231

0.461 | 0.459 | 0.441 | 0.304 | 0.142 | 0.133 | 0.724 | 0.260 | 0.234 | 0.296 | 0.160 | 0.147

0.417 1 0.216 | 0.104 | 0.201 | 0.171 | 0.164 | 0.136 | 0.130 | 0.122 | 0.330 | 0.237 | 0.543

0.267 | 0.107 | 0.150 | 0.200 | 0.133 | 0.147 | 0.130 | 0.144 | 0.147 | 0.462 | 0.191 | 0.193

T Q| m| m| 9 Q] W >

0.25510.223 1 0.226 | 0.210 | 0.140 | 0.135 | 0.464 | 0.121 | 0.137 | 1.013 | 0.335 | 0.362

Suero control negativo esta en los espacios Al, A2 y A3 y el suero control positivo esta en
los espacios B1, B2 y B3; el resultado over significa una valor por arriba de 2.5 en la lectura
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En los resultados obtenidos a la prueba de IDAG, ver figura 8, todos los casos fueron

negativos (100%).

Figura 8. En esta figura se observa un ejemplo de los resultados en la prueba de
Inmunodifusién en Gel de Agar, donde hay 7 pozos, uno central y seis periféricos, en uno
de los pozos periféricos se adiciond el suero control positivo y entre el pozo central
(antigeno) se visualiza una linea de identidad.

Tabla 8. Resultados obtenidos en diferentes técnicas para la deteccion de anticuerpos contra

el Virus de Anemia Infecciosa Equina.

ELISA Péptidos | ELISA Comercial Coggins IDAG

Estado Equinos Casos (-) Casos (+) Casos (-) Casos (+) Casos(-) Casos (+)
93 79 14 37 6 93 0
Hidalgo 18 18 0 18 0 18 0
Tamaulipas 2 2 0 2 0 2 0
Yucatan 7 6 1 6 1 7 0
San Luis Potosi 5 5 0 5 0 5 0
Ciudad de México 15 15 0 15 0 15 0
TOTAL 140 125 15 83 7 140 0

*El objetivo inicial con la prueba de ELISA comercial fue identificar sueros controles

positivos y negativos, por lo que no se analizaron el total de las muestras del estudio.
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Cabe destacar que la coincidencia entre los casos seropositivos a ELISA comercial y ELISA

péptidos solo fueron dos, por lo tanto los otros cuatro casos positivos a ELISA comercial a

ELISA péptidos fueron negativos.

Tabla 9. Muestras seropositivas al virus de anemia infecciosa equina evaluados con un

ELISA de péptidos, mostrados segin region geografica, fin zootécnico, sexo, edad y raza

Fin zootécnico/

seropositivos

Sexo/seropositivos

Edad (afios)/
seropositivos

Raza/seropositivos

Estado/Muestras Trabajo | Carreras | Machos | Hembras 1-5 6-10 | 11< | Criollo | P.S.I. | Q.M.
Estado de México/93 70/8 23/7 60/9 33/5 37/7 | 21/4 | 35/4 67/8 14/3 | 12/4
Hidalgo/18 - 18 12 6 7 7 4 - - 18
Tamaulipas/2 - 2 1 1 2 - - - 2 -
Yucatan/7 - 7/1 5/1 2 7/1 - - - 2/1 5
San Luis Potosi/5 - 5 2 3 5 - - - 2 3
Ciudad de México/15 - - 14 1 11 4 - - 7 8

P.S.1. = Pura Sangre Ingles, Q.M. = Cuarto de Milla
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En el siguiente mapa se muestran los Estados de la Republica donde se colectaron las

muestras y la cantidad que aporto cada lugar para este trabajo.

Figura 9. Mapa de la republica Mexicana donde se indica el Estado y el nimero de muestras
evaluadas (n=140).
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7. Discusion

La anemia infecciosa equina se encuentra ubicada en el grupo 2 del listado oficial de
enfermedades y plagas de los animales, exoticas y endémicas de notificacion obligatoria en
los Estados Unidos Mexicanos, el cual incluye enfermedades de alto riesgo desde el punto
de vista epidemiologico, economico, de salud publica y de comercio nacional e
internacional, y son de notificacion obligatoria (Diario oficial de la federacion, 2016).

En el presente estudio se identificé 6.7% de equinos seropositivos al virus de anemia
infecciosa equina en un muestreo realizado completamente al azar en seis Estados de la
Repuiblica Mexicana, este porcentaje de animales seropositivos fue muy similar a lo descrito
en Colima por Castillo y cols, en el 2013, y también al estudio realizado en Zacatecas por
Viazquez en 2014, pero e fue inferior a lo descrito en Chiapas por Barajas y cols, en el 2006,
y por lo encontrado por Bermudez en Baja California en 2014, en ambos estudios también se
utilizaron pruebas de ELISA comerciales. La OIE describe que la técnica oficial para el
diagnostico de AIE es la prueba de Coggins (OIE, 2013), sin embargo se conoce que existen
otras alternativas diagndsticas que tienen una mayor sensibilidad y por lo tanto, mejoran la
deteccion de animales infectados (Vazquez, 2014).

Se han realizado estudios en diferentes Estados de la Republica Mexicana utilizando kits de
diagnostico para la identificacion de AIE, como en Baja California donde evaluaron 423
muestras, Zacatecas con 963 muestras, Colima con 548 muestras, Chiapas 180 muestras, no
obstante, no hay reportes que describan muestreos completos de la poblacion equina
existente en algiin Estado, lo que no permite conocer con certeza la seroprevalencia real del
lugar. En el presente estudio se disefio un péptido sintético para utilizarlo como antigeno en
pruebas de ELISA, siendo importante resalta que este antigeno derivo de la proteina gp90
(envoltura) del virus y que a diferencia de la mayoria de las pruebas de ELISA comerciales
que utilizan como antigeno la proteina p26 (capside), lo que en principio se considerd que
con la prueba propuesta es el presente estudio se podrian detectar anticuerpos en etapas
iniciales de infeccion, asi como, anticuerpos en el caso de infecciones de mucho mayor
tiempo, ya que el antigeno esta expuesto, lo que favorece el estimulo y reconocimiento
inmunoldgico. Por otro lado, el nimero de muestras evaluadas no representan el niimero
real de frecuencia de infeccion para cada Estado, sin embargo, si es indicativo de la

importancia que puede tener la AIE en los lugares donde se detectd. El nimero de muestras
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fue diferente por region de estudio, siendo mayor para el Estado de México con 93 muestras
y menor para las demas regiones Hidalgo con 18 muestras, Ciudad de México con 15
muestras, Yucatdn con 7 muestras, San Luis Potosi con 5 muestras y Tamaulipas con 2
muestras .La condicion fundamental para emplear péptidos sintéticos como antigenos es la
de demostrar primeramente si son capaces de imitar a los sitios antigénicos correspondientes
a las proteinas nativas, y por ende, ser reconocidos por las células y moléculas producidas en
respuesta a la infeccion viral (Van Regenmortel, 1999; Van Regenmortel y Muller, 1999).

Si bien hasta el presente hay pocos reportes de la presencia de epitopes del gen env se han
identificado regiones antigénicas, en coincidencia con los resultados del presente estudio
(Ball y col., 1992). Dado que el gen env tiene regiones conservadas, se considera de interés
realizar oportunamente un estudio mas exhaustivo de este gen, con el objetivo de realizar
una caracterizacion antigénica e inmunogénica mas completa (Burki, 1992).

Inicialmente fueron descriptas dos regiones conservadas en la proteina Env del VAIE,
ubicadas una en el extremo amino terminal (N-terminal), entre los aminoacidos (aa.) 1-110,
y otra, en el extremo carboxilo terminal (C-terminal), aa. 370-444. Asi mismo, se han
definido 8 dominios variables: V1 aa. (26-41), V2 aa. (145-149), V3 aa. (186-200), V4 aa.
(233-237), V5 aa. (275-285), V6 aa. (307-316), V7 aa. (366-376) y V8 aa. (393-402). En
este trabajo el péptido disefiado no se ubicd en ninguna de estas regiones, por lo que se
puede creer que se identificé una zona que puede ser de gran importancia desde el punto de

vista de conservacion viral, asi como, de region inmunodominante.

En otros trabajos se han realizo mapeos en la proteina Env, obteniendo una serie de péptidos
con resultados variables en 20 muestras positivas al VAIE, ademads, se compararon con 25
péptidos donde solo 2 de ellos reaccionaron al 100%, 2 al 85%, 2 al 80%, 1 al 70%, 2 al
60%, 1 al 45% y 1 al 10% de reactividad, esta variacion demuestra que cada péptido tiene
diferente reactividad Los resultados de este trabajo son considerados de una alta reactividad
al péptido estudiado, al compararlo con los resultados negativos de todas las muestras a
Coggins (Ball J. M., 2006), sin embargo, es necesario evaluar su reactividad con una
poblacion mas grande.

En otro trabajo donde se analizaron 3 péptidos, uno derivado de la region Gp45 y dos de la

region Gp90 con 64 muestras, los péptidos Gp45 y Gp90 II fueron los mas reactivos ya que
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el péptido Gp90 I no identifico ninguna muestra como positiva, mientras que 28 muestras ya
sea al péptido Gp 90 II o Gp 45 resultaron positivas (43.75%) a diferencia de lo obtenido en
este estudio, donde solo el 10.7% de las muestras tuvieron resultado positivo (Soutullo,
2001), no obstante, la sensibilidad de la ELISA comercial fue mucho menor.

Los péptidos sintéticos de las regiones Gp90 y Gp45 han sido sumante estudiados como
antigeno y se ha demostrado buenos resultados, por ejemplo, en un estudio de 10 equinos 5
fueron positivos a IDAG y 5 fueron negativos, ambos tipos de sueros fueron analizados con
un ELISA a base de péptidos derivados de la Gp90 y Gp45, y el péptido derivado de la
Gp90 identifico las 5 muestra positivas, y el péptido de la Gp45 solo 3 muestras positivas,
cabe mencionar que en ningun trabajo se ha estudiado el péptido usado en el presente

estudio (Bailat, 2008).

El uso de péptidos sintéticos tienen grandes ventajas como son:
e Alta calidad al precio mas competitivo: desde $2.0 por residuo de aminoacido (aa.).
e Alta tasa de éxito: > 99%.

e Tiempo de entrega rapido: 2 semanas para péptidos no purificados y 3 semanas para

péptidos purificados.
e Sintesis: se pueden sintetizar péptidos de hasta 121 aminoacidos.
e Cantidad: desde 1 mg hasta kilogramos.
e Purezas: de crudo a > 98% de pureza.

Sin embargo, para lograr la generacion de un péptido reactivo se recomienda sintetizar
secuencias peptidicas especificas, que deben incluir residuos hidrofobicos e hidrofilicos, y es
favorable que el péptido incorpore aminodcidos que promueven la inmunogenicidad como
aminoacidos basicos (Lisina (K), Arginina (R) e Histidina (H)) y aromaticos (Fenilalanina,
(F) Tirosina (Y) y Triptéfano (W)). El contenido de aminoéacidos hidréfobos (alanina, (A)
leucina, (L) isoleucina, (I) valina, (V) prolina, (P) fenilalanina, (F) triptofano (W) y

metionina (M)) se debe mantener por debajo del 50% y preferiblemente se deben evitar
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cadenas largas de residuos hidréfobos. Para la solubilidad del péptido, se debe incorporar al
menos un residuo cargado (arginina, (R) acido aspartico, (D) histidina, (H) acido glutamico
(E) o lisina (K)) dentro de cada cinco aminoacidos. La solubilidad de los péptidos también
se puede mejorar a través de reemplazos conservadores o adicion de residuos polares al
extremo N o C terminales. Para la mayoria de los proyectos de generacion de anticuerpos, se
recomienda una pureza de al menos 85% para cualquier antigeno peptidico (Brown, 1994).
Sin embargo, en el péptido de este trabajo se conto con 3 aminoacidos que promovian la
inmunogenicidad, un contenido de 43% de hidrofobicidad y se incorporo 1 aminoacido con

carga dentro de cada 8 aminoacidos y por Ultimo se conto con una pureza del 75%.
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8. Conclusiones
Se detectd con la prueba de ELISA basada en un péptido sintético derivado de la
proteina de envoltura (Gp90) anticuerpos en sueros contra el virus de Anemia
Infecciosa Equina.
La prueba de ELISA-péptido fue aparentemente mas sensible que otras pruebas
comerciales.
Es una técnica de diagndstico mas segura para el laboratorista ya que no ocupa
antigenos derivados de cultivos celulares infectados con el virus de AIE.
El algoritmo utilizado para el disefio del péptido genero una buena prediccioon de un
péptido sintético que presento epitopos reconocidos por anticuerpos de equinos

infectados con el VAIE.
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9. Apéndice

Prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA) para el diagnostico de anemia infecciosa

equina.

Se realiz6 segln las instrucciones del fabricante (VMRD, USA)

1.

Preparar un buffer de boratos (2g. de NAOH y 9g. de acido borico en un litro de agua
destilada) con un pH = 8.6.

Preparar una solucion al 0.8 % de agar noble (Becton Dickison, Francia) en buffer de

boratos.

Transferir 8 ml. a la caja petri (5 cm x 1.2 cm) asegurando un grosor de 0.6 cm del

gel.

Una vez gelificado, cortar los pozos con un sacabocados de un didmetro de 2.4 mm.

La distancia entre cada pozo debera ser de 5.3 mm.

Colocar 50 pl de antigeno en el pozo central, 50 pl de control positivo y 50 pl de los

sueros problema en los pozos periféricos
Dejar incubar por al menos 48 hrs en camara himeda.

Observa e interpretar el resultado.
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