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RESUMEN

Los lentivirus de pequefios rumiantes (SRLV) infectan a ovinos y caprinos,
generando cuadros clinicos que pueden incluir neumonia, mastitis, artritis y
encefalitis. Se han descrito cinco genotipos (A, B, C, D, y E) y 22 subtipos, siendo los
dos primeros genotipos de distribucidon cosmopolita. En México, la infecciéon por
SRLV es reconocida como endémica, sin embargo, hay poca informacion
disponible acerca de los genotipos que infectan a los rebanos nacionales. El
objetivo de este trabajo fue comparar dos métodos de tipificacion para SRLV; el
primero basado en serologia con una prueba comercial de ELISA (Eradikit™ SRLV
Genotyping) y el segundo mediante genotipificacién por PCR. Se obtuvieron
muestras sanguineas de ovinos y caprinos procedentes de 12 estados del pais, a
partir de las cuales se separd el plasma vy los leucocitos de sangre periférica (LSP).
Las muestras de plasma se evaluaron inicialmente con dos pruebas comerciales
de ELISA (VMRD™ y Eradikit™ SRLV Screening) para detectar la infeccidn por SRLV.
Posteriormente, las muestras de plasma que resultaron seropositivas en la prueba
de Eradikit™ SRLV Screening se evaluaron nuevamente con Eradikit™ SRLV
Genotyping para serotipificar al virus infectante (A/B). A partir de los LSP se extrajo
el ADN para detectar el genoma proviral mediante dos técnicas de PCR anidadaq,
cada una disefiada para detectar SRLV del genotipo A o B, amplificando una
region parcial del gen gag. Por serologia se evaluaron 1940 animales, y se
encontré que el nivel de concordancia entre ambas pruebas comerciales de
ELISA fue considerable (kappa de Cohen = 0.767). Con Eradikit™ SRLV Screening
se detectaron 418 animales seropositivos, de los cuales 270 se evaluaron después
con Eradikit™ SRLV Genotyping para hacer la serotipificacion. Con la prueba
comercial de ELISA, se pudo seroftipificar el 65.19% de las muestras de plasma de
ovinos y caprinos, clasificéndolos en los serotipos A y B, asi como coinfecciones.
Los animales que resultaron indeterminados con la prueba comercial de ELISA
resultaron estar infectados con los genotipos A o B, encontrando coinfecciones en
ambas especies con la genofipificacion mediante PCR. El andlisis de las
secuencias reveld que los genotipos A y B se encuentran circulando en los rebafos
nacionales de ovinos y caprinos. Los SRLV encontrados en los ovinos fienden a
agruparse con los subtipos genéticos A2 y B1, mientras que los encontrados en los
caprinos tienden a agruparse con los subtipos genéticos Al y Bl. La
serofipificacion no mostré ser un método confiable para la prediccion del
genotipo viral en las infecciones causadas por SRLV, debido a que sélo el 25.7%
de los resultados de la tipificacion por serologia con la prueba comercial de ELISA
coincidieron con la genotipificaciéon mediante PCR. De manera adicional, a partir
de 2 ovinos seropositivos procedentes de rastro, se colectaron tejidos para andilisis
histopatolégico, encontrando la presencia de infilfrados de leucocitos
mononucleares en pulmoén, gldndula mamaria e higado. Ademds, se detectd el
genoma proviral de SRLV en algunos de estos tejidos mediante PCR.



ABSTRACT

Small ruminant lentiviruses (SRLV) infect sheep and goats, which can cause clinical
forms that include pneumonia, mastitis, arthritis and encephalitis. Five genotypes
have been described (A, B, C, D, and E) and 22 subtypes, being the first two
genotypes of cosmopolitan distribution. In Mexico, the infection by SRLV is
recognized as endemic, however, there is few information available about the
genotypes that infect national herds. The aim of this work was to compare two
typing methods for SRLV; the first based on serology with a commercial ELISA test
(Eradikit™ SRLV Genotyping) and the second one by PCR genotyping. Blood
samples were obtained of sheep and goats from 12 states of the country, plasma
and peripheral blood leukocytes (PBL) were separated. Plasma samples were
initially evaluated with two commercial ELISA tests (VMRD™ and Eradikit™ SRLV
Screening) to detect SRLV infection. Subsequently, the plasma samples that were
seropositive in the Eradikit™ SRLV test were evaluated again with Eradikit™ SRLV
Genotyping to serotyping the infecting virus (A/B). From the PBL, the DNA was
extracted to detect the proviral genome by two nested PCRs, each of them
designed to detect the genotype A or B, amplifying a partial region of the gag
gene. By serology, 1940 animals were evaluated, and it was found that the level
of concordance between both commercial ELISA tests was substantial (Cohen'’s
kappa = 0.767). With Eradikit™ SRLV Screening, 418 seropositive animals were
detected, of which 270 were evaluated later with Eradikit™ SRLV Genotyping for
serotyping. With the commercial ELISA test, 65.19% of the plasma samples of sheep
and goats could be classifying info A and B serotypes, as well as coinfections. The
animals that were indeterminate with the commercial ELISA test were found to be
infected with A or B genotypes, finding coinfections in both species with
genotyping by PCR. The analysis of the sequences reveal that the genotypes A
and B are circulating in Mexican herds of sheep and goats. The SRLV found in the
sheep tend to group with the genetic subtypes A2 and B1, while those found in
the goats tend to group with the genetic subtypes A1 and B1. Serotyping was not
a reliable method for predicting viral genotype in infections caused by SRLV,
because only 25.7% of the results of serotyping with the commercial ELISA test
coincided with PCR genotyping. Additionally, from 2 seropositive slaughtered
sheep, tissues were collected for histopathological analysis, finding the presence
of mononuclear leukocyte infiltrates in lung, mammary gland and liver. In addition,
the proviral genome of SRLV was detected in some of these tissues by PCR.



1. Introduccion

| género no oncogénico Lentivirus pertenece al orden Ortervirales, familia

Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae (Krupovic et al., 2018). Los retrovirus

se caracterizan por la capacidad para franscribir inversamente el ARN viral
a ADN de doble cadena a través de la accidon de la transcriptasa inversa (RT)
(Mullard, 2008). El género Lentivirus incluye los virus de inmunodeficiencia humana
(HIV), el virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV), el virus de inmunodeficiencia
de felinos (FIV), el virus de la inmunodeficiencia de los bovinos (BIV), el virus de la
anemia infecciosa equina (EIAV), asi como el virus de maedi visna (MVV) y el virus
de artritis encefdlitis caprina (CAEV) (Minguijon et al., 2015), que se agrupan
actualmente como lentivirus de pequenos rumiantes (SRLV), debido a su
proximidad filogenética y a la fransmisién natural entre ovinos y caprinos (Shah et
al., 2004b).

Las infecciones causadas por los lentivirus que afectan a los pequenos rumiantes,
comparten caracteristicas con la infeccidbn causada por el virus de
inmunodeficiencia humana, tales como un largo periodo de incubacion que
puede ser de meses o incluso anos y un lento desarrollo de la enfermedad (Pépin
et al., 1998). Los SRLV, infectan a ovejas y cabras distribuidas por todo el mundo
causando un cuadro multisistémico que incluye: neumonia intersticial, mastitis,
encefalitis, linfadenopatia, artritis y pérdida de peso crénica. Lo anterior puede

causar pérdidas econémicas importantes (Pépin et al., 1998).

1.1. Primeras descripciones de la infeccion por SRLV

Una enfermedad que en la actualidad se sabe que estaba asociada con la
infeccidon por lentivirus en ovinos, fue descrita por primera vez en Suddfrica por
Mitchell en 1915y se denomind neumonia progresiva ovina. El siguiente reporte fue
en Montana, Estados Unidos en 1923 en ovinos con neumonia intersticial cronica
severa que resultd en la muerte de los animales afectados. En Islandig,

aproximadamente una década después, aparecid "Maedi", una forma crénica de



neumonia, en una raza local de ovejas islandesas, que progresé asociada con una
importante pérdida de peso y dificultad para respirar. También se identificd una
forma neuroldgica de la enfermedad, "Visna", asociada con la pardlisis y el
desvanecimiento que afectaron a las ovejas islandesas durante la década
siguiente. Estudios epidemioldgicos mostraron que Ila aparicion de las
enfermedades de Maedi y Visna en Islandia, inicié después de la importacion de
20 carneros Karakul gue no mostraban signos clinicos y eran provenientes de Halle,
Alemania en 1933, lo que resultd en la diseminacion de la infeccion en la mayoria
de los rebanos (Bose et al., 2015; Palsson, 1972; Sigurdsson et al., 1952; Thormar,
2013).

El MVV se descubrié en ovinos por Sigurdsson en Islandia a inicio de la década de
1950. El concepto de “virus lentos” resultante de este descubrimiento condujo a la
asignacion del nombre de lentivirus [lentus (lat.) = lento] al género al cual
pertenece el MVV. Dos situaciones patoldgicamente distintas caracterizaron a las
principales manifestaciones clinicas de la infeccién por el MVV. La primera, llamada
maedi (disnea en islandés), es una neumonia progresiva y la segunda llamada
Visna (desvanecimiento — estado de apatia progresiva en islandés), es una
leucoencefalomielitis desmielinizante. EI MVV también puede infectar a otros
érganos o tejidos, particularmente alas articulaciones, en las cuales causa artritis y
a la glédndula mamaria, donde causa mastitis. Después de su descubrimiento en
Islandia, las infecciones por el MVV se detectaron en varios paises, aunque con

diferente prevalencia (Pdlsson, 1990; Pépin et al., 1998; Sigurdsson et al., 1957).

En los anos de 1959 en Suiza y de 1969 en Alemania se reportaron cambios
patoldgicos en caprinos con artritis y encefalitis, mismos que actualmente se
atribuyen a la infeccion por el CAEV (Stavrou et al., 1969; Stinzi et al., 1964).
Posteriormente, el aislamiento del agente etioldgico se realizd a partir de las
articulaciones de una cabra artritica (Crawford et al., 1980) y de varios tejidos de
una cabra con artritis y encefalitis (Narayan et al., 1980). Md&s tarde, el virus fue
aislado de cabras en todo el mundo. En la actualidad, todos los aislamientos de
lentivirus procedentes de ovinos y caprinos se conocen como lenfivirus de

pequenos rumiantes (Minguijon et al., 2015).



1.2. Antecedentes de la infeccion por SRLV en México

En México, en un estudio serolégico realizado en 308 caprinos procedentes del
Estado de México, Aguascalientes, Puebla, Querétaro, Zacatecas y Guanajuato se
detectaron 22 seropositivos en el Estado de México y Guanajuato entre 134
animales que habian sido importados de Estados Unidos (Adams et al., 1984). El virus
se qisld y se identificd mediante PCR a partir de dos cabras seropositivas de la raza
Nubia con signos clinicos de artritis, disnea y pérdida de peso cronica, las cuales
provenian de un hato lechero localizado al norte de la Ciudad de México
(Daltabuit et al., 1999). La infeccidn por SRLV se ha diseminado en el pais, siendo
mdas comun en cabras que se crian en sistemas de produccion intensivos, en las

gue causa artritis cronica (Torres-Acosta et al., 2003).

La infeccidon por SRLV en ovinos es de reciente reconocimiento por las autoridades
sanitarias del pais, sin embargo, existen estudios que indicaban la presencia de la
infeccion desde hace décadas. La primera descripcidon de la infeccidn en ovinos
se realizd a partir de un estudio patoldgico de pulmones obtenidos de rastros de la
Ciudad de México (Eguiluz & De Aluja, 1981). En 1986 en un estudio seroldgico
realizado a 1000 ovinos procedentes de la Ciudad de México, se enconfraron 82
casos seropositivos (Molina et al., 1986). En 2011 se realizé la deteccidn seroldgica
y/o0 mediante PCR del virus en ovinos de la raza Columbia y en caprinos de la raza
Alpina del centro del pais y se secuencid el genoma completo del virus a partir de

una cabra que presentaba cuadro artritico (Ramirez et al., 2011).

1.3. Caracteristicas generales de los SRLV

El viridn tiene un didmetro de 80 — 100 nm (Minguijén et al., 2015). El genoma de los
SRLV estda protegido por la nucleocdpside (NC), que a su vez estd rodeada de la
cdpside (CA) y de la proteina de matriz (MA). Posee una envoltura exterior lipidica
procedente de la membrana plasmdatica celular, donde estdn embebidas las
glicoproteinas de la envoltura viral (ENV) formadas por las subunidades de
transmembrana (TM) y de superficie (SU). En la NC, ademds del genoma se

encuenfran proteinas virales asociadas como la refrotranscriptasa (RT), la proteasa



(PR) y la integrasa (IN) (Glaria, 2015). Los lentivirus estdn conformados de 60% de
proteinas, 35% de lipidos, 3% de carbohidratos y 1% de ARN (Minguijon et al., 2015).

El genoma de los SRLV estd constituido por dos cadenas idéntficas de ARN
monocatenario positivo de entre 8.4y 9.2 Kb. Se encuentran tres genes estructurales
(gag, pol y env) y genes accesorios: vif, vprdike y rev. En la forma proviral, el
genoma estd flanqueado por una regidon repetida no codificante, denominada
Long Terminal Repeat (LTR) (Glaria, 2015). El gen gag codifica para las proteinas de
NC, CA y MA; pol codifica para RT, PR, IN y dUTPasa ; y env codifica para las
glicoproteinas TM y SU (figura 1) (Minguijon et al., 2015).

a) Estructura de los Lentivirus de Pequeios Rumiantes

Proteina de Superficie (SU)

ENV

Proteina de Transmembrana (TM)

3> Integrasa (IN)
> Proteasa (PR) L pOL

JL

—GAG

-

Genoma viral (ARN)

b) Genoma (provirus)

vpr-like

Figura 1. Estructura viral y mapa gendmico de los lentivirus de pequeiios rumiantes.
Modificado de (Minguijén et al., 2015).
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Las principales células diana del virus son los monocitos, los macréfagos y las células
dendriticas. En los monocitos, la replicaciéon productiva inicia después de la
maduracién de monocitos a macréfagos (Blatti-Cardinaux et al., 2016; Narayan et
al., 1982, 1983).

1.4. Diversidad genética

La variabilidad genética es una caracteristica clave del genoma de los lentivirus
de peqguenos rumiantes y su conocimiento, ademds de proporcionar informacion
acerca de las interacciones entre el virus y el hospedador, es esencial para el

diagndstico preciso y los estudios de epidemiologia molecular.

Debido a que el mecanismo de retrotranscripcion es propenso a errores y no
cuenta con mecanismos de correccion, lareplicacion de los lentivirus involucra una
alta frecuencia de mutaciones puntuales, a menudo inserciones y deleciones, las
cuales se estiman en un rango de 0.1 — 2 mutaciones por genoma y ciclo de
replicacion. Entre los genes estructurales de los lentivirus, gag, pol y ciertas regiones
de env son relativamente conservadas, pero otras partes de env, principalmente
regiones de unidn a anticuerpos son altamente variables. La mutacidon conduce a
una alta variabilidad de secuencias incluso denfro de un mismo individuo,
formando en conjunto una cuasiespecie (Minguijén et al., 2015). El concepto de
cuasiespecie fue propuesto por Manfred Eigen y se define como una poblacion de
variantes genéticas de las cuales una es dominante. El tipo de virus que
originalmente infecta al animal persiste y coexiste con nuevas variantes. Bajo
circunstancias de presion selectiva, como la ejercida por el sistema inmune, la
frecuencia de las formas genéticas en la poblacién viral puede cambiar (Domingo

et al., 1995; Minguijéon et al., 2015; Ojosnegros et al., 2011).

En el VIH se ha descrito la presencia de hipermutaciones en el genoma con hasta
el 40% de sustituciones de guanina por adenina (Vartanian et al., 1991). Este tipo
de hipermutacion es el resultado de la desaminacion de las citosinas por enzimas
de ediciéon del dcido nucleico, APOBEC. Las proteinas APOBEC se empaqguetan

con los viriones y se asocian con el complejo de retrotranscripcion en la célula



diana, donde desaminan los residuos de citosina en uracilo en la cadena negativa
de ADN monocatenario, lo que conduce a la mutacion por sustituciéon de G por A
en la cadena positiva (Bishop et al., 2004; Salter et al., 2016). Ademds, los
macréfagos tienen una relacion intracelular de dUTP:dTTP desequiliorada, con un
exceso de dUTP. El uracilo puede incorporarse en el ADN debido a la incapacidad
de la RT para distinguir entre dTTP y dUTP, lo que conduce a un incremento en la

tasa de mutaciones (Glaria, 2015).

Por ofra parte, la recombinacion es un mecanismo de diversificacion genética que
puede originar combinaciones genéticas beneficiosas, que serian dificiles de
generar solo por mutacion y también puede eliminar eficazmente mutaciones
letales. En confraste con los cambios causados por las mutaciones, la
recombinacion es una fuerza evolutiva mucho mdas intensa. En ausencia de
recombinacion, los lentivirus tienden a acumular deleciones que reducen la aptitud
viral en cada ciclo de replicacion, por lo que este mecanismo facilita la reparaciéon

de los genomas virales (Minguijéon et al., 2015).

La recombinacién en los retrovirus surge como resultado de la coinfeccidon con dos
virus en la misma célula y el empaquetamiento simultdneo de dos copias del
genoma de ARN en cada virion. Cuando una célula se coinfecta con dos o mas
virus diferentes, los genomas de ARN correspondientes pueden conjuntarse en la
progenie viral (Negroni & Buc, 2001a). Durante la refrotranscripcion, la transcriptasa
inversa cambia facilmente entre estas dos plantillas de ARN, lo que conduce a la
produccion de ADN recombinante. Si estas plantillas son idénticas, el cambio de
plantilla serd genéticamente neutral y no se detectard la recombinacién. Por el
contrario, si estos dos genomas no son idénticos, el cambio de plantilla dard lugar
a la recombinacion viral (Negroni & Buc, 2001b). En infecciones naturales se han
identificado recombinaciones de SRLV enftre los genotipos Ay B (Pisoni et al., 2007q)

y enfre variantes genéticas del subtipo B1 en cabras (Ramirez et al., 2011).



1.5. Clasificacion filogenética

Los SRLV estdn divididos filogenéticamente dentro de 5 genotipos (A, B, C, Dy E),
los cuales comprenden diferentes subtipos, basado en dos segmentos del genoma,
un segmento gag-pol de 1.8 kb y un segmento pol de 1.2 kb (Shah et al., 2004a).
Las secuencias nucleotidicas difieren entre los genotipos de 25% a 37%.
Adicionalmente, los genotipos A, B y E contienen subtipos que difieren entre 15% y
27% de su secuencia. El genotipo A tiene hasta ahora 17 subtipos reconocidos (Al-
A17); el genotipo B tiene fres subtipos (B1-B3); y el genotipo E tiene dos subtipos (E1
y E2) (Olech et al., 2018; Ramirez et al., 2013).

Los genotipos B, C y D y algunos subtipos del genotipo A (A1, A3, A4, A5, Ab, A9,
Al1, A12y A13) se han encontfrado tanto en ovejas como en cabras, mienfras que
otros subtipos solo se han descrito en ovejas (A2 y A15) o en cabras (A7, A8, A10,
Al4, A16, A17, E1 y E2). Sin embargo, a medida que se obtienen mds secuencias
virales, los subftipos pertenecientes a una sola especie tienden a desaparecer,

encontradndose en ambas especies (Minguijon et al., 2015; Olech et al., 2018).

Los genotipos Ay B incluyen cepas de tipo MVV y tipo CAEV respectivamente, que
son comunes entre las infecciones por SRLV en todo el mundo. Se ha descrito el
genotipo C en ovejas y cabras de Noruega. El genotipo D sélo ha sido descrito en
Suiza y Espana, basdndose en segmentos del gen pol, aungue el andlisis
flogenético basado en secuencias del gen gag lo agrupa denfro del genotipo A,
lo que sugiere que el genotipo D es enrealidad genotipo A, exhibiendo divergencia
en el gen pol. El genotipo E ha sido reportado en cabras de Italia (Ramirez et al.,
2013; Sanjosé et al., 2015). Los ancestros de los SRLV se han localizado en Turquia
(Muz et al., 2013), y el establecimiento de diferentes cepas puede atribuirse a la
migracién de ovejas de Medio Oriente a Europa hace miles de anos, lo que

condujo a la diversificacion del virus (Minguijéon et al., 2015).

Existen secuencias nucleotidicas de los genomas completos de SRLV disponibles en
el GenBank (figura 2). Del genotipo A: SA-OMVYV de Suddafrica (Querat et al., 1990);
KV1514,KV1772y LV1 de Islandia (Andresson et al., 1993; Sonigo et al., 1985; Staskus
et al., 1991); EV1 de Reino Unido (Sargan et al., 1991); P1OLV de Portugal (Torres &
Santos, 2004); 85/34 de Estados Unidos (Karr et al., 1996); 697 de Espana (Glaria et



al., 2012) y A4 de Suiza (Shah et al., 2004a). Del genotipo B: CAEV-CO de Estados
Unidos (Narayan et al., 1980; Saltarelli et al., 1990); Gansu y Shanxi de China (Huang
et al., 2012; Qu et al., 2005); FESC-752 de México (Ramirez et al., 2011); 496 de
Espana (Glaria et al., 2009) y Fonni y Volterra de Italia (Bertolotti et al., 2011). Del
genotfipo C: 1GA de Noruega (Gjerset et al., 2006 , 2007). Del genofipo E:

Roccaverano y Seui de Italia (Reina et al., 2009b, 2010).

FJ195346 - SPA
HM210570- MEX

M33677 - USA

JF502417 - ITA

4100 0AY900630 - CHI

GU120138- CHI

JF502416 - ITA

Genotipo C

(©IS) AF322109 -NOR

GQ381130-ITA
Genotipo E
E2 (@)
1000
E1
EU293537 - ITA

M34193- SOA

$51392 - UK

0.1

Figura 2. Arbol filogenético generado a partir de las secuencias nucleotidicas completas de
SRLV disponibles en el GenBank que ilustra a los principales genotipos (A - E) y subtipos. Se
indica el nomero de acceso del aislado y el pais de origen; CHI: China; ICE: Islandia; ITA:
Italia; MEX: México; NOR: Noruega; POR: Portugal; SOA: Suddfrica; SPA: Espana; SWI: Suiza;
UK: Reino Unido; USA: Estados Unidos de América. Modificado de (Minguijon et al., 2015).

10



1.6. Ciclo de replicacion

El ciclo inicia con el reconocimiento del receptor de las células permisivas por la
glicoproteina de superficie del virus (SU). Posteriormente, se da la fusion de la
envoltura viral con la membrana celular, lo que conduce a la liberacién de la
cdpside viral en el citoplasma. Aunque no se ha identificado un receptor Unico
para los SRLV, se han propuesto moléculas implicadas en el ingreso del virus a las
células (Bruett et al., 2000; Crane et al., 1991), incluso la expresién del receptor de
manosa (MR) parece tener un papel importante en la patogénesis viral (Crespo et
al., 2011, 2012). También se ha descrito que la unidn a los receptores celulares

podria variar en funcion de la cepa viral involucrada (H6tzel & Cheevers, 2002).

La refrofranscripcion inicia en el citoplasma a partir del ARN viral por accién de la
retfrofranscriptasa que sintetfiza la doble cadena de ADN. El ADN bicatenario
refrofranscrito es transportado al nicleo celular donde se integra en el ADN
gendmico en su forma proviral por accion de la integrasa (Ballandras-Colas et al.,
2017). Las células infectadas contienen pocas (frecuentemente sélo una) copias
infegradas en el ADN celular del hospedador (Minguijon et al., 2015). Aungue la
integracién parece ser un fendmeno aleatorio en cuanto a la regién del genoma
nuclear en la que tiene lugar, no es inespecifica, ya que las secuencias adyacentes
al provirus son muy similares, por lo que existen senales de integracion a lo largo del

genoma nuclear (Tang et al., 1999).

El genoma proviral puede permanecer en estado de latencia por tiempo
indefinido. Existen factores ambientales que regulan la expresidon del virus. La
maduracién de monocitos a macréfagos y el estrés de la lactancia pueden inducir
la activacion de la transcripcion, misma que es realizada por la maquinaria celular.
La ARN polimerasa Il sintetiza el ARN gendmico viral y los ARNm que codifican para

las proteinas del virus (Gendelman et al., 1986; Narayan et al., 1983).

Las proteinas de la envoltura codificadas por env se sintetizan en el retficulo
endopldsmico rugoso y son dlicosiiadas en el aparato de Golgi, para
posteriormente ser fransportadas a la cara interna de la membrana celular para
iniciar el ensamble. Las proteinas de los genes gag y pol se sintetizan en los

ribosomas citoplasmdticos, se asocian al genoma viral y se incorporan con las
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glicoproteinas ancladas en la membrana citoplasmdtica. Posteriormente, las
particulas viricas de reciente formacion se liberan al medio por gemacién. La
maduracién del precursor de las proteinas Gag y Pol se produce por accién de la

proteasa viral, confiriendo la infectividad a los viriones (figura 3) (Burrell et al., 2017).

Maduracién
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Figura 3. Ciclo de replicacion de los lentivirus de pequenos rumiantes. Modificado de
(Laskey & Siliciano, 2014).

1.7. Patogenia

Dentro del hospedador, el virus infecta a macréfagos y a células dendriticas de las
mucosas, éstos migrardn a través del sistema linfatico aferente hasta los linfonodos.
Ahi es donde ocurre la fransmision de la infeccién a los monocitos/macréfagos, los
cuales se diseminardn por la linfa eferente y el conducto tordcico, para llegar al
torrente sanguineo, estableciendo la infeccion sistémica. Los monocitos que se
hallan en sangre periférica se infectan, pero no ocurre la replicacién viral de
manera productiva, por 1o que el virus pasa desapercibido por el sistema
inmunolégico y continUa disemindndose hacia los érganos diana (Peluso et al.,
1985). En los tejidos, los monocitos se diferencian en macréfagos, lo que da lugar a
la activacion de la replicacioén viral, que a su vez activa la respuesta inmune contra
los antigenos virales (Gendelman et al., 1986). Posteriormente, ocurre la infiltfracion

de células linfocitarias hacia el tejido y el reclutamiento de nuevos monocitos, tanto
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infectados en estado de latencia como no infectados susceptibles a infectarse,
dando lugar a los procesos inflamatorios caracteristicos de la infeccién por SRLV.
Existe evidencia de que a través de los monocitos el virus podria llegar a la médula
6sea e infectar a células madre mieloides o células del estroma, lo que resulta en
la perpetuacion de la infeccidon durante toda la vida del animal, ya que la médula
6sea actuaria como reservorio del virus, liberando de manera continua células
infectadas (Grossi et al., 2005). Después del primer contacto del virus con el
hospedador, se produce una breve viremia inicial que conducird a la
seroconversion del animal debido a la sintesis de anticuerpos contra los antigenos
virales (Begara et al., 1996). Debido a que el virus se inserta en el genoma celular,
puede entrar en un periodo de latencia que puede durar semanas, meses o incluso
anos. Después de este periodo, el virus volverd a replicarse induciendo una
reaccion inmunitaria acompanada de la infiltracién/acumulacién de linfocitos,
macréfagos y células plasmdaticas en el tejido infectado, causando hiperplasia
folicular, inflamacion no supurativa vy fibrosis (Pépin et al., 1998). La afeccién de los
tejidos tfrae como consecuencia la aparicion del cuadro clinico clasico (Cutlip et
al., 1988).

La incidencia y severidad de la enfermedad depende principalmente de dos
factores. El primero es el componente genético de los animales, que parece
influenciar la susceptibilidad a la infeccidén y tener un impacto importante en la
frecuencia y severidad de las lesiones inducidas (Blatti-Cardinaux et al., 2016). Se
ha descrito la susceptibilidad y resistencia a la infeccidn por SRLV de acuerdo con
la raza; Assaf, Texel, Border Leicester, Finnish Landrace y Pelibuey son razas de
ovinos que han mostrado ser susceptibles, mientras que ofras razas como Columbia,
Rambouillet y Suffolk han mostrado ser resistentes (Sanchez et al., 2016). El segundo
de ellos inherente a la virulencia de los SRLV que es altamente variable, incluyendo
desde cepas muy virulentas, hasta cepas con aparente baja o nula virulencia
(Blatti-Cardinaux et al., 2016).
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1.8. Formas clinicas de la infeccidén

Los SRLV pueden producir 4 formas clinicas principales: pulmonar, nerviosa,
mamaria y articular, provocando una enfermedad inflamatoria multisistémica que
cursa con neumonia, encefalitis, artritis y/o  mastitis  (Blacklaws, 2012).
Clinicopatolégicamente, la forma pulmonar se caracteriza por disnea, neumonia
intersticial y caquexia; la forma nerviosa causa encefalitis y/o mielitis; la forma
mamaria produce mastitis intersticial y reduccion de la produccién lechera v,
finalmente, la forma articular estd caracterizada por artritis proliferativa créonica y
sinovitis. Por lo general, uno de los érganos se ve mayormente afectado, aunque
varios tejidos pueden mostrar lesidén con severidad variable. Las formas pulmonar,
mamaria y nerviosa son mdas comunes en ovejas, mientras que las formas nerviosa

y articular son mds frecuentes en cabras (Pérez et al., 2014).

1.8.1. Forma pulmonar

En la forma pulmonar, el signo caracteristico de la afeccion por SRLV es la disnea o
dificultad para respirar, acompanada de un aumento en la frecuencia respiratoria,
respiracion abdominal y jadeo (Thormar, 2013). Los signos clinicos son producidos
por una neumonia intersticial, que aumenta el grosor de los septos alveolares y la
organizacion de ndédulos linfoides en el parénquima, que sustituyen al tejido
alveolar, lo que reduce progresivamente la capacidad de intercambio gaseoso
de los pulmones afectados (Mornex et al., 1994). De igual manera, se produce
pérdida progresiva de peso, que conduce a la caquexia y trae como
consecuencia la muerte del animal por insuficiencia respiratoria (Cadoré et al.
1996). Macroscépicamente los pulmones muestran una coloraciéon grisGcea y un
incremento notable de tamano y peso, aunado a una linfadenifis severa con
tumefaccion de los nddulos linfaticos. También, suele visualizarse a menudo, un
punteado gris en la superficie pleural. Dichas lesiones se caracterizan por una
acumulacién linfocitaria, con predominio de los linfocitos T CD8+, en conjunto con
hiperplasia del mUsculo liso v fibrosis de los pulmones. En los linfonodos mediastinicos
y fragueobronquiales se observa una hiperplasia de las dreas corticales vy

paracorticales (Watt et al., 1992).
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1.8.2. Forma mamaria

La forma mamaria ha sido descrita tanto en ovejas como en cabras (van der Molen
et al., 1985). Esta cursa como una mastitis indurativa difusa, bilateral y crénica que
muchas veces se encuentra asociada a la forma pulmonar. Afecta a animales
adultos de entre 3y 5 anos y suele pasar desapercibida, aunque en estos animales
se presenta cierto endurecimiento de la gldndula mamaria que no cursa con dolor
(Preziuso et al., 2003). A nivel macroscopico se observa una mastitis intersticial
croénica con hiperplasia de foliculos linfoides y una intensa fibrosis que modifica la
estructura normal de los acinos glandulares. La replicacion del virus en macréfagos
y células epiteliales de los acinos produce una reaccion inflamatoria intensa que
afecta al parénquima glandular, septo interlobular y conductos galactéforos, cuya

luz se obstruye parcial o totalmente provocando atrofia del tejido disminuyendo la

produccion de leche (Bolea et al., 2006; Christodoulopoulos, 2006).

1.8.3. Forma articular

La forma articular de la enfermedad ha sido descrita tanto en ovejas como en
cabras, aungue la incidencia es mds elevada y tiene mayor importancia en el
ganado caprino (Narayan & Cork, 1985). Esta forma involucra la presencia de
articulaciones agrandadas, afectando principalmente a la articulacion del carpo,
pero también a la articulaciéon del tarso y raramente a otras articulaciones (Pérez
et al., 2014). La manifestacion clinica se caracteriza por una hipertrofia de la
articulacion, artritis proliferativa crénica y sinovitis que provoca cojera y dificultad
en la marcha. Macroscopicamente se observa engrosamiento de la articulacion,
con congestion de las membranas sinoviales y fibrosis de la cdpsula articular
(Glaria, 2015). En estadios avanzados puede incluso producirse erosion vy
destruccion del cartlago y hueso (Pérez et al., 2014). A nivel microscopico se
observa una sinovitis proliferativa créonica, aprecidndose hiperplasia, angiogénesis,
infilfracion de células mononucleares y necrosis de la membrana sinovial. En el
liguido sinovial se detecta un aumento de macréfagos, células plasmdaticas y
linfocitos T, predominantemente CD8+, mientras que en los infilirados perivasculares

se acumulan células B, responsables del incremento del titulo de anticuerpos frente
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al virus, que ademdads puede correlacionarse directamente con la severidad de la

artritis (Knowles et al., 1990; Wilkerson et al., 1995).

1.8.4. Forma nerviosa

La forma nerviosa de la infeccidén comienza con la entrada de monocitos al sistema
nervioso central o la infeccién de macréfagos perivasculares. Esto favorece la
migracion de células inflamatorias al tejido nervioso (Polledo et al., 2012). Después
de la invasién viral, se produce la lesidon inflamatoria crénica de tipo no purulento
en el neuroparénquima, lo que provoca la signologia nerviosa, que incluye ataxia
y paresia de miembros posteriores, ceguera o nistagmo, que normalmente
conduce a la paraplejia (Benavides et al., 2006). Esta forma clinica ha sido descrita
en animales jovenes. En un estudio realizado en corderos de 4 a é meses se reportd
la presencia de encefalitis no purulenta de moderada a severa que afectaba
principalmente a los pediUnculos cerebelosos (Benavides et al., 2007). Las lesiones
en el cerebro o la médula espinal no son frecuentes, aunque se ha identificado
dano fisular severo con licuefaccion de zonas de la sustancia blanca del encéfalo
y malacia en zonas de la médula espinal. Histopatoldgicamente, se observa una
meningoencefalitis no purulenta crénica, la cual va acompanada generalmente
de desmielinizacion. Se han descrito tres patrones de lesidon distintos, segin la
localizacién del dano: un patrén vascular, en el cual las células mononucleares se
organizan en forma de manguitos perivasculares, uno infiltrativo, en el que se
produce ademads infiltracion no purulenta del neuroparéngquima y otro maldcico,
cuya principal caracteristica es la desmielinizacion (Benavides et al., 2006). Se ha
reportado que puede coexistir mds de un patrén de lesidn en un mismo animal
(Benavides et al., 2009).

A pesar de que las formas mamaria y articular no suelen por si solas causar
caquexia y muerte del animal, provocan un reemplazo prematuro debido a un
descenso en la produccion de leche y dificultades locomotoras. En contraparte,
las formas respiratoria y neuroldgica conducen a un estado de caguexia y muerte,
ya que provocan disfuncidén respiratoria o alteracion general del sistema nervioso
(Blacklaws, 2012).

16



Asimismo, aparece un fipo de inmunodeficiencia asociada con las
manifestaciones clinicas de la infeccion, la cual se caracteriza por la incapacidad
del animal para producir respuestas de memoria frente a antigenos diversos. Este
fallo del sistema inmune se relaciona con la disminucion de los niveles de moléculas
coestimuladoras B7 necesarias para la correcta presentacion de los antigenos, la
anergia de los linfocitos T y los bajos niveles de produccién de interferdbn gamma
(Pyrah & Watt, 1996; Reina et al., 2007). Por esta razén, las infecciones clinicas por
SRLV representan predisposicion para otras enfermedades en el animal, ya que
disminuye su capacidad de responder adecuadamente a otros microorganismos
patdgenos, a pesar de que el animal continUe presentando elevados niveles de

antficuerpos frente a antigenos virales a lo largo de su vida (Blacklaws, 2012).

1.9. Respuesta inmune a la infeccién

Existen dos tipos de respuesta inmune involucradas en el control de la infeccion por
SRLV. La primera es la respuesta inmune innata que funciona como una de las
primeras lineas de defensa contra la invasidn de patdgenos. La respuesta inmune
innata implica una variedad de células y proteinas no especificas que pueden
atacar y destruir a los patdgenos invasores. En cambio, la respuesta inmune
adquirida lleva tiempo para desarrollarse, pero es responsable de la produccién de
subconjuntos de células T y B especificas para los patdégenos y contribuye al
desarrollo de anticuerpos especificos. La respuesta inmune adquirida se puede
subdividir adicionalmente en Th1 o respuesta inmune mediada por células (CMIR)
y respuesta Th2 o respuesta inmune mediada por anticuerpos (AbMIR). Estas
respuestas cumplen funciones diferentes, ya que la respuesta inmune Th1 implica a
los subconjuntos de células T antigeno-especificas para atacar a los patdégenos
intracelulares como 1os virus. Sin embargo, la respuesta inmune Th2 se caracteriza
por la proliferacion de células B, con la consecuente produccion de anticuerpos
(Stonos et al., 2014).

Los macréfagos y las células dendriticas son células importantes en la interfaz de la

respuesta inmune innata / adaptativa, ya que actian como células presentadoras
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de antigeno para la estimulaciéon de las respuestas de las células T. Por lo tanto, la
infeccion por SRLV puede interferir con la esta importante funcién celular y asi

alterar la respuesta inmune del individuo (Blacklaws, 2012).

1.9.1. Inmunidad innata

Los receptores de reconocimiento de patrones (Pattern-Recognition Receptors,
PRRs) reconocen a los patrones moleculares asociados a patégenos (Pathogen
Associated Molecular Patterns, PAMPs) (Pichlmair & Reis e Sousa, 2007). Los PRRs
inhiben de manera indirecta la infeccidn viral al inducir la produccién de interferon
y respuestas proinflamatorias. Durante la infeccidn por SRLV, los receptores tipo Toll
(Toll-like receptors, TLRs) 7 y 8 se activan induciendo la produccion de IFN-a, IL-6 y

TNF-a, con la subsecuente expresion de proteinas antivirales (Blacklaws, 2012).

Los factores de restriccidon son proteinas antivirales expresadas de manera
constitutiva en ciertos tipos celulares o inducidas por interferén en ofros, mismas que
inhiben algun paso del ciclo de replicacion viral. Sin embargo, su expresion puede

verse aumentada tras la infeccidén viral (Glaria, 2015).

TRIM5a se une a la cdpside viral, inhibiendo las etapas de integracién y post-
integracién del ciclo viral (Jauregui et al., 2012). Las proteinas APOBEC3 (A3) tienen
actividad citosina deaminasa, generando una gran cantidad de cambios de
citosina a uracilo con lo cual el ADN viral rico en uracilos puede degradarse o
generar un provirus hipermutado (Nakano et al., 2017). Las hipermutaciones
pueden conducir a cambios de aminodcidos en las proteinas y acumulacion de
codones de paro que generarian particulas virales defectuosas, pudiendo ser
letales para la viabilidad viral (Romani et al., 2009). Sin embargo, la proteina Vif del
virus puede inhibir la actividad de las proteinas APOBEC3 (LaRue ef al., 2008). Por su
parte, la teterina impide la liberacion viral. Esta proteina se concentra en las zonas
por las que el virus realiza la salida de la célula y se incorpora en la membrana
lipidica de los viriones, manteniéndolos anclados a la membrana celular (Le

Tortorec et al., 2011).
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1.9.2. Inmunidad adquirida

Dado gque a diferencia del VIH-1, los SRLV no infectan a las células T CD4 +, el
mantenimiento de las poblaciones de células T CD4 + durante la infeccion por SRLV
podria permitir el desarrollo y mantenimiento de CTLs especificos de SRLV (Stonos
et al., 2014). Sin embargo, los SRLV pueden interferir con la proliferacion de células
T CD4 + ya que cabras artriticas infectadas con CAEV redujeron la proliferacion de
células T CD4 + en comparacion con cabras infectadas sin signos clinicos (Perry et
al., 1995). De manera adicional, los SRLV pueden disminuir la expresion de
moléculas coestimuladoras B7 en ovejas con signos clinicos de la enfermedad
(Reina et al., 2007). Esto sugiere que la infeccidén por SRLV parece interferir con la
presentacion antigénica y, por lo tanto, limita la capacidad de las células
presentadoras de antigenos para activar a las células T CD4 + e inducir respuestas
de CTLs (Stonos et al., 2014).

A pesar del conocido papel de la CMIR en la defensa contra infecciones virales, la
respuesta Th1 se ha encontrado débil en animales infectados con SRLV, por lo que
la presencia de citocinas tipo 1 no es suficiente para controlar la replicacion viral
(Minguijon et al., 2015). De hecho, citocinas Th1 como IFN-y, TNF-a y GM-CSF activan
el promotor de los SRLV en la regidon U3 de la LTR a través de la via de STATI e

inducen la transcripcion viral. (Murphy et al., 2006, 2007; Stonos et al., 2014).

La respuesta de anticuerpos contra SRLV puede aparecer desde 2-4 semanas
después de la infeccion, tiende a incrementar gradualmente durante los primeros
6 meses de infeccion y se dirige generalmente a epitopos de las proteinas Gag y
Env (Rachid et al., 2013). Los antficuerpos a pesar de no ser neutralizantes, pueden
desempenar un papel importante en la citotoxicidad mediada por anticuerpos
(ADCC) (Singh et al., 2006). Los epitopos del virus pueden mutar en respuesta a la
presion de seleccidén impuesta por las inmunoglobulinas del hospedador (Narayan
et al., 1981). Estas mutaciones tienden a producirse en el cuarto dominio variable
de la proteina SU, cambiando el epitopo de neutralizacion (Haflidadottir et al.,
2008). Aunado a lo anterior, los anticuerpos neutralizantes son de induccion lenta,
de baja afinidad y de titulo relativamente bajo (Blacklaws, 2012). La respuesta

inmune en animales con manifestaciones clinicas de la infeccién es de tipo
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humoral, mientras que en animales que no muestran signos clinicos prevalece una
respuesta mediada por células (Perry et al., 1995). Es por esto que respuestas
humorales elevadas no se asocian con un buen prondstico del curso de la
infeccion. La respuesta de anticuerpos, en general, parece ser un indicador de la
progresion de la enfermedad causada por SRLV, ya que los animales infectados sin
signos clinicos tienden a montar una CMIR con un titulo bajo de IgG2 especifica
para la proteina SU, mientras que los animales con signos clinicos muestran niveles
muy altos de IgG1 (Trujillo et al., 2004). La AbMIR no es suficiente para controlar la
infeccion por SRLV y se asocia con la progresion mds rapida de la enfermedad
(Stonos et al., 2014).

1.10. Transmision

Las principales vias de transmision de los SRLV son la horizontal, que ocurre a través
del contacto directo enfre los animales y la lactogénica, que ocurre a fravés del
consumo de calostro o leche infectados (S&nchez et al., 2016). El virus en forma libre
o asociado a células infectadas, entra en el hospedador a través del fracto
respiratorio, la conjuntiva del animal o los capilares fenestrados del intestino en
corderos (Blacklaws et al., 2004). Ambas vias de transmisidon sugieren que la
genética viral y del hospedador puede estar involucrada. Ofras vias se han
considerado como menos importantes desde el punto de vista epidemioldgico e

incluyen las vias iafrogénica e infrauterina (Sanchez et al., 2016).

El calostro y la leche se consideran de primordial importancia en la transmision de
los SRLV de la madre a la descendencia (Peterhans et al., 2004). La glandula
mamaria es un érgano blanco de los SRLV, encontrdndose tanto las lesiones
patolégicas como el virus (Cutlip et al., 1985; Kennedy-Stoskopf et al., 1985; van der
Molen et al., 1987). Estudios muestran que el virus se puede enconfrar en el tejido
mamario, asi como en las células del epitelio mamario y en los macréfagos del
calostro y de la leche, por lo que la fransmisidon de los SRLV puede ocurrir a través

de su ingestion (Carrozza et al., 2003; Leroux et al., 1997; Mselli-Lakhal et al., 1999).
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La transmision por aerosoles del tracto respiratorio entre animales en contacto
cercano, parece ser una ruta importante de diseminacidon de los SRLV,
particularmente en condiciones de hacinamiento donde se favorece la aspiraciéon
de aqerosoles de las secreciones respiratorias procedentes de los animales

infectados (East ef al., 1993; Houwers & van der Molen, 1987).

Se hareportado la via intrauterina como via de fransmision de los SRLV (Hasegawa
et al., 2017), sin embargo, su importancia continda siendo poco clara. Aungue la
via sexual no se considera importante, se ha descrito la transmision mediante

inseminacion artificial (Souza et al., 2013).

Ademds del calostro, la leche, los fluidos pulmonares y el semen, se han detectado
SRLV en las secreciones nasales, la saliva y la orina (Minguijon et al., 2015).
Adicionalmente, se ha detectado la presencia del virus en el agua de los
bebederos (Villoria et al., 2013).

1.11. Control

Dado que no hay tratamiento o vacunas eficaces disponibles, el control de la
infeccion por SRLV se basa en el diagndstico oportuno de los animales infectados
y de la implementacion de estrategias que eviten la diseminacién del virus (Reina
et al., 2009q).

La determinacién de la prevalencia de la enfermedad debe ser la accidn inicial
en cualqguier programa de control. Posteriormente, el objetivo deberia ser disminuir
la seroprevalencia y finalmente erradicar la infeccion (Peterhans et al., 2004). Los
rebanos deben monitorearse al menos una vez al ano, a partir de animales de mas
de 6 meses de edad. Se debe elegir un programa de control, adaptado al sistema
de produccién, a la prevalencia y a las condiciones de manejo. Los rebanos
pueden clasificarse de acuerdo con la seroprevalencia en: alta (> 70%), intermedia
(40-69%), baja (10-39%), muy baja (1-9%) y negativa (libre de SRLV). La erradicacion
y acreditacién, que es el Ultimo paso de un programa de control, puede aplicarse
cuando la seroprevalencia es menor al 10% con el fin de incrementar el valor del

rebano y la posibilidad de exportar animales. El niUmero vy la frecuencia de las
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pruebas necesarias para alcanzar definitivamente el estado libre de SRLV difiere
entre paises de 2 a 5 pruebas, llevadas a cabo cada 6 meses, anualmente o cada

2 anos (Reina et al., 2009q).

El sacrificio de animales infectados y su sustitucion por animales libres de SRLV fue
la estrategia efectiva para controlar la epidemia islandesa (Blacklaws et al., 2004).
Sin embargo, el sacrificio se puede aplicar justificadamente en rebanos con baja
prevalencia. Si no se dispone de animales de reemplazo libres del virus o la
prevalencia es alta, puede ser conveniente separar al rebano (positivos /
negativos). Si se aplica estrictamente, este procedimiento puede controlar la
infeccidon en unos pocos anos, no obstante, debe considerarse que los

requerimientos de instalaciones y manejo serdn mayores (Reina, et al., 2009a).

El aislamiento de los neonatos de sus madres inmediatamente después del parto,
es una estrategia de control que permite conservar las ganancias genéticas del
rebano (Blacklaws et al., 2004). Es importante destacar que los recién nacidos
deben ser alimentados con calostro/leche procedente de hembras no infectadas,
con calostro/leche tratados térmicamente (45°C durante 60 minutos) o con
formulas comerciales (Balbin & Mingala, 2017; Berriatua et al., 2003). La
reinfroduccion de los animales jévenes al rebano conlleva el riesgo de que éstos
sean infectados por otros animales, por lo que a partir de entonces, deben incluirse

en el monitoreo serolégico (Reina et al., 2009q).

Un programa de confrol adecuado debe contemplar conjuntamente la infecciéon
por SRLV en ovinos y en caprinos, con la finalidad de evitar la fransmisién cruzada

enfre especies (Brulisauer et al., 20095).

1.12. Diagnéstico

En la actualidad, el diagnéstico de la infeccidn con SRLV se lleva a cabo
principalmente mediante métodos seroldgicos, y la inmunodifusidon en gel de agar
(AGID) se susfituye cada vez mds por el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) como resultado de su mayor sensibilidad, objetfividad vy

automatizaciéon. A pesar de que el ELISA es generaimente una técnica mads
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sensible que la prueba de AGID para la deteccion de anticuerpos contra SRLV,
debe considerarse que para obtener una mayor sensibilidad en la prueba se
requiere la utilizacién de al menos un antigeno del core y un antigeno de la
envoltura viral (de Andrés et al., 2005). Los ELISAs indirectos y competitivos, se han
utilizado ampliamente para el diagndstico de la infeccion y en los programas de

erradicacion de los SRLV (Sanjosé et al., 2015).

Las pruebas seroldgicas suelen ser mds sensibles cuando se utilizan antigenos
provenientes de diferentes cepas virales (Grego et al., 2002). De igual maneraq, se
ha demostrado que con la combinacién de antigenos de diferente origen (TM/CA
o MA/CA), se tienen pruebas mas sensibles (Rosati et al., 2004; Tolari et al., 2013).
Ademds, los antfigenos derivados del genotipo A son mds propensos a detectar
antficuerpos de reaccién cruzada que los antigenos derivados del genotipo B o E
(Sanjosé et al., 2015). Sin embargo, se ha reportado que existen epitopos fipo-
especificos en MA y CA, por lo que pueden utilizarse como un marcador del
genotipo viral causante de la infeccién (Grego et al., 2002, 2005). Las limitaciones
de las pruebas seroldégicas monovalentes actuales pueden explicarse por la
variacion antigénicay la tasa de mutacion de los SRLV, asociada a la aparicion de
diferentes genotipos. El uso de péptidos sintéticos podria permitir el desarrollo de
pruebas de diagndstico a medida que se ajusten a los epitopos especificos del

genotipo viral bajo investigacion (Sanjosé et al., 2015).

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) permite el diagndstico
precoz, el genotipificado y la cuantificacion del material genético viral, pero se
emplea principalmente como prueba confirmatoria o con fines de investigacion,
ya que la heterogeneidad genética viral y la baja carga viral limitan su uso como

un ensayo de diagndstico comercial (Sanjosé et al., 2015).

Existen dos dificultades principales para el desarrollo de pruebas de PCR: la
variacion de las cepas de SRLV y la baja carga del virus in vivo. Las secuencias
diana para los iniciadores abarcan regiones en todo el genoma e incluyen a los
genes gag, pol, env y la LTR. Algunas regiones en los genes gag, pol y en la LTR
estdn mds conservadas en comparacién con el gen env, que tiene la mayor
variabilidad (de Andrés et al., 2005).
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Los monocitos de sangre periférica suelen utilizarse como las células diana para la
PCR. Sin embargo, dado que sélo alrededor de 1/10¢ de los leucocitos contienen
al virus, los ensayos de PCR pueden no amplificar el material genético viral porque
la cantidad de molde estd por debajo del limite de deteccidon del ensayo (de
Andrés et al., 2005). En general, las pruebas de PCR tienden a ser menos sensibles
que muchas pruebas de ELISA, aunque la PCR es capaz de detectar animales
infectados antes de la seroconversiéon, por lo que se sugiere que una combinacién
de serologia y PCR podria ser 6ptima para detectar animales infectados, utilizando
a la PCR en los animales seronegativos (Extramiana et al., 2002). Ademds, el
desarrollo de ensayos adaptados para cada regidon podria ayudar a resolver el
problema de las altas tasas de mutacion de estos virus, por lo que la secuenciacion
de los SRLV del drea geogrdfica de interés es un requisito previo para este enfoque
(de Andrés et al., 2005).

Las pruebas complementarias como el radioinmunoensayo (RIA), la
radioinmunoprecipitacion (RIPA) y el western blot (WB) son discriminadores Utiles
para los resultados indeterminados obtenidos en los andlisis de deteccidn, aunque
se debe tener cuidado al interpretar los resulfados, ya que no son verdaderos

métodos estandar para el diagndstico de SRLV (de Andrés et al., 2005).

1.13. Serotipificacion de SRLV

La serofipificacién es una herramienta que permite la clasificacion de
microorganismos con base en sus antigenos. En los lentivirus de pequenos rumiantes
el principio de esta manera de ftipificacién tiene su fundamento en estudios en los
que se han reportado epitopos tipo-especificos en antigenos codificados por el
gen gag, los cuales podrian utilizarse como indicadores del genotipo viral causante
de la infeccidn de acuerdo con la respuesta de anticuerpos dirigida de manera
especifica hacia los antigenos derivados de alguno de los genotipos (Grego et al.,
2002, 2005).

En este estudio se utilizd una prueba comercial de ELISA (Eradikit™ SRLV) que en

una primera placa evalla a las muestras de plasma sanguineo para identificar a
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los animales positivos a la infeccion por SRLV (screening). Los animales positivos en
esta primera fase son evaluados nuevamente en una segunda placa para
serofipificacion del virus infectante. La placa de screening estd sensibilizada con
tres péptidos recombinantes derivados de las proteinas de TM, MA y CA de los
genofipos A y B; mientras que la placa para serofipificacion estd sensibilizada sélo
con una subunidad recombinante de la CA que deriva de virus pertenecientes al
genotipo A o al genotipo B, lo que permite hacer la serotipificacion de las muestras
de acuerdo con su reactividad hacia el antigeno derivado del genotipo A o B. Esta
prueba de serotipificacion se basa en la existencia de un epitopo
inmunodominante de la cdpside en el que se han reportado diferencias en los
Ultimos 9 aminodcidos del extremo carboxilo ferminal en los genotipos A 'y B de
SRLV, siendo la secuencia de aminodcidos del péptido del genofipo A:
GNRAQKELIQGKLNEEAERWYRQNPPGPN vy la secuencia del péptido del genotipo B:
GNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPA (Grego et al., 2002).
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2. Justificacion

A pesar de que la infeccion por SRLV en ovinos y caprinos es reconocida en México
como endémica, son convenientes mds estudios acerca de los genotipos virales
que infectan a los rebanos del pais y de la eficiencia de las técnicas de
diagndstico. Eradikit™ SRLV es un kit comercial de ELISA que ofrece la tipificacion
de los SRLV con base en la respuesta de anticuerpos dirigida hacia alguno de los
tipos virales, en los que se han descrito epitopos especificos de genotipo en
antfigenos codificados por el gen gag, por lo que podrian utilizarse para fipificar al
genotipo viral infectante. Es de importancia conocer la eficiencia de la tipificacion
serologica como método de prediccion del genotipo viral y su implicacion
epidemioldgica en las infecciones causadas por SRLV en ovinos y caprinos de

México.
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3. Hipotesis

La tipificacion viral mediante una prueba comercial de ELISA puede compararse y
ser igualmente efectiva que la informacién obtenida a partir de la PCR -

secuenciacion de los SRLV que infectan a ovinos y caprinos en México.

27



4. Obijetivos

4.1. General

o Determinar la asociaciéon existente entre la tipificacion seroldgica y la

genética de SRLV en ovinos y caprinos infectados naturalmente en México.

4.2. Especificos

o Detectar la presencia de anticuerpos contra SRLV en ovinos y caprinos con

dos pruebas comerciales de ELISA.

o Tipificar al virus infectante con una prueba de ELISA comercial disenada

para la deteccion de los genotipos Ay B de SRLV.

o Detectar el genoma proviral de SRLV mediante PCR y secuenciar los
amplicones positivos obtenidos a partir de ADN de leucocitos de sangre

periférica de ovinos y caprinos.

o Compararlos resultados de tipificacion por serologia con los obtenidos de la

caracterizacion genética mediante PCR.
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5. Materiales y métodos

5.1. Animales de estudio

Se realizé un muestreo por conveniencia en diferentes relbanos de ovinos y caprinos
de 12 estados del pais. Se incluyeron un total de 1006 ovinos y 934 caprinos.
Adicionalmente, se incluyeron 255 ovinos procedentes de 5 rastros del Estado de
México, con edad mayor a 2 anos, sin distincidon de sexo y raza, con algun signo
clinico sugerente de la infeccién por SRLV (cuadro 1). Este proyecto fue aprobado
por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion,
CICUAE - FESC con la clave C18_13.

Cuadro 1. Rastros de los que proceden las muesiras colectadas de sangre

completa y tejidos de ovinos.

Rastro NUmero de ovinos

Capulhuac, Estado de México. 11

Coyotepec, Estado de México. 66
“El Rojo”, Texcoco, Estado de México. 50
San Lorenzo, Cuautitlan Izcalli, Estado de México. 113
San Lorenzo (T.I.F.), Cuautitlan Izcalli, Estado de México. 15
Total 255

5.2. Coleccién de muestras

Se obtuvo sangre completa por puncidon de la vena yugular utilizando tubos
estériles con heparina de litio/sodio (BD Vacutainer®, México) y aguja calibre 21
(BD, México). En el caso de los ovinos de rastro, una vez sacrificados se colectaron
muestras de pulmon, gldndula mamaria, higado, rindn y bazo, mismas que se fijaron
en formol amortiguado al 10%. Las muestras de tejidos pertenecientes a animales

seropositivos se procesaron para su posterior andlisis histopatolégico.
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5.3. Procesamiento de las muestras sanguineas

Las muestras sanguineas se centrifugaron a 2500 rom durante 15 minutos para
separar al plasma de la fraccidon celular. Los leucocitos de sangre periférica se
obtuvieron mediante la lisis de eritrocitos (Anexo 1). El plasma vy los leucocitos de

sangre periférica se colectaron en microtubos de 1.5 mL y se conservaron a -70°C.

5.4. Deteccion de anticuerpos contra SRLV

Para detectar la presencia de anficuerpos en los animales se ufilizaron las pruebas
de ELISA comercial: Small Ruminant Lentivirus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD™,
USA) y Eradikit™ SRLV Screening (In3 Diagnostic, Italia), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La prueba de VMRD™ es un ELISA de tipo competitivo basado en
la proteina SU de una cepa fipo CAEV. La prueba de Eradikit™ SRLV Screening es
un ELISA de fipo indirecto que estd basada en péptidos de TM, MA y CA del
genotipo A (tipo VMV) y del genotipo B (tipo CAEV).

5.5. Seroftipificacion

Las muestras de plasma positivas en la prueba de ELISA indirecto (Eradikit™ SRLV
Screening, In3 Diagnostic, Italia) se evaluaron posteriormente con Eradikit™ SRLV
Genotyping (In3 Diagnostic, Italia), que se basa en una subunidad de la CA del

genotipo A o del genotipo B, lo que permite la tipificacién seroldgica.

5.6. Extiraccion de ADN

Se extrajo el ADN total a partir de los LSP y de los tejidos embebidos en parafina de
las muestras de animales seropositivos, usando el kit comercial FavorPrep™ Tissue
Genomic DNA Extraccion Mini Kit (Favorgen®, Taiwdn), siguiendo las instrucciones
del fabricante. El ADN se cuantificd a la longitud de onda de 260-280 nm en el
espectrofotbmetro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific, USA). El ADN obtenido se

almacend a -70°C hasta su uso.

5.7. Diseno de iniciadores

Se disenaron cuatro parejas de iniciadores para amplificar una regién del gen gag

mediante PCR anidada. Dos parejas de iniciadores se basaron en secuencias de
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SRLV disponibles en el GenBank correspondientes al genotipo A, mientras que las
otras dos parejas de iniciadores se basaron en secuencias del genotipo B (cuadro
2).

Cuadro 2. Iniciadores diseiiados por genotipo (A y B) para amplificar una region en
el gen gag de los SRLV mediante PCR anidada.

Iniciador Secuencia 5’ -3’ Posicion ¢ Tamano del
producto

GAG AFW1 AGCAAGGCTCAAAGGAGAA 513 - 531

733 pb
GAG ARV1 GITTGTICCTACTCCCATTATITG 1223 — 1245
GAG AFW2 GGGAATTGTCTATGGGCATT 617 — 636

578 pb
GAG ARV2 GGATTTTIGTCTTACCCACCT 1175-1194
GAG B FW1 GICTITACAGGCCACATTAGC 784 — 804

783 pb
GAGBRV1 TCITCCACACTAGCCIGITG 1547 — 1566
GAGBFW2 TGCAAACAGTAGCAATGCA 1008 — 1026

529 pb
GAGBRV2 CCTAGTACTCTATCCATCTGCT 1515- 1536

a Posiciones basadas en la secuencia EV1 (S51392.1) para el genotipo A y en la
secuencia CAEV-CO (M33677.1) para el genotipo B.

5.8. Reaccion en cadena de la polimerasa

La deteccion del genoma proviral se realizd mediante dos PCR anidadas que
amplifican una region parcial del gen gag. La primera para deteccion del genotipo
Ay la segunda para deteccidon del genotipo B a partir del ADN exiraido de los LSP
y de los tejidos embebidos en parafina de animales cuyo plasma habia sido
evaluado previamente en la seroftipificacion con Eradikit™. Para la deteccién de
genotipo A se utilizaron los iniciadores GAG A FW1 y GAG A RV1 para obtener el
primer producto de 733 pb. El segundo producto de 578 pb se obtuvo en la
segunda reaccion (anidada) con los iniciadores GAG A FW2 y GAG A RV2. Para
detectar el genotipo B se utilizaron los iniciadores GAG B FW1 y GAG B RV 1 para
obtener el primer producto de 783 pb. El segundo producto de 529 pb se obtuvo
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en la segunda reaccion (anidada) con los iniciadores GAG B FW2 y GAG B RV2.
Como control positivo se utilizd ADNc retrotranscrito obtenido a partir del ARN de
sobrenadante de cultivos celulares de membrana sinovial de feto caprino
infectados con la cepa EV1 (subtipo Al) y con la cepa FESC - 752 (subtipo B1). Se
utilizd la siguiente mezcla de reaccion: Buffer 1X (AMPLIQON, Dinamarca), 2.5 mM
de MgCl2 (AMPLIQON, Dinamarca), 230 uM de dNTPs (Kapa Biosystems), 600 nM de
cada iniciador, 5 U de Tag DNA polimerasa (AMPLIQON, Dinamarca) y 0.7 ug de
ADN por reaccion en un volumen final de 25 ul. Las condiciones de amplificacién
fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 minutos, seguidos por 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 40 segundos, alineamiento segun la pareja de
iniciadores utilizados, extension a 72°C por 50 segundos y extension final a 72°C

durante 5 minutos (cuadros 3-6).

Cuadro 3. Condiciones finales establecidas para la primera reaccion de la PCR
gag, genotipo A.

Reactivos Condiciones

« Agua grado biologia

TielEUC Desnaturalizacion inicial: 95°C / 5 min (1 ciclo)

+ Buffer 1X

0 WIGICHE 2o Desnaturalizacion: 95°C / 40 seg

*  dNTPs: 230 uM Alineamiento: 47 °C / 40 seg 45 ciclos

* Iniciadores: 600 nM c/u Extension: 72 °C / 50 seg

* Tag polimerasa: 5U

° ADNEAUnG Extension final: 72 °C / 5 min (1 ciclo)

Volumen de reaccion: 25 i
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Cuadro 4. Condiciones finales establecidas para la segunda reaccién (anidada)

de la PCR-gag, genotipo A.

Reactivos

e Agua grado biologia

molecular
+ Buffer 1X
« MgCl2: 2.5 mM
*  dNTPs: 230 uM
* Iniciadores: 600 nM c/u
+ Taqg polimerasa: 5 U
* Reaccion anterior: 5 i

Volumen de reaccion: 25 yl

Condiciones

Desnaturalizacion inicial: 25°C / 5 min (1 ciclo)

Desnaturalizacion: 95°C / 40 seg

Alineamiento: 47 °C / 40 seg 45 ciclos

Extension: 72 °C / 50 seg

Extension final: 72 °C / 5 min (1 ciclo)

Cuadro 5. Condiciones finales establecidas para la primera reacciéon de la PCR-

gag, genotipo B.

Reactivos

e Agua grado biologia

molecular
» Buffer 1X
+ MgCl2: 2.5 mM
* dNTPs: 230 uM
* Iniciadores: 600 nM c/u

+ Taqg polimerasa: 5 U

ADN: 700 ng

Volumen de reaccion: 25

Condiciones

Desnaturalizacion inicial: 25°C / 5 min (1 ciclo)

Desnaturalizacion: 95°C / 40 seg

Alineamiento: 48 °C / 40 seg 45 ciclos

Extension: 72 °C / 50 seg

Extension final: 72 °C / 5 min (1 ciclo)
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Cuadro 6. Condiciones finales establecidas para la segunda reaccién (anidada)
de la PCR-gag, genotipo B.

Reactivos Condiciones

« Agua grado biologia

TielEUC Desnaturalizacion inicial: 95°C / 5 min (1 ciclo)

» Buffer 1X

v g 28 Desnaturalizacién: 95°C / 40 seg

*  dNTPs: 230 uM Alineamiento: 50 °C / 40 seg 45 ciclos

* |niciadores: 600 nM c/u Extension: 72 °C / 50 seg

* Tag polimerasa: 5U

v [Regecion elmisier: 91 Extension final: 72 °C / 5 min (1 ciclo)

Volumen de reaccion: 25

5.9. PCR-SDHA

Para evaluar la integridad del ADN de las muestras negativas en las pruebas de la
PCR - gag, se probaron con una PCR para deteccién de un sesgmento del gen de
la succinato deshidrogenasa (SDHA), ufilizando los iniciadores SDHA — FW (5'-
CATGGAGGAGGACAACTG-3') y SDHA — RV (5'-TGGTAGATCTTCCCATCTIC-3’)
para obtener un producto de 348 pb. Se utilizd la siguiente mezcla de reaccion:
Buffer 1X (AMPLIQON, Dinamarca), 1.5 mM de MgClz (AMPLIQON, Dinamarca), 230
MM de dNTPs (Kapa Biosystems), 600 nM de cada iniciador, 5 U de Tag DNA
polimerasa (AMPLIQON, Dinamarca) y 0.3 ug de ADN por reaccién en un volumen
final de 25 pl. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a
95°C durante 5 minutos, seguidos por 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 40
segundos, alineamiento a 53°C por 35 segundos, extension a 72°C por 40 segundos

y extension final a 72°C durante 5 minutos (cuadro 7).
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Cuadro 7. Condiciones finales establecidas para la PCR - SDHA.

Reactivos Condiciones

« Agua grado biologia

T SEUET Desnaturalizacion inicial: 95°C / 5 min (1 ciclo)

» Buffer 1X

0 WG 29 Desnaturalizacion: 95°C / 40 seg

*  dNTPs: 230 uM Alineamiento: 53 °C / 35 seg 45 ciclos

* Iniciadores: 600 nM c/u Extension: 72 °C / 40 seg

+ Taqg polimerasa: 5 U

© ADNFIUng Extension final: 72 °C / 5 min (1 ciclo)

Volumen de reaccion: 25

5.10. Electroforesis

Los productos de la PCR se cargaron en geles de agarosa al 1.5% y se corrieron con
TAE 1X a 110 Volts durante 1 hora. Los geles se tineron con bromuro de etidio (5
Hg/ml) y se observaron en el transiluminador (UVP, M-20E, USA). Las bandas de los
amplicones positivos se cortaron con una navaja de bisturi para su posterior

purificacion.

5.11. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

La purificaciéon de los amplicones se realizd con el kit comercial FavorPrep™ GEL /
PCR Purification Kit (Favorgen, Taiwdn) siguiendo las indicaciones del fabricante.
5. 12. Secuenciacion y andlisis de secuencias

Los amplicones purificados se enviaron para su secuenciacion mediante el método
de Sanger al Laboratorio de Bioquimica Molecular de la Unidad de Biotecnologia
y Prototipos (UBIPRO) ubicado en la FES-Iztacala, UNAM. Las secuencias obtenidas

se analizaron con herramientas bioinformdaticas.
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6. Resultados

6.1. Deteccion de anticuerpos con dos pruebas comerciales de ELISA

De los 1006 ovinos evaluados, con el ELISA VMRD™, se detectaron 129 seropositivos
(12.8%) y 877 seronegativos (87.2%); mientras que con el ELISA Eradikit™ SRLV
Screening, se detectaron 102 seropositivos (10.1%) y 904 seronegativos (89.9%). Del
total de ovinos evaluados (n= 1006), 79 animales resultaron discordantes entre
ambas técnicas, 53 se detectaron como seropositivos con el ELISA VMRD™ vy
seronegativos con el ELISA Eradikit™; y 26 se detectaron como seropositivos con el
ELISA Eradikit™y seronegativos con el ELISA VMRD™ (cuadro 8). De los 934 caprinos
evaluados, con el ELISA VMRD™, se detectaron 373 seropositivos (39.9%) y 561
seronegativos (60.1%); mientras que con el ELISA Eradikit™ SRLV Screening, se
detectaron 316 seropositivos (33.8%) y 618 seronegativos (66.2%). Del total de
caprinos evaluados (n= 934), 85 animales resultaron discordantes entre ambas
técnicas, 71 se detectaron como seropositivos con el ELISA VMRD™ y seronegativos
con el ELISA Eradikit™; y 14 se detectaron como seropositivos con el ELISA Eradikit™
y seronegativos con el ELISA VMRD™ (cuadro 9). Se calculé el coeficiente kappa
de Cohen, obteniéndose un valor de 0.767, por lo que la concordancia entre

ambas pruebas de ELISA fue considerable.

Cuadro 8. Ovinos seropositivos a la infeccion por SRLV evaluados con dos pruebas
comerciales de ELISA (VMRD™ y Eradikit™ SRLV Screening).

Ovinos (n = 1006)
VMRD ERADIKIT
Positivos Negativos Positivos Negativos
129 877 102 904
Discordantes: 79
VMRD ( +) / ERADIKIT ( -) ERADIKIT(+)/ VMRD ( -)

53 26
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Cuadro 9. Caprinos seropositivos a la infeccion por SRLV evaluados con dos
pruebas comerciales de ELISA (VMRD ™ y Eradikit™ SRLV Screening).

Caprinos (n = 934)
VMRD ERADIKIT
Positivos Negativos Positivos Negativos
373 561 316 618
Discordantes: 85
VMRD ( +) / ERADIKIT ( -) ERADIKIT(+)/ VMRD ( -)

71 14

Los 255 ovinos procedentes de cinco rastros del Estado de México se evaluaron con
el ELISA Eradikit™ SRLV Screening, detectando a dos animales seropositivos (0.78%).
Las muestras de tejido colectadas de estos ovinos se procesaron para su posterior

andlisis histopatoldgico.

6.2. Serotipificacion

Las muestras de plasma sanguineo de 102 ovinos y 168 caprinos detectados
previamente como positivos a la infeccidén con el ELISA Eradikit™ SRLV Screening,
se evaluaron enla fase de serotipificacion con el ELISA ERADIKIT™ SRLV Genotyping.
De los 102 ovinos evaluados, 32 fueron positivos al serotipo A, 10 al serotipo B, 4 a
ambos seroftipos, por lo que se consideraron como coinfectados y 56 no fueron
positivos a ninguno de los serotipos, por lo que se categorizaron como
indeterminados (figura 4). De los 168 caprinos evaluados, 7 fueron positivos al

serofipo A, 55 al serotipo B, 68 coinfectados y 38 indeterminados (figura 5).

37
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Figura 4. Frecuencia de los serotipos en 102 ovinos evaluados con una prueba comercial

de ELISA (Eradikit™ SRLV Genotyping). Serotipo A (amairillo), serotipo B (azul), coinfeccién
(verde) e indeterminado (rayado).

mSerotipo A mSerotipoB  mCoinfeccién  #Indeterminado

80

68
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Figura 5. Frecuencia de los serotipos en 168 caprinos evaluados con una prueba comercial

de ELISA (Eradikit™ SRLV Genotyping). Serofipo A (amarillo), serotipo B (azul), coinfeccién
(verde) e indeterminado (rayado).
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6.3. PCR-gag

De los 102 ovinos tipificados previamente mediante serologia con ERADIKIT™ SRLV
Genotyping, se evaluaron 66 por PCR, en los que se incluyeron 16 que habian
resultado positivos al serotipo A, 7 al serotipo B, 2 coinfectados y 41 indeterminados;
mientras que de los 168 caprinos previomente seroftipificados, se evaluaron 81
mediante PCR, en los que se incluyeron 3 que habian resultado positivos al serotipo
A, 28 al serotipo B, 38 coinfectados y 12 indeterminados. El ADN extraido de los LSP
delos 66 ovinos y los 81 caprinos serotipificados se evalio con ambas PCR anidadas
para la deteccion de los genotipos Ay B (PCR-gag A y PCR-gag B) (figuras 6y 7).
De los ovinos evaluados por PCR, 33 resultaron positivos a la PCR-gag A, 5 a la PCR-
gag By 2 a ambas pruebas. De los caprinos evaluados por PCR, 14 fueron positivos
alaPCR-gag A, 12ala PCR-gag By 3 a ambas pruebas (cuadro 10). El ADN extraido
de los LSP de los animales negativos a ambas PCR para deteccién de genotipos
(PCR-gag Ay PCR-gag B) se evalto con la PCR - SDHA (gen constitutivo), en la que
todas las muestras resultaron positivas, corroborando la integridad del ADN (figura
8).

Mpb C(¥) M1 M2 M3 M4 C(-)

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR-gag A. El producto
esperado es era de 578 pb. Mpb = Marcador de pares de bases. C = Controles. M1-M4 =
Muestras.
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Mpb C(+) M1 M2 M3 M4 M5 C(-)

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR-gag B. El producto
esperado era de 529 pb. Mpb = Marcador de pares de bases. C = Controles. M1-M5 =

Muestras.

Mpb M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR - SDHA. El producto
esperado era de 348 pb. Mpb = Marcador de pares de bases. M1-M7= Muestras negativas
ala PCR -gag.

Cuadro 10. Resultados de la PCR para la deteccion de los genotipos A y B.

PCR-gag Genotipo A GenotipoB Genotipo AyB Negativos Total
Ovinos 33 5 2 26 66
Caprinos 14 14 3 50 81

Total 47 19 5 76 147



6.4. Especificidad de los iniciadores de la PCR - gag

El diseno de los iniciadores utilizados en la PCR - gag se basd en secuencias
pertenecientes al genotipo A (PCR — gag A) o al genotipo B (PCR - gag B). Los
iniciadores se alinean en diferentes posiciones genéticas de los SRLV de referencia
(figura 9), por lo que el tamano de los productos de PCR fue diferente en ambos
casos: 578 pb para los obtenidos del genotipo Ay 529 pb para los obtenidos del
genotipo B. Esto pudo corroborarse mediante la secuenciaciéon de los productos
obtenidos a partir de ambas PCR. De las 25 secuencias obtenidas de la PCR - gag
Ay de las 12 secuencias de la PCR — gag B, el 100% correspondié a genotipo Ay B
respectivamente, tanto en ovinos como en caprinos; incluso en las coinfecciones,
en las que fue posible obtener secuencias pertenecientes a ambos genotipos (A'y
B) a partir de la misma muestra (figura 10). Adicionalmente, al hacer una busqueda
BLAST de las secuencias de nucledtidos de los iniciadores, no se encontrd similitud

al 100% con secuencias que no fueran homaologas a las de SRLV.

| | | 1 1
AAGGGAATTGTCTATGGGCATTAAAAACCAGCAACTGCAAACAGTGGCAATGCAGC

GAG Al M10608 Icelandic LV1-1

GAG Al LO6906 RV 1772 AAGGGAATTGTCTATGGGCATTAAAAACCAGCAACTGCAAACAGTGGCAATGCAGC
GAG Al MG0610 Toslandic 1514 AAGGGAATTGTCTATGGGCATTAAAAACCAGCAACTGCAAACAGTGGCAATGCAGC
GAG AT EVL AAGGGAACTGTCTATGGGCATTAARAACCAGCAATTGCAAACTGTGGCTATGCAGC
GAG Al M34193 SA-OMVYV O M316 ‘AGGGAACTGTCTATGGGCCTTAAAAACCAGCAGCTGCAAACAGTAGCAATGCAGC
GAG A2 85/34 USA Armada Comple >AGGGAACTGTCTATGGGCATTAAAAACCAACAGCTGCAAAATGTAGCAATGCAGC
GAGC Al AFA79638 PLOLV AAGGGAACTGTCTATGGGCATTAAAAACCAGCAGCTACAAACTGTAGCCATGCAGC
GAG Ad SRLV Aislado caprino Sh AGGGAATTGTCTATGGGCATTAAAGACCAACAATTGCAAACAGTAGCAATGCAAC
GAG A3 HQB48062 697 AAGGGAATTGTCTATGGGCT TTAAAAAC CAGCAGCTGCAAACAGTGGCAATGCAGC
Gag Fw 2 A -~ GGGAATTGTCTATGGGCAT T~~~ ————— = ————— === ===
GAG Bl NC 001463 (M33677) Cepa >AGGAAATTGTTTATGGTGCCTTAAAACCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGC
GAG Bl HMDL0570 FESC-752 AAGGAAATTGTGTATGGTGCCTTAAGACCAACAACTGCAAACAGTAGCAATGCAAC
GAG Bl AY500630 Cansu AAGGAAATTGTTTATGGTGCCTTAAAACCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGC
GAG B2 FJ195346 496 AAGGAAATTGTTTGTGGTGCCTCAAGACCAGCAATTGCAAACAGTAGCAATGCAAC
GAG Bl GUL20138 Shanxi AAGGAAATTGTTTATGGTGCCTTAAAACCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGC
Gag Fw 2 B e TGCAAACAGTAGCAATGCA -

| 7|30 \ 7|40 | 1080 1070 1080

GAG Al M10608 Icelandic LV1-1 AGAAAGGTGGGTAAGACAAAATCCACC CAAAAGCAGATGGATAGGACATTGGGGAC
GAG Al LO6906 RV 1772 AGAAAGGTGGGTAAGACAAAATCCACC CAAAAGCAGATGGATAGGACATTGGGGAC
GAG Al M60610 Icelandic 1514 AGAAAGGTGGGTAAGACAAAATCCACC CAAAAGCAGATGGATAGGACATTGGGAAC
GAG AT EV1 AGAAAGATGGGTAAGGCAGAATCCGCC CAAAAGCAAATGGACAGAGTCTTGGOAAL
GAG Al M34193 SA-OMVV O M316 AGAAAGGTGGGTAAGGCAGAATCCCCC CAAAAACAAATGGACAGAGTOTTAGGGAC
GAG A2 85/34 USA Armada Comple GGAGAGATGGGTAAGGCAGAATCCCCC CAAAAACAAATGGACAGAGTGTTAGGAAC
GAG Al AF479638 P10LV AGAGAGATGGGTGAGGCAAAACCCA- - CAAAAACAAATGGACAGAGTGT TAGGGG
GAG A4 SRLV Aislado caprino Sh AGAGAGGTGGGTAAGACAAAATCCAGC CAGAAGCAAATGGACAGAACGCTAGGAAC
GAG A3 HQB48D62 697 AGAGAGATGGGTGAGGCAGAATCCACC CAGAAACAAATGGACAGGGTATTAGGCAC
Gag Rv 2 A ———~AGGTGGGTAAGACAAAATCC -~ — o
GAG Bi NC_001463 (M33677) Cepa AGAAAGGTCGACAAGGAATAATCCACC CAGAAGCAAATGGATAGAACACTAGGACI
GAG Bl HM210570 FESC-752 AGAAAGGTGGAGAAGGAACAATCCACC CAGAAGCAGATGGATAGAGTACTAGGCCE
GAG B1 AY900630 Gansu AGAAAGGTGGAGAAGAAATAATCCACC CAAAAGCAAATGGATAGAGTACTAGGACE
GAG B2 FJ195346 496 AGAAAGGTGGAGAAGAAACAATCCACC CAAAAGCAAATGGATAGAGTACTAGGACE

GAG Bl GU120138 Shanxi
Gag Rv 2 B

AGAAAGGTGGAGAAGAAATAATCCACC CAAAAGCAAATGGATAGAGTACTAGGAC!
——————————————————————————— -~~~ AGCAGATGGATAGAGTACTAGG - -

Figura 9. Alineamiento de los iniciadores utilizados en la PCR-gag Ay en la PCR - gag B
con las secuencias de referencia de los genotipos A y B. En el alineamiento superior se
muestran los iniciadores sentido (Fw) y en el alineamiento inferior se muestran los iniciadores
antisentido (Rv).
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

it Alignments - Downloac GenBank Graphics Distance free of results Lol

A Description sr\gg:; ;’;1 S;J\?e“r" vaI\Eue Ident | Accession
O visna/maedi virus isolate 6-19 gag protein (gag). gene, partial cds 763 763 100% 0.0 93% KC155804.1
[0 visna/maedi virus isolate 6-17 gag_protein (gag).gene, partial cds 758 758 100% 0.0 93% KC155802.1
[0  visna/maedi virus isolate 6-14 gag protein (gag) gene, partial cds 736 736 100% 0.0 92% KC155799.1
O visna/maedi virus isolate 6-8 gag. protein (gag) gene, partial cds 736 736 100% 0.0 92% KC155794.1
[0 visna/maedi virus isolate 6-20 gag_protein (gag).gene, partial cds 730 730 100% 0.0 92% KC155805.1
[0 visna/maedi virus isolate 6-16 gag protein (gag) gene, partial cds 730 730 100% 0.0 92% KC155801.1
O visna/maedi virus isolate 6-15 gag_protein (gag).gene, partial cds 730 730 100% 0.0 92% KC1585800.1

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

it Alignments | Downloac GenBank Graphics Distance tree of results Ee
Description ST;];} ;:;1 S{;}fg vaI\Eue Ident | Accession
[0 Small ruminant lentivirus strain FESC-752, complete genome 746 746 100% 0.0  99% HM210570.1
O Small ruminant lentivirus strain 5-13 gag protein gene, partial cds 652 652 100% 0.0 95% KJ641335.1
(D Caprine arthritis encephalitis virus isolate CAN_9-11CAEV gag protein gene, partial cds 652 652 100% 0.0 95% KC241941.1
(D Caprine arthritis encephalitis virus isalate CAN_8-8CAEV gag protein gene, partial cds 652 652 100% 0.0 95% KC241936.1
O Small ruminant lentivirus strain 18E-MG/Br gag protein gene, partial cds 646 646 100% 0.0 94% KF861558.1
[J Small ruminant lentivirus strain 17E-MG/Br gag protein gene, partial cds 646 646 100% 0.0 94% KF861554.1
D Small ruminant lentivirus strain 16-21 gag_protein-like gene, partial sequence 643 643 100% 2e-180 94% KJ641360.1

Figura 10. Resultados de la biusqueda BLAST de las secuencias nucleotidicas obtenidas a
partir de un ovino positivo a ambos genotipos en la PCR - gag. Los resultados del
alineamiento de la secuencia obtenida de la PCR - gag A se muestran en la parte superior
(A), mientras que los resultados del alineamiento de la secuencia obtenida de la PCR - gag
B se muesiran en la parte inferior (B).

6.5. Comparacion entre seroftipificacion y genotipificacion de SRLV

Al hacer la comparativa entre los resultados de la genotipificacion de SRLV
mediante PCR con los de la fipificacion por serologia, se consideraron ademdas de
los resultados obtenidos en la PCR — gag para deteccidon de los genotipos Ay B
(cuadro 10), los generados por PCR - secuenciaciéon de la regién V4 del gen env
(Gonzdlez, 2018), para las muestras que no lograron amplificarse en la PCR - gag.
Se encontré que de 35 ovinos detectados por PCR como genotipo A, sélo 10
coincidieron con el resultado de seroftipificacion, de los 25 restantes, 24 fueron
indeterminados y 1 habia resultado como coinfectado en la prueba serolégica. De

8 ovinos detectados por PCR como genotipo B, 3 coincidieron con el resultado de
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serotipificacion, de los 5 restantes, 2 resultaron serotipo Ay 3 fueron indeterminados
en la prueba de ELISA. De 2 ovinos detectados como coinfectados por PCR,
ninguno coincidié con el resultado de serotipificacion, ya que uno habia resultado
serofipo B y el otro fue indeterminado en la prueba de ELISA (cuadro 11). Por otfra
parte, de 15 caprinos detectados por PCR como genotipo A, ninguno coincidid
con los resultados de serofipificacion, ya que 4 resultaron serotipo B, 10
coinfectadosy 1 indeterminado con la prueba de ELISA. De 34 caprinos detectados
por PCR como genotipo B, 11 coincidieron con el resultado de serotipificacion, de
los 23 restantes, 1 resultd serotipo A, 13 coinfectados y 9 indeterminados en la
prueba serolégica. De 3 caprinos detectados como coinfectados por PCR, 1
coincidié con el resultado de serotipificacion y 2 resultaron serotipo B (cuadro 12).
Es asi como de manera general, considerando a ambas especies, coincidieron 25

resultados de 97 (25.7%) en ambas técnicas.

Cuadro 11. Comparacion de los resultados de tipificacion serolégica y genética de

SRLV en ovinos.

PCR

Genotipo A Genotipo B Coinfeccidn Total
ELISA gag env gag env gag env
Serotipo A 9" 1" 1 1 - - 12
Serotipo B - - 3 - 1 - 4
Coinfeccién 1 - - - - - 1
Indeterminados 24 - 1 2 1 - 28
Total 35 8 2 45

gag: Resultados positivos en la PCR — gag; env: Resultados de PCR - secuenciacion de la
regién V4 del gen env. "Resultados que coinciden en ambas técnicas.
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Cuadro 12. Comparacion de los resultados de tipificacion serolégica y genética de

SRLV en caprinos.

PCR
Genotipo A Genotipo B Coinfeccién | Total
ELISA gag env gag env gag env
Serotipo A - - - 1 - - 1
Serotipo B 4 - 6 5 2 - 17
Coinfeccién % 1 5 8 1 - 24
Indeterminados 1 - 3 6 - - 10

Total 15 34 3 52

gag= Resultados positivos en la PCR — gag; env= Resultados de PCR - secuenciacion de la
region V4 del gen env. "Resultados que coinciden en ambas técnicas.

6.6. Secuenciacion

De las 71 muestras positivas en la PCR - gag, se obtuvieron 37 secuencias
nucleotidicas; 25 del genotipo Ay 12 del genotipo B, a partir de las cuales se hizo
la deduccion a aminodcidos (figuras 11 y 12) para comparar un epitopo
inmunodominante de la cdpside, en el que se ha reportado diferencia entre los
genotipos Ay B en los Ultimos 9 aminodcidos del extremo carboxilo terminal. De las
25 secuencias correspondientes al genotipo A, 5 de ellas, pertenecientes a ovinos
(ovinos 16 — 20) mostraron variabilidad en la secuencia de aminodcidos con
respecto al péptido de referencia. Las secuencias de los ovinos 16 — 19 presentan
un cambio en la posicion 12 del péptido de K (lisina) a R (arginina). En el ovino 20,
la secuencia presenta un cambio en la posicion 24 del péptido N (asparagina) a D
(aspartato). El resto de las secuencias no mostrd variabilidad con respecto al
péptido de referencia del genotipo A hasta la posicidon 24, debido a que los
nucledtidos que codifican a los Ultimos 5 aminodcidos del extremo carboxilo
terminal no fueron secuenciados (figura 11). No se encontrd un patrén diferente en
las secuencias de aminodcidos que pudiera relacionarse con el resultado obtenido

en la prueba de serotipificacion.
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10 20

e e L
Péptido A NRAQKELIQGKLNEEAERWVRONPPGPN
Ovino 1 (B) i
Ovino 2 (a) e D
Ovino 3 (Aa) e
Ovino 4 (A) S il
Ovino 5 (A) i
Ovino 6 (I) R el
Ovino 7 (I) S el
Ovino 8 (I) o
Ovino 9 (I) S il
Ovino 10 (I) e D
Ovino 11 (I) e
Ovino 12 (I) e il
Ovino 13 (I) e
Ovino 14 (I) S il
Ovino 15 (I) e
Ovino 16 (A) e e e e R............————-
Ovino 17 (C) e e e e R............————-
Ovino 18 (I) e e R............—=—=—=—=
Ovino 19 (I) e e e e R............——=——=
Ovino 20 (I) e e e e e e e e e e e e e D-—-—--
Caprino 1 (B) e e e e e e e e e e e e e e e
Caprino 2 (B) e et ettt ettt e, mm———
Caprino 3 (B) e it
Caprino 4 (B) S il
Caprino 5 (I) e

Figura 11. Comparacién de la secuencia de aminodcidos del péptido de referencia K1514,
correspondiente al genotipo A (Grego ef al., 2002), con las secuencias obtenidas a partir
de muestras de ovinos y caprinos positivos a la PCR - gag A. Se muestra una regién de la
cdpside en la que existen diferencias de acuerdo con el genotipo. Entre los paréntesis se
indica el resultado obtenido en la prueba de serotipificacion; A: serotipo A; B: serotipo B; C:
coinfeccién; I: indeterminado.
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De las 12 secuencias correspondientes al genotipo B, 4 de ellas mostraron
variabilidad en la secuencia de aminodcidos con respecto al péptido de
referencia, una perteneciente a un ovino y tres pertenecientes a caprinos. El ovino
5 presentd un cambio en la posicion 29 del péptido de A (alanina) a Q (glutaminal);
el caprino 1 presentd dos cambios, uno en la posicion 19 de R a Ny el segundo en
la posicion 23 de N a H; el caprino 2 presentd dos cambios, uno en la posicidén 19
de Ra Ny el segundo enla posicidn 28 de P a Q; y el caprino 3 presentd un cambio

en la posicion 28 de P a Q (Figura 12).

10 20

B L T I
Péptido B NRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPP
Ovino 1 (B) e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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Figura 12. Comparacion de la secuencia de aminodcidos del péptido de referencia It — 128,
correspondiente al genotipo B (Grego et al., 2002), con las secuencias obtenidas a partir de
muestras de ovinos y caprinos positivos a la PCR - gag B. Se muestra una regién de la
cdpside en la que existen diferencias de acuerdo con el genotipo. Entre los paréntesis se
indica el resultado obtenido en la prueba de serofipificacion; A: serotipo A; B: serotipo B; C:
coinfeccién; I: indeterminado.
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6.7. Arbol filogenético

Se construyd un drbol filogenético con las secuencias nucleotidicas de SRLV
obtenidas de ovinos y caprinos mediante inferencia bayesiana (MrBayes),
utilizando el programa Geneious 11.1.4. Se incluyeron las secuencias de referencia
disponibles en el GenBank. Del genotipo A: P1IOLV (AF479638.1) de Portugal; LV1-1
(M10608.1), KV1772 (L06906.1) y 1514 (M60610.1) de Islandia; SA-OMVV (M34193.1)
de Suddfrica; EV1 (S51392.1) de Reino Unido; 85/34 (AY101611.1) de Estados Unidos;
6-17 (KC155802.1), 6-19 (KC155804.1), 19-6 (KJ641278.1) y O23F-18 (HQ158134.1) de
Canadd; 697 (HQ848062.1) de Espana y A4 (AY445885) de Suiza. Del genotipo B:
CAEV-CO (M33677.1) de Estados Unidos; Shanxi (GU120138.1) y Gansu (AY200630.1)
de China; FESC-752 (HM210570.1) de México; 496 (FJ195346.1) de Espana; Fonni
(JF502416.1) y Volterra (JF502417.1) de Italia. Del genotipo C: 1GA (AF322109.1) de
Noruega. Del genotipo E: Roccaverano (EU293537.2) y Seui (GQ381130.1) de Italia.
Las secuencias obtenidas en este estudio procedentes de ovinos del genotipo A,
se agruparon en su mayoria con las secuencias de referencia del subtipo A2 de
Canadd (6-17, 6-19, 19-6 y O23F-18). Las secuencias de caprinos del genoftipo A, asi
como dos secuencias obtenidas de tejidos de ovinos de rastro (gldndula mamaria
y bazo), se agruparon con el subtipo A1 de Reino Unido (EV1). Las secuencias de
ovinos y caprinos del genoftipo B tendieron a agruparse con el subtipo B1 (figura
13).
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Figura 13. Arbol filogenético construido con las secuencias nucleotidicas obtenidas de una
region parcial del gen gag. Se muestran los valores de Bootstrap como soporte estadistico
entre las ramas principales. Las secuencias obtenidas en este estudio se indican en color
verde para ovinos y en azul para caprinos. Después de la clave de identificacion de los
animales se indica el estado del pais al que pertenecen (BCS: Baja California Sur; COA:
Coahuila; GTO: Guanajuato; HGO: Hidalgo; MEX: México; QRO: Querétaro; SON: Sonora;
VER: Veracruz). Las secuencias de referencia se muestran en varios colores de acuerdo con
el genotipo. En amairillo las pertenecientes al genotipo A, en rojo las del genotipo B, en
morado la del genotipo C y en rosa las del genotipo E.
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6.8. Histopatologia

Los tejidos de los 6rganos colectados de los dos ovinos seropositivos procedentes
de rastro se procesaron para el andlisis histopatolégico, encontrdndose de manera
general la presencia de infiltrados de leucocitos mononucleares (figura 14). De
igual manera, se detectd la presencia del provirus mediante la PCR — gag en
algunos de los érganos (cuadro 13). Esto es sugerente de que la presencia de
infiltrados podria estar relacionada con la infeccion por SRLV. Sin embargo, son

necesarias pruebas adicionales para corroborar esta conjetura.

Cuadro 13. Resultados de la PCR - gag de los érganos de ovinos de rastro

seropositivos a SRLV.

LSP Pulmén Glandula Higado Rinon Bazo
mamaria
Ovino gen gen gen gen gen gen gen gen gen gen dgen gen
A B A B A B A B A B A B
1 + - - - + - - - - - - -

2 - - - + - + - + - + + -

LSP: leucocitos de sangre periférica, gen A: PCR —gag A (deteccién de genotipo A), gen B:
PCR — gag B (deteccidn de genotipo B).
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Figura 14. Secciones de pulmén (A= 100X, B= 400X), glandula mamaria (C= 100X, D=
400X) e higado (D= 100X, E= 400X) de uno de los ovinos seropositivos a SRLV, en los que
se observa infiltracion de leucocitos mononucleares (flechas). Tincion de hematoxilina -

eosina.
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/. Discusion

En el presente trabajo se detectd la presencia de lentivirus de pequenos rumiantes
en ovinos y caprinos procedentes de diferentes rebanos del pais, utilizando dos
pruebas comerciales de ELISA. Sin embargo, los niveles de seroprevalencia
enconfrados no reflejan los niveles reales de infeccién, debido a que el muestreo

realizado fue de tipo no probabilistico.

A pesar de que no existe una “prueba de oro” para el diagndstico de la infeccién
por SRLV, la deteccidn de anticuerpos mediante ELISA es la prueba que mds se
utiliza en la actualidad debido a que en comparacion con ofras técnicas se tienen
buenos niveles de sensibilidad, ademds de que es facil de realizar, los resultados se
obtienen rdpidamente, la interpretacion de los mismos es objetiva y su costo es

razonable (de Andrés et al., 2005; Sanjosé et al., 2015).

En este estudio se compararon dos pruebas comerciales de ELISA, la primera de
ellas de origen estadounidense (VMRD), basada en la proteina de superficie (SU)
de una cepa tipo CAEV (genotipo B) y la segunda de origen italiano (Eradikit),
basada en péptidos recombinantes de transmembrana (TM), capside (CA) y matriz
(MA) pertenecientes a virus de los genotipos A y B. Aungue se enconfrd un nivel
considerable de concordancia entre ambas técnicas, el ELISA de VMRD detectd
mds animales positivos, lo que contrasta con otros estudios, en los que se obtiene
una mayor sensibilidad cuando se utilizan en conjunto antigenos derivados del gen
gag y del gen env de mds de un genotipo (Rosati et al., 2004; Tolari et al., 2013).
Con los resultados obtenidos se pudo corroborar que el ELISA VMRD, aunque esta
basado Unicamente en una cepa del genotipo B es eficiente para la deteccion de
SRLV tanto en ovinos como en caprinos infectados con los genotipos A y B
(Herrmann et al., 2003a, 2003b). Esto puede deberse a que, en comparacion con
otras pruebas de ELISA, el ELISA VMRD no requiere la dilucion de las muestras de
plasma como ocurre en el caso del ELISA Eradikit, en el que la dilucidon del plasma
podria ser un factor que incremente el nUmero de resultados falsos negativos en

animales con bajo titulo de anticuerpos (Herrmann et al., 2003b).
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En el presente estudio se comparo el resultado de la tipificacion seroldgica con la
tipificacion genética de los SRLV, a fin de conocer si existe asociacion entre ambas
técnicas. La genotipificacion de los SRLV se realizd mediante dos técnicas de PCR
anidada que amplifican una regién del gen gag o del gen env. La prueba
serologica no fue capaz de clasificar a 34.8% de las muestras en alguno de los
serofipos (indeterminados), debido a la ausencia de reactividad en la placa de
serotipificacion, a pesar de haber sido positivos previamente en la placa de
screening. Esto podria deberse a una disminucién de la sensibilidad ocasionada por
la ausencia de los epitopos de TM y MA en la placa de serotipificacion que si estdn
presentes en la placa de screening. De los 97 casos evaluados mediante ambas
maneras de tipificacion (seroldgicay genética), sélo coincidieron 25 (25.7%), lo que
indica que la serotipificacion no mostrd ser un método confiable para la predicciéon
del genotipo viral infectante. Sin embargo, en otros casos, como ocurre con el virus
de la hepatitis C, la fipificacion serolégica y genética son equivalentes en la
determinacion del tipo viral, debido a que se obtfienen buenos niveles de
concordancia (72.6-86.6%) entre ambas metodologias (Tisminetzky et al., 1995; van
Doorn et al., 1996).

Con la PCR - gag se obtuvieron resultados positivos en 48.29% de las muestras
evaluadas, a pesar de que todas ellas procedian de animales seropositivos. No
obstante, generalmente en el caso de los SRLV la técnica de PCR tiende a ser
menos sensible que el ELISA (Barquero et al., 2013; Extramiana et al., 2002). Esto
ocurre principalmente por la escasez de ADN molde, debido a que los SRLV
infectan a monocitos, con lo que aproximadamente 1/10¢ leucocitos contienen al
virus (de Andrés et al., 2005). En los SRLV, la PCR se emplea principalmente como
una prueba complementaria o con fines de investigacion, ademds de que permite
la genotipificaciéon del virus infectante (Sanjosé et al., 2015). En este estudio, PCR -
gag amplificd un segmento del gen gag que incluye a una regién que codifica
para un epitopo presente en la cdpside, en el que se ha reportado que existen
diferencias en la secuencia de aminodcidos en el extremo carboxilo terminal de
acuerdo con el genotipo. Este epitopo es utilizado en la prueba de serotipificacion
(Grego et al., 2002). Al analizar los aminodcidos deducidos a partir de las

secuencias nucleotidicas obtenidas de las muestras positivas a la PCR - gag, se
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encontrdé que de manera general la region del péptido se conserva con respecto
a los péptidos de referencia. En las secuencias del genotipo B existen algunos
cambios de aminodcidos que no parecen guardar relacion con el resultado de la
tipificacién seroldgica. Enlas secuencias del genotipo A parece existir una situacion
similar, sin embargo, esto no se pude aseverar, ya que no se logrd la secuenciacion
completa del péptido. Por esta razdn, no es posible saber si en los aminodcidos
faltantes podrian existir diferencias importantes con respecto al péptido de
referencia. Esimportante senalar que los iniciadores utilizados en este estudio fueron
disenados con la finalidad de detectar ya sea el genotipo A o el genotipo B de
SRLV, lo que se confirmd con las secuencias obtenidas, debido a que todas ellas
correspondian con el genotipo que la PCR detectaba (A o B). Incluso en los
animales coinfectados, en los que se evalud la misma muestra enla PCR-gag Ay
en la PCR - gag B, fue posible obtener secuencias del genotipo Ay B, de acuerdo
con el set de iniciadores utilizados. Lo anterior guarda relacién con ofros estudios
en los que los iniciadores se disenan con la finalidad de detectar un genotipo en
especifico (De Regge & Cay, 2013; Kuhar et al., 2013). Con la PCR - gag fue posible
detectar dos coinfecciones en ovinos y fres en caprinos, siendo un evento que ya
ha sido reportado en las infecciones causadas por SRLV (Olech et al., 2018; Pisoni
et al.,2007a). Aunque fue posible detectar mediante PCR los genotipos Ay B fanto
en ovinos Como en caprinos, los resultados muestran que el genotipo A predomina
en los ovinos con un 77.77%, mientras que el genotipo B predomina en los caprinos
con un 65.38%.

En el arbol flogenético construido, las secuencias del genotipo A obtenidas de
ovinos se agruparon con secuencias de referencia del subtipo A2. En cambio, las
obtenidas a partir de caprinos se asociaron con el subtipo Al. Por el contrario, las
secuencias del genotipo B procedentes de ovinos y caprinos tendieron a agruparse
con el subtipo B1. Lo anterior resulta interesante, ya que en el pais ha sido descrita
formalmente la presencia del subtipo B1 (Ramirez et al., 2011). No obstante, la
clasificacién actual de los SRLV se basa en secuencias de mayor longitud que
involucran a los genes gag y pol, por lo que para tener datos mds exactos acerca
de los subfipos genéticos, seria importante considerar una regidn mads

representativa del genoma para tal fin (Shah et al., 2004a). La importancia de
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conocer las variantes genéticas que infectan a los rebanos nacionales es esencial
para el desarrollo de herramientas de diagndstico mds precisas (Kuhar et al., 2013;

Reina et al., 2009c; Sanjosé et al., 2015).

Por otfro lado, el andlisis histopatoldgico de los érganos colectados en rastro de los
dos ovinos seropositivos determind la presencia de infilfrados de leucocitos
mononucleares en pulmoén, gldndula mamaria e higado de ambos animales, lo que
coincide con lo reportado en ofros estudios (Brellou et al., 2007; Pinczowski et al.,
2017; Spuria et al., 2017). En confraste, no se encontraron lesiones en el rindbn de
ambos ovinos, a pesar de fratarse de un érgano en el que se ha descrito la
presencia de lesiones (Angelopoulou et al., 2006). Aunque se ha senalado que
oérganos linfoides como los linfonodos y el bazo pueden presentar hiperplasia
folicular como consecuencia de la infeccion por SRLV (Brellou et al., 2007), en este
estudio el bazo no mostré tener cambios patoldgicos aparentes. Sin embargo, los
resultados de PCR obtenidos a partir de los tejidos de estos dos animales indicaron
que el primer ovino fue positivo en uno de los érganos (gldndula mamaria) al
genotipo A, mientas que el segundo ovino fue positivo en pulmdn, gldndula
mamaria, higado y rindn al genotipo B; y positivo en bazo al genofipo A. No
obstante, son necesarias pruebas adicionales como hibridacion in situ o
inmunohistoquimica con el propdsito de localizar la ubicacién del material
genético viral o de sus productos respectivamente dentro de los tejidos para
confirmar que la presencia de los infilfrados de leucocitos mononucleares son
consecuencia de la infeccidon por SRLV (Pérez et al., 2014). Aunque se ha
demostrado que diferentes genotipos de SRLV pueden infectar tanto a ovinos
como a caprinos (Pisoni et al., 2005; Shah et al., 2004b) y que la coinfeccidn es un
evento que puede ocurrir en condiciones naturales (Pisoni et al., 2007a). Falta
informacion acerca de la distribucion que diferentes genotipos tendrian en los

diferentes tejidos en los animales coinfectados (Pisoni et al., 2007b).
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8. Conclusiones

Se detectd la presencia de anticuerpos contra SRLV en muestras plasmdaticas
de ovinos y caprinos de rebanos nacionales, utilizando dos pruebas
comerciales de ELISA. El nivel de concordancia entre ambas pruebas fue

considerable (kappa de Cohen =0.767).

Con la prueba comercial de ELISA Eradikit se serotipificé el 65.19% de las
muestras de plasma de ovinos y caprinos, clasificndolos en los serotipos Ay
B, asi como coinfecciones. Esta prueba comercial de ELISA no pudo
determinar el serotipo del 34.81% de las muestras.

Se detectd el genoma proviral de SRLV mediante PCR anidada en ovinos y
caprinos seropositivos, asi como también en tejidos de ovinos con lesiones
sugestivas de la infeccién por SRLV.

Los resultados de la secuenciacion indicaron la presencia de los genotipos
Ay B, existiendo coinfecciones, en ovinos y caprinos.

La serotipificacion no mostré ser un método confiable para la predicciéon del
genotipo viral en las infecciones causadas por SRLV. Unicamente el 25.7% de
resultados de ftipificacion por serologia coincidieron con los obtenidos
mediante PCR.
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10. Anexos

Anexo 1. Protocolo para la obtencion de leucocitos de sangre periférica y plasma.

1.

Centrifugar el tubo de sangre con anticoagulante a 2500 rom durante 15
minutos para la separaciéon del plasma y la fraccién celular.
Transferir con una pipeta Pasteur el plasma en microtubos de 1.5 mly la capa

leucocitaria a un tubo Falcon de 15 ml.

3. Agregar 10 ml de solucidén de lisis | al fubo Falcon y homogenizar con Vortex.

»

©® N o O

Centrifugar a 2500 rom por 5 minutos, desechar cuidadosamente el
sobrenadante por decantacion.

Repetirlos pasos 3y 4 con solucién de lisis |l

Agregar 7 ml de PBS al paquete de células blancas.

Homogenizar y centrifugar a 2500 rom durante 5 minutos.

Decantar, recuperar las células blancas y resuspenderlas en 300 ul de PBS en
un microtubo de 1.5 ml estéril.

Etiquetar y almacenar a — 70°C hasta su uso.
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11. Apéndices

Cuadro 14. Ovinos seropositivos por estado con dos pruebas comerciales de ELISA para
la deteccién de SRLV (VMRD™ y Eradikit™ SRLV Screening).

VMRD Eradikit

Estado Seropositivos % Seropositivos %

BCS* 9/69 13.04 5/69 7.25
Chiapas 0/50 0.00 1/50 2.00
Edo. Méx. 75/248 30.24 52/248 20.97
Hidalgo 19/180 10.56 17/180 9.44
Sinaloa 0/71 0.00 4/71 5.63
Sonora 15/176 8.52 12/176 6.82
Tlaxcala 0/160 0.00 3/160 1.88
Veracruz 11/52 21.15 8/52 15.38
TOTAL 129/1056 12.21 102/1056 9.65

*BCS: Baja California Sur

Cuadro 15. Caprinos seropositivos por estado con dos pruebas comerciales de ELISA
para la deteccion de SRLV (VMRD™ y Eradikit™ SRLV Screening).

VMRD Eradikit

Estado Seropositivos % Seropositivos %
BCS" 5/51 9.80 5/51 9.80
Coahuila 10/45 22.22 8/45 17.78
Durango 3/52 5.77 3/52 5.76
Edo. Méx. 32/60 53.33 27/60 45.00
Guanajuato 96/160 60.00 89/160 55.62
Querétaro 53/63 84.13 40/63 63.49
Sinaloa 33/257 12.84 35/257 13.61
Sonora 16/32 50.00 14/32 43.75
Tlaxcala 1/46 2.17 1/46 2.17
Veracruz 126/168 75.00 94/168 55.95
TOTAL 375/934 40.15 316/934 33.83

*BCS: Baja California Sur
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