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RESUMEN

Evaluacion de la proteina gp38 del Virus de Artritis Encefalitis Caprina para el
Desarrollo de una prueba tamiz

La glicoproteina recombinante gp38 del virus de Artritis Encefalitis Caprina (VAEC)
fue evaluada como posible antigeno en una prueba diagndstica de ELISA indirecta.

Se crecié una colonia de bacterias Escherichia coli que contenian el plasmido que
codifica para gp38 y posteriormente fue inducido con isopropil-b-d-
tiogalactopiranosido para la proteina de interés. Su expresion fue probada a través
de SDS-PAGE 12% y mediante la técnica de Western Blot (WB) con un anticuerpo
anti histidina. La proteina se purifico por cromatografia de afinidad y ésta se
comprobd por WB usando anticuerpos anti histidina. La antigenicidad se detect6 en
una segunda prueba de WB usando un pool de 10 sueros positivos.

Finalmente, mediante la técnica de ELISA indirecta se analizaron 178 sueros de
caprinos hembras y machos adultos. Estos sueros fueron obtenidos en un trabajo
previo de tres hatos mexicanos que se localizan el estado de Querétaro y
Guanajuato; dos de ellos tenian antecedentes de seropositividad al VAEC vy el
tercero tenia un estatus libre. Los sueros se clasificaron como positivos y negativos
segun el resultado que mostraron en una prueba de ELISA comercial Kit caprine
arthritis encephalitis virus antibody test kit cELISA numero de catalogo 289-5
laboratorio VMRD y un ELISA experimental acoplada con la proteina p16 de VAEC.

Se determind el indice kappa y el valor obtenido fue de K=0.966. Esto indica que
entre las ELISA con gp38 y la ELISA comercial existe una concordancia casi
perfecta de 96%. Por lo tanto, este antigeno tiene un alto valor antigénico y es viable
para su utilizacion en pruebas diagndsticas.

Palabras clave: Artritis Encefalitis Caprina, GP38, ELISA, Glicoproteina
recombinante.



ABSTRACT

Evaluation of gp38 protein from Arthritis encephalitis goat virus to
development of a screening test.

Recombinant membrane glycoprotein 38 of arthritis encephalitis goat virus (VAEC)
was evaluated as a possible antigen in ELISA s diagnostic tests.

Seeded an induced a colony of bacteria Escherichia coli which contained plasmid
encoding gp38, was induced by isopropyl-b-d-thiogalactopyranoside for overexpress
DNA plasmidic, it was purified for corroborated that the plasmid has been functional.
Its expression was tested by SDS-PAGE 12 % and its presence was confirmed by
Western Blot against the histidine tag of the construction of plasmid and
subsequently found by WB if it was recognized by positive sera.

Then by the indirect ELISA technique 178 animal sera, from males and females (>1
year) were analyzed. These sera were obtained from 3 semi-intensive dairy herds in
the states of Queretaro and Guanajuato, two of them with sinology and antecedents
of positive serological diagnosis, and third negative. The sera results were classified
as positives or negatives by commercial ELISA caprine arthritis encephalitis virus
antibody test kit cELISA catalog number 289-5 laboratory VMRD, and experimental
indirect ELISA with p16 from VAEC.

Cohen’s kappa coefficient was determined obtaining a value of k=0.966. This shows
that exists an almost perfect concordance between gp38 ELISA and commercial
ELISA test. This antigen has a high antigenic value so it is capable its utilization in
diagnosis tests.

Keywords: Caprine Arthritis encephalitis, Gp38, ELISA, recombinant glycoprotein.



INTRODUCCION
La Caprinocultura en México y el mundo

Se conoce como caprinocultura a todos los procesos que se encuentran encaminados a la

explotacién del ganado caprino, a través del cual obtendremos leche, carne, piel o estiércol.

Esta actividad ha ido en desarrollo a la par de la humanidad desde hace 7 mil afios, siendo
uno de los primeros animales domesticados en modelo productivo. (Gémez, 2009) y que
actualmente cuenta con un inventario ganadero de 1000 millones de cabezas (FAO, 2019),
localizados mayoritariamente en los tropicos. Los paises con mayor niumero de animales
son: China, India, Pakistan y Sudan, siendo México el 13vo en importancia a nivel mundial
y el segundo en el continente americano, solo después de Brasil. (FAO, 2013, Gutierrez,

2015)

En nuestro pais el consumo se da a través de leche y sus derivados: queso y cajeta, asi

como carne de cabrito en el norte. (Ducoing Watty, 2011)

México no cuenta con un modelo productivo adecuado ya que no existen los métodos de
produccion, infraestructura comercial o estructura organizacional que permitan que esta
actividad pecuaria prospere en el territorio nacional (Ducoing Watty, 2015). Algunas de las

variables que contribuyen a una pobre produccién son:

o Deficiente organizacion de productores

o Deficiente aplicacion de métodos de diagndstico en enfermedades
e Baja riqueza en recursos genéticos con capacidad agroecoldgica
o Pobre intensificaciéon de produccion

o Inestabilidad al garantizar la calidad e inocuidad de la leche



o Déficit en el manejo sustentable de recursos forrajeros

Los principales estados productores son: Puebla, Oaxaca, San Luis Potosi, Coahuila,

Guerrero, Zacatecas, Nuevo Ledn, Guanajuato y Michoacan.

La caprinocultura mantiene un importante lugar en la sociedad rural del pais ya que el 98%
de la produccion se da a través de pequefas unidades de crianza, muchas veces de

autoconsumo; mientras que el 2% restante corresponde a produccion urbana.

Una de las grandes limitantes en la produccion caprina es la falta de recursos destinados a
su explotacion, ya que al contar con infraestructura especializada estan altamente ligadas

a las zonas marginadas y con mayor indice de pobreza en el pais (FAO,2018).

Las cabras (muchas veces estigmatizadas) comprenden un papel importante para los 49
millones de personas que viven en pobreza o pobreza extrema, ya que al ser un animal
estoico puede aprovechar recursos que otras producciones pecuarias no son capaces de

aprovechar.

El Caprino y el ser humano

La relacion cabra-hombre, permiti6 que este ultimo aprovechase leche y carne como
alimento, pelo y piel como abrigo y su fuerza como animal de carga. (Pascual-Serrano,

2003).

En la antigiedad la cabra tomo tal importancia para el hombre que fue relacionada a
deidades y a mitos relacionados tanto a la agricultura, ganaderia y a la vida cotidiana en
general. En el cuadro 1 observamos ejemplos de las principales culturas antiguas y su

interpretacion del caprino



Cuadro 1. La cabra a nivel cultural (Brizuela, 2004)

Tibetana -- Proteccién de agricultura y ganaderia
Griega Amaltea Maternidad / lactancia

Escandinava Thor Fertilidad

India Agni Sefior del fuego creador

Seria hasta la edad media con el obscurantismo que la iglesia catdlica comienza a
relacionarla con el diablo y lo maligno, generando la estigmatizacion que persiste hasta

nuestros dias: que estan relacionadas a las desgracias y a la mala fortuna.

Posteriormente seria ligada a la erosion de la tierra al ser capaz de alimentarse y generar

productos a partir de forrajes pobres.

Sistemas de produccion

Las principales zonas en que se desarrolla la produccion con caprinos en nuestro pais son

las siguientes (Ducoing- Watty 2011):

e Zona occidental: comprende principalmente los estados de Sinaloa y Baja California
Sur, en donde se encuentra aproximadamente el 8% de la poblacion caprina
nacional.

e Zona norte: comprende las estepas desérticas de los estados de Nuevo Leodn,
Coahuila, Chihuahua, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi, con cerca de la mitad

de la poblacion caprina nacional.



e Zona centro: conformada basicamente por la region denominada bajio mexicano y
en la que se encuentra aproximadamente el 10% de la poblacion caprina del pais.

e Zona sur: abarca las regiones montafiosas y de sabanas arbustivas de los Estados
De Oaxaca, Puebla, Guerrero e Hidalgo con aproximadamente el 28% de la
poblaciéon caprina de México. (Ducoing Watty, 2005).En la figura 1 observamos un

mapa del pais en donde se delimitan las principales zonas de produccion caprina.

ZONA OCCIDENTAL
ZONA NORTE
ZONA CENTRO
ZONA SUR

Figura 1: Mapa representativo de México en donde se muestran las principales regiones productoras de caprino y sus
derivados (Ducoing Watty, 2005. INEGI, 2009)

Estas zonas son aprovechadas a través de diferentes sistemas de produccién que se

pueden resumir en tres: (Ducoing Watty, 2005, Gutiérrez, 2015)



A. Sistema extensivo
a. Libre Pastoreo
b. Trashumancia
B. Sistema mixto
C. Sistema intensivo
A pesar de que se estima que mas del 68.5% de la produccion Nacional esta en sistema
extensivo (INEGI, 2009), que generalmente es de autoconsumo y que son reservorio de
enfermedades infecciosas; la importancia de los sistemas intensivo y mixto es su desarrollo
enfocado a generar productos para la venta. Es en éstos, en los que se llevan registros

sobre produccion, medicina preventiva e incidencia de enfermedades. (Gutiérrez, 2015)
Artritis Encefalitis Caprina

Es una enfermedad infecciosa que fue descrita por primera vez en 1974 en Estados Unidos
(Cork, 1974). Se aisl6 el virus de membrana sinovial de un animal infectado y dado que el
primer signo que se identificd en los enfermos fue encefalitis desmielinizante en cabritos y
artritis en animales adultos se le dio el nombre de Virus de la Artritis Encefalitis Caprina

(VAEC). (Crawford, 1980)

Se describe en un hato mexicano por primera vez en 1983 (Nazara, 1985)

Taxonomia y genoma

Pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, genero de lentivirus.
Actualmente se ha clasificado junto con el virus de Maedi Visna (VMV) en un solo grupo
Lentivirus de pequefios rumiantes (LVPR). (The Center for food security & public health,

2007).

El virus de AEC es una particula envuelta de 80-120 nm, tiene espigas de superficie de 8

nm y un nucleo denso cuneiforme. Su estructura estda compuesta por una doble membrana



externa, en la que se localizan las proteinas de superficie y transmembranales(Zanoni,
1998). La matriz proteica contiene la capside, que a su vez aloja el genoma viral: una
cadena simple de RNA en sentido positivo, no segmentado, y a la cual se asocia la proteina

llamada nucleocapside (NC)( Schipbach, 2004).

Analogo a otros lentivirus el genoma de VAEC esta caracterizado por la presencia de genes
reguladores-accesorios tales como: tat, rev y vif quienes complementan los genes
retrovirales esenciales gag, pol y env. (Rosati, 1995)(Johnson, 1983).En la figura 2 se
desglosa la estructura del virion de LVPR y en la figura 3 se describe su genoma. Estos se

describen a continuacion (Blacklaws, 2012)(Rimstad, 1994):

e Gen gag: codifica para tres proteinas
e p28 de la capside
e p14 de nucleocapside, esencial para el ensamblaje
e p16 de matriz, une a la capside con la envoltura externa
Gen pol: Codifica proteinas viricas importantes para la replicacion viral
e Transcriptasa reversa (RT, p66/p51)
e Integrasa (IN)
e Proteasa (PR) quien fragmenta los precursores de gag y pol
e dUTPasa (DU) que favorece la replicacién en células que no se
dividen y evita mutaciones en el ADN viral
Gen env: codifica para la glicoproteina precursora gp160 que se fragmenta
en dos subunidades
o gp135 hidrofilica de superficie, responsable de la entrada del virus
e gp38 hidrofdbica transmembranal que esta anclada en la envoltura 'y

soporta a gp135



Gen vif: se localiza en el genoma y se requiere para la replicaciéon completa
del virus. Vif actia modulando la infectividad del virién

Gen tat: incrementa la transcripcion de los genes virales.

Gen rev: modula el procesamiento y transporte de los RNA mensajeros que
codifican para los componentes del virion, indispensable para la replicacion

viral

»— Proteina de Superficie (SU)
ENV
Proteina Transmembrana (TM)
Integrasa (IN) h
Proteasa (PR) POL
Retrotranscriptasa (RT)
.
Nucleocapside (NC)
Matriz (MA) GAG
RNA (genoma viral) Chpside (CA) -

Figura 2. Virién de LVPR mostrando sus principales componentes, entre ellos las dos cadenas de RNA de sentido positivo,
las proteinas estructurales de GAG (nucleocdpside, NC; cdpside, CA y matriz, MA), las proteinas POL (proteasa, PR,
retrotranscriptasa, RT e integrasa, IN) y las glicoproteinas ENV (superficie, SU y transmembrana, TM) distribuidas en la
envoltura lipidica de origen celular.(Glaria, 2015)

7R]

" E———

rev

tat

Figura 3. Genoma de los LVPR (LTRs, gag, pol, vif, tat, rev y env). Se han representado en distintos niveles los marcos de
lectura (reading frames) que permiten al virus minimizar su longitud para producir todas las proteinas sefialadas.
(goatbiology)



Replicacion viral.

Los LVPR’s como AEC poseen un tropismo mayor por monocitos, macrofagos y células
dendriticas(Narayan, 1983). Sin embargo, una vez en los tejidos pueden llegar a infectar

otras células que serviran como reservorio para el virus. (Blacklaws, 2012)(Gilles, 1999)

La infeccion natural ocurre a través de una membrana mucosa, generalmente oro nasal por
medio de particulas virales o células infectadas. Las células dendriticas en la mucosa se
infectan y al migrar a linfonodos transmiten la infeccion a los macrofagos. El macréfago sale
del linfonodo y genera una infeccion sistémica. El virus puede integrar su DNA en células
estromales o precursores mieloides de médula 6sea y permanecer persistente/latente con
poca o nula expresion viral. Al entrar al torrente sanguineo los monocitos permiten la
transmisién de células infectadas a tejidos como pulmones, glandula mamaria, sistema
nervioso central y articulaciones.(Narayan, 1985) En estos tejidos el monocito termina su
maduraciéon y cambio la replicacion viral de restrictiva a productiva al transformarse en
macrofagos. (Blacklaws, 2012) En la figura 4 se observan las generalidades de replicacion

viral de los Retrovirus.
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Figura 4. Fases del proceso de replicacion de los retrovirus (Coffin et al., 1997)

La respuesta inmune a los antigenos virales genera infiltracion de células inflamatorias en

el tejido.(Perry, 1995)(Knowles, 1990)
Patogenia

Posterior a la infeccion de una célula, el virus entra en latencia (Haase, 1986) y la signologia
puede manifestarse en gran variedad de formas clinicas, dependiendo de la edad y el

estado inmunoldgico.(East, 1993)

La artritis es la presentacion clinica mas observada, presentando una mayor afectacion las
articulaciones carpales. Sin embargo, hay evidencia histolégica de infeccion en todas las

articulaciones. (Crawford, 1980)

La expresion neuroldgica de la enfermedad es mas comun en casos de transmision vertical
y se manifiesta en cabritos de 2-6 meses de edad. La signologia es progresiva e inicia

generalmente con paresis; en el 50% de los casos pueden ocurrir otros signos como

11



ceguera, nistagmos, tremores cefalicos y otras alteraciones en la conciencia (Cork, 1974)

(Crawford, 1980)

El virus también puede desarrollar una presentacion en glandula mamaria, con infiltrado
linfocitario que provoca inflamacion y fibrosis del tejido ocasionando una ubre firme y en
caso de cabras adultas hipogalactica, mientras que en cabras jovenes agalactea. (Kennedy,

1985)(Contreras, 2001)

Se han reportado algunos casos de neumonia intersticial crénica, dificultad respiratoria y

pérdida de peso. (Smith y Sherman, 1994).

Diagnéstico

El diagnéstico se hace de manera clinica ya que a excepcién de los cabritos quienes
presentan un cuadro agudo que finaliza en la muerte, la presentacion de signos rara vez se

encuentra antes de los 2 afios de edad.

Al igual que en cualquier enfermedad infecciosa la prueba confirmatoria es el aislamiento,
pero por lo complicado que resulta, algunos autores han propuesto que las pruebas
moleculares como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden utilizar para
identificar al agente(Barquero, 2013). Sin embargo, en México no se realizan de forma
rutinaria. Recientemente se han realizado pruebas para el diagnéstico de VAEC con la
técnica de Amplificaciéon isotérmica mediada por bucle (LAMP) (Balbin, Lertanantawong,

Suraruengchai, & Mingala, 2017; Tu, Shiau, Lai, Yang, & Wang, 2017)

Los animales infectados producen anticuerpos tipo IgG contra las principales proteinas del
virion entre las dos semanas y hasta los 48 meses posteriores a la infeccion (De Andrés et
al., 2005,Blacklaws et al, 2004)(Leginagoikoa, 2010). En un inicio se observa un incremento
progresivo de anticuerpos hasta alcanzar un pico maximo que desciende gradualmente

hasta alcanzar niveles basales. (Tu et al., 2017) En algunos estudios se ha reportado

12



intermitencia en niveles séricos de anticuerpos, lo cual podria afectar a la prueba al arrojar

falsos negativos. (Hanson et al,1996)(Reina, 2009).

Las pruebas seroldgicas son los métodos mas difundidos y convenientes para identificar
una infeccién por LVPR’s. ya que detectan anticuerpos especificos contra proteinas
inmunodominantes y han demostrado tener alta especificidad y sensibilidad, que oscilan
entre un 90% y 98% (Hermann et al, 2003). Las pruebas serolégicas mas usadas son
la difusion doble en agar (AGID), los ensayos inmunoenzimaticos ligados a enzimas
(ELISA) (Torres, 2003), asi como la prueba Western blot (WB). Algunos autores
proponen que se utilice esta ultima como confirmatoria; sin embargo, esta no es facil
de realizarse en un laboratorio convencional. El diagnéstico serologico mas
empleado en México es mediante el uso de kits de ELISA importados, que son
caros, dificiles de obtener, y estan basados en virus circulantes extranjeros; lo que
los hace poco accesibles para los productores.(Saman, 1999)(Tu, 2017)(Zanoni,

1989)
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Cuadro 2. Pruebas diagndsticas para LVPR

TIPO NOMBRE DETECTA VENTAJAS DESVENTAJA
SEROLOGICAS AGID AC's Bajo costo Proceso lento
ELISA AC’s Rapido Repetibilidad
Menor costo
Facil
reproducibilidad
WESTERN AC’s Prueba de oro Se requiere
para LVPR equipo
BLOT especializado y
mas tardado
MOLECULARES PCR ARN o provirus Se podria Costoso
identificar cepa Se requiere
circulante personal
capacitado
LAMP ARN Poca difusion
ANTECEDENTES

En un estudio previo se realiz6 un analisis bioinformatico y filogenético de lentivirus de
pequefios rumiantes y se identificd (a partir de una muestra de ADN proviral) el genotipo y
el subtipo del virus circulante en algunos hatos mexicanos. Con los productos de PCR
obtenidos se transformaron bacterias E. coli con plasmidos que contenian fragmentos que

codifican para algunas proteinas estructurales de LVPR. (Vazquez, 2011)(Rimstad, 1994)

Para el presente trabajo se utilizé una clona cuyo plasmido contiene un fragmento
codificante para la proteina transmembranal gp38, la cual ha sido reportada como

inmunogénica en la literatura. (Peterhans et al, 1994)
JUSTIFICACION
La caprinocultura en México abarca un importante segmento de la produccion pecuaria y

ofrece un medio de sustento para muchas familias de escasos recursos. Sin embargo, las
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pruebas que se emplean actualmente para el diagnostico son poco accesibles para los
productores; quienes no encuentran la relacion costo-beneficio que justifique realizarlas
para determinar la presencia de una enfermedad cronica para la cual no hay tratamiento.
Lo anterior no ha permitido hacer un diagnéstico oportuno de la enfermedad, que permita
evaluar su estatus zoosanitario y determinar las pérdidas econémicas que representa para

los productores.

Contar con pruebas serologicas que empleen antigenos de cepas mexicanas, abrira la
posibilidad de ofrecer un diagnéstico confiable y de bajo costo para los caprinocultores del

pais.

HIPOTESIS

La proteina recombinante gp38 del virus de Artritis Encefalitis Caprina sera reconocida por

sueros de cabras identificadas como seropositivas la enfermedad.

OBJETIVO GENERAL

Comprobar el reconocimiento de la proteina recombinante gp38 del virus de AEC por
sueros de cabras seropositivas previamente identificadas por ELISA comercial y ELISA p16

y determinar la concordancia entre los resultados.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener la proteina recombinante GP38 para probarla como antigeno en la técnica

ELISA

2.- Realizar la técnica de ELISA indirecto con el antigeno GP38 de VAEC para confirmar su

inmunorreactividad.
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MATERIAL Y METODOS

Induccién de la proteina recombinante transmembranal gp38.

Se tomo una colonia de bacterias y por agitacion de asa se sembré en 4ml de medio liquido
de LB Km y se incub6é 37°C durante 18 h en agitacion constante toda la noche.
Posteriormente se indujo con isopropil-b-D-tiogalactosidasa (IPTG) 1mM y se volvio a
incubar a 37°C durante 16 h en agitacion constante. Se centrifugé a 3000 g durante 10
minutos, se retird el sobrenadante, se guardaron tres alicuotas y las pastillas se
mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su uso. Una alicuota de la pastilla, se someti6 a
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 15 (PAGE) en condiciones desnaturalizantes

con duodecil sulfato de sodio (SDS).

Determinacion de la expresion de gp38 con Western Blot antihistidina.

Se corri6 un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a
40 mA voltaje variable, 70 minutos con el extracto obtenido de la cepa de E. coli inducida.
Posteriormente se transfiri6 a una membrana de PVDF a 90 volts durante 70 minutos, en
una camara hiumeda. Se bloque6 con leche semidescremada al 3% durante 60 minutos en
agitacion constante a temperatura ambiente. Se lavo cinco veces con solucion de lavado y
se agrego el primer anticuerpo (antihistidina) a una diluciéon 1:3000 en solucion dilutora y se
incubo toda la noche a 4°C en agitacion. Posteriormente se hicieron cinco lavados; se
agrego el segundo anticuerpo Proteina G conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) a
una dilucion de 1:3000 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron una serie de 15 lavados

divididos en tres horas y se revel6 mediante la técnica de quimioluminiscencia.

Reconocimiento inmunoldgico de la proteina gp38.
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Se corri6 un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a
40 mA voltaje variable, 70 minutos con el extracto obtenido de la cepa de E. coli inducida.
Posteriormente se transfirié a una membrana de PVDF a 90 volts durante 70 minutos en
una camara humeda. Se bloqued con leche semidescremada (svelty) al 3% durante 60
minutos en agitacion constante a temperatura ambiente; después se lavé cinco veces con
solucion de lavado y se agrego el primer anticuerpo (Pool de sueros positivos AEC) a una
dilucién 1:50 en solucion dilutora y se incubd toda la noche a 4°C en agitacion.
Posteriormente se hicieron cinco lavados; se agregd el segundo anticuerpo Proteina G
conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) a una dilucion de 1:5,000 incubando 1 h a
temperatura ambiente. Se realizaron una serie de 15 lavados divididos en 3 horas y se
revelo mediante la técnica de quimioluminiscencia.

Se repitio el proceso con un pool de sueros negativos.
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Purificacion de la proteina.

Se purificd por cromatografia de afinidad, a la proteina con el kit Ni-NTA Fast Start Kit
Qiagen® de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Posteriormente se evalué la
purificaciéon empleando un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) a 40 mA durante 70 minutos aproximadamente. Se realizé un Western Blot
contra la cola de histidina de igual manera como se explicé previamente. Una vez purificada,
la proteina se cuantific6 mediante el equipo espectofotometro Ampliquant AQ 07 y se
guardo a -20 hasta su uso en la prueba de ELISA.

Desarrollo de ELISA a partir de gp38.

Estandarizacion.

En una placa de noventa y seis pozos Maxisop® se fijo gp38 con el amortiguador de
carbonatos (coating buffer) 3 pozos (1 ug /50 pl /pozo), 3 pozos (0.5 pg /50 ul /pozo), 3
pozos (0.1 ug /50 ul /pozo). Se dejaron pozos vacios para determinar la union inespecifica
18 (UNE) y se incubd tapado a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron 4
lavados de 15 segundos con 350 pl de solucién de lavado. A continuacion, se realizdé una
dilucion 1:10 de los sueros testigos (un pool de sueros positivos) con amortiguador de
fosfatos salinos (PBS) y se colocaron 50 ul en cada pozo y por triplicado. Se incubé a 32°C
durante 1.5 h, se lavé 4 veces con solucion de lavado. Se hicieron diluciones 1:5000,
1:10000, 1:20000 de la proteina G peroxidada con PBS, se incub6 a 32°C durante 1.5 h, se
lavo 4 veces, se adicion6 100 ul de sustrato por pozo, se incubd 10 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente, se adicionaron 50 ul de la solucion de frenado y se leyé a 450 nm
en el espectrofotdmetro. Se analizaron las densidades opticas obtenidas en todas las
diluciones y los UNE para establecer las condiciones 6ptimas para el ensayo. Una vez
obtenidas las diluciones adecuadas, se procedi6 a realizar un segundo ensayo, en este

caso, se analizaron 5 sueros negativos y 5 sueros positivos previamente identificados por
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la prueba de ELISA comercial, asi como el pool de cada una para establecer un punto de

corte.

Reconocimiento de la proteina por sueros de cabras positivas y negativas a la
enfermedad.

Se evaluaron por duplicado 89 sueros positivos y 90 sueros negativos.

El antigeno gp38 se fij6 a 4°C toda la noche y a una concentracion de 0.1 ug/pozo en una
placa de noventa y seis pozos Maxisorp® empleando 50 ul del amortiguador de carbonatos
0.05 Molar. Cada placa se lavé 4 veces con la solucién de lavado durante 30 segundos, se
hizo una dilucién 1:10 de cada suero con la solucion de fosfatos y se colocaron 50 pl en
cada pozo, se incubd durante 1.5 h a 32°C. Se hizo un segundo lavado de la placa 4 veces
durante 30 segundos, del conjugado se hizo una dilucién 1:20000 con la solucion de
fosfatos salinos y se agregaron 50 ul a cada pozo, se incubé nuevamente durante 1.5 h a
32°C, se hizo un tercer lavado igual al descrito anteriormente. Finalmente se adicionan
100ul de sustrato, se incubd 10 minutos a temperatura ambiente y, por ultimo, se hizo la
lectura con espectrofotémetro a 450 nm previamente adicionando 50 ul de solucién de
frenado. Con los datos obtenidos se realizé un analisis de curva ROC para establecer el

punto de corte.

Coeficiente kappa de Cohen

Una vez establecido el punto de corte se determin6 el numero de sueros positivos y
negativos y se utilizé el coeficiente kappa de Cohen (Cohen, 1968) para medir el nivel de
concordancia entre los resultados de ELISA con gp38 y los resultados obtenidos con ELISA

comercial y ELISA con p16.

El coeficiente kappa refleja la concordancia inter-observador y puede ser calculado en

tablas de cualquier dimension, siempre y cuando se contrasten dos observadores.
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El coeficiente kappa puede tomar valores entre -1 y +1. Mientras mas cercano a +1, mayor
es el grado de concordancia inter-observador, por el contrario, mientras mas cercano a -1,

mayor es el grado de discordancia inter-observador. (Lluis Carrasco, 2004)

RESULTADOS

Induccidn de la proteina recombinante transmembranal gp38.
En la placa de Agar-LB se obtuvieron colonias de bacterias de forma redonda de entre 3 y

5 mm de diametro, de coloracién blanca. (Fig.5)

Figura 5. Cepa 23. E. coli transformada con pldasmido que codifica para proteina TM gp38 de VAEC.
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En el SDS PAGE 15% se observd una banda de aproximadamente 38 kDa
significativamente mas marcada. Coincide con el peso que se espera de la proteina

recombinante. (Fig 6)

MP No Inducida Inducida

18
1

3”
5~
oh
sl -

3

Figura 6. SDS PAGE 12% que expresa a la proteina gp38 tefiido con Azul de Coomassie MP: Marcador
de peso molecular en Kilodaltones; C23SI: Cepa sin inducir; C231: Cepa inducida en donde se marca la
banda que corresponde al peso esperado.
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Determinacion de la expresion de gp38 con Western Blot antihistidina. La proteina
recombinante con cola de histidinas de peso molecular de 38 kDa fue reconocido por el
anticuerpo antihistidina. En el revelado por Quimioluminiscencia se observa una banda a la

altura de 38 kDa. (Fig. 7)

Figura 7. WB revelado por Quimioluminscencia que reconoce la cola de histidinas que posee la proteina
recombinante gp38. Carriles: 1.- Marcador de peso en kDa. 2.- Cepa inducida con IPTG. Se observa una banda en el
peso esperado.

22



Reconocimiento inmunolégico de la proteina gp38
Mediante la técnica de quimioluminiscencia y revelado con diaminobenzidina se
observé una banda que marca el reconocimiento de la proteina recombinante por

sueros positivos de cabra. (Fig. 8)

MP gp38P

_— ——

0 S
55 d—

Figura 8. WB contra pool de sueros positivos. Carriles. 1.- Marcador de
peso molecular en kDa. 2.-Cepa inducida con IPTG y revelada con un pool
de sueros positivos. 3.- Pool de sueros negativos.
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Purificacion de la proteina.
Después de su purificacién se obtuvo una concentracion de 587 ug/ml de gp38. En el gel

de poliacridamida se observan las bandas correspondientes a la elucion 1y 2 (Fig. 9).

MP  gp38P

1 2
_ ——
30 || S—
100 | T
o || -
55 “
40 ‘ - >
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Figura 9 SDS PAGE 12% después de purificar la proteina. Carriles: 1. Marcador de peso molecular 2.-
Elucién 1 donde se observa una banda del peso esperado. 3.- Elucion 2 donde se observa muy poco
remanente.



Desarrollo de ELISA a partir de gp38.
Estandarizacion.
Se analizaron los resultados obtenidos con cada una de las concentraciones de gp38 y

proteina G probados con el pool de sueros positivos (Cuadro 3)

Cuadro 2.- Se observa que para optimizar al mdaximo la prueba, y alcanzando una densidad dptica minima de 1 a 450 nm, la concentracion para
sensibilizar la placa debe ser de 0.1 pg de proteina purificada gp38 y una dilucién de la proteina G de 1/20000, contando que los sueros estdn a una
concentracion de 1/10

Dilucion Dilucion | Densidad Dilucion Densidad | Dilucion | Densidad
suero proteinaG | optica Proteina G optica Proteina optica
G
1ug 1/10 1/120000 1.9 1/20000 1.45 1/40000 0.7
0.5Ug 1/10 1/20000 1.8 1/20000 1.4 1/40000 0.6
0.1ug 1/10 1/20000 1.4 1/20000 1.05 1/40000 0.4

Reconocimiento de la proteina por sueros de cabras positivas y negativas a la
enfermedad.

Una vez establecidos los parametros a emplear en la prueba, se realizé el ELISA de 178
sueros pertenecientes a tres hatos y previamente identificados por ELISA comercial y la
proteina P16. De estos sueros un total de 89 eran positivos a ambas proteinas, mientras
que 89 eran negativos. De los 89 positivos 87 resultaron positivos a la gp38, mientras que

de los 89 negativos solamente uno fue positivo a la gp38. Figura 10
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Figura 10 Grafica de los sueros positivos y sus densidades dpticas promedio

Los datos se analizaron mediante una curva ROC y se establecio el punto de corte a una
densidad optica de 0.2458 con una sensibilidad de 98.88% y una especificidad de 96.59%.
Se obtuvo un area bajo la curva de 0.99 lo que demuestra que la muestra detecta casi al
100% de casos previamente identificados como positivos o negativos a la enfermedad. (Fig

11)
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ROC curve data ROC curve: ROC of ROC curve data
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Figura 11 Izquierda: distribucion de las muestras negativas con respecto a las positivas. Derecha: Curva ROC. Area bajo la
curva 0.99

Analisis Kappa

Una vez obtenido el punto de corte se compararon los resultados obtenidos con ELISA-

gp38 y la ELISA comercial como se muestra en el cuadro 4:

Cuadro 4 3.-
ELISA gp38 + ELISA gp38
ELISA comercial + 88 1
ELISA comercial - 2 87
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Con estos datos se calcul6 el coeficiente kappa de Cohen, en el cual se obtuvo un valor
K=0.966 con un IC 95% de 1.11 a 0.82. Esto indica que entre las ELISA existe una

concordancia de 96%, una concordancia casi perfecta. Segun se muestra en el cuadro 5:

Cuadro 5.- Coeficiente kappa(Cerda,2008)

Coeficiente kappa Fuerza de la concordancia
0.00 Pobre (Poor)

0.01-1.20 Leve (Slight)

0.21-0.40 Aceptable (Fair)

0.41-0.60 Moderada (Moderate)
0.61-0.80 Substancial (Substantial)
0.81-1.00 Casi perfecta (Almost perfect)
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DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba ELISA acoplada con la
proteina gp38 utilizando un panel de sueros previamente identificados como
positivos y negativos (tanto por ELISA comercial, como con un ELISA experimental
acoplada con la proteina de matriz (MA) p16), se demostré que la prueba tiene una

concordancia en resultados casi perfecta (0.96 analisis k).

A pesar de que diversos estudios demuestran que esta proteina genera
inmunogenicidad a partir de las 12 semanas post infeccion, el 96% de caprinos con
signologia de artritis presentan anticuerpos contra ella; lo que la hace un candidato

idéneo para el diagndstico. (L'Homme, Leboeuf, Arsenault, & Fras, 2015).

Se ha observado que el epitopo transmembranal (TM ) inmunodominante de VAEC,
posee la misma localizacion que los epitopos TM de otros lentivirus como VIH-1 o
2, virus de inmunodeficiencia en simios, sida felino y el virus de anemia infecciosa
equina. Este epitope presenta poca variabilidad antigénica (Bertoni et al., 1994).
Ademas, en otros lentivirus como el de la inmunedeficiencia humana (VIH) se ha
demostrado una alta concordancia (cercana o igual al 100%) entre la seropositividad
a la gp38 y la obtenida hacia otras proteinas, sin reactividad cruzada en muestras
seronegativas (Gnann, Nelson, & Oldstone, 1987). Estos hallazgos concuerdan con
lo encontrado en el presente trabajo en el que se obtuvieron valores de sensibilidad
y especificidad del 98.88% y 96.59% respectivamente. En la busqueda bibliografica
realizada no se encontrd ningun reporte sobre el uso de la gp38 para el diagndstico

de LVPRC, por lo que este seria el primer estudio en demostrar que es protina un
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antigeno con alto valor diagnostico comparada con otras pruebas existentes
similares.

El desarrollo de pruebas diagndsticas basadas en serologia ha demostrado ser de
las estrategias mas adecuadas si lo que se busca es encontrar la mayor cantidad
de animales infectados.(Tu et al., 2017). En general para diagndstico de lentivirus,
en sus diferentes presentaciones, la técnica seroldégica mas recomendada es el
ELISA por ser mucho mas sensible que la AGID (De Andrés et al., 2005) y han
arrojado buenos niveles de sensibilidad y especificidad oscilando entre el 65 % y 98
% (De Andrés et al., 2005; Tu et al., 2017). En el presente trabajo se sientan las
bases para el desarrollo de una prueba de ELISA con alta sensibilidad y
especificidad, que podria ser de facil acceso para los productores, al ser elaborada
a partir de un antigeno recombinante de produccion nacional, que proviene de un

virus circulante en territorio nacional.

Los costos de una prueba de ELISA casera, aun no se han estimado, pero es
evidente que el desarrollo de una prueba nacional, implicaria una reduccion
considerable de los recursos econdmicos necesarios, en comparacion con los

productos de importacion. (Sanchez, 2001)

El desarrollo de una herramienta que pueda apoyar a los productores mexicanos a
identificar a sus animales enfermos podria contribuir a un mejor manejo de la
enfermedad, ya que los animales positivos podrian aislarse. Lo anterior permitiria
que estos animales continuen con su ciclo productivo, evitando el riesgo de
mantener la infeccidn en el hato. De esta forma en un periodo de aproximadamente

cinco anos, los hatos pudiesen encontrarse libres de la infeccion.
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Al ser la produccion caprina un activo importante en la economia nacional,
ofreciendo una derrama econdmica de casi 5700 millones de pesos anuales (SIAP,
2017), es conveniente ofrecer servicios diagnosticos de calidad y de facil acceso al
productor. Esto permitiria incrementar la produccion, tanto carnica como lechera,
evitando pérdidas por mastitis subclinica para las hembras productoras y del cabrito

en caso de carne en canal.
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CONCLUSIONES

La proteina recombinante gp38 del Virus de Artritis Encefalitis Caprina fue
reconocida por sueros positivos a la enfermedad (previamente identificados por dos

pruebas seroldgicas).

La ELISA indirecta usando la proteina recombinante gp38 tiene concordancia casi

perfecta con la ELISA comercial y la ELISA experimental con p16.

La proteina recombinante gp38 muestra evidencia sustancial de ser un antigeno
con un alto valor diagnéstico comparado con las pruebas que ya existen en el

mercado.

PROSPECTIVAS:

Si bien la prueba desarrollada mostro excelentes valores de sensibilidad y
especificidad, con lo que podria considerarse altamente confiable. Se sugiere
probar una poblacion con mayor heterogenicidad, empleando mas muestras que
hayan sido detectadas previamente como positivas o0 negativas por las pruebas
llamadas de “Oro” (PCR en el caso de AEC). Ademas, como parte de la validacion
de la prueba de ELISA, deberian hacerse ensayos de estabilidad de la muestra
(ciclos de congelacion y descongelacion), junto con pruebas de sensibilidad y

precision en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.
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ANEXO 1
SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS

Solucién Amortiguador de corrida

Glicina 0.192 M 14.4 g.
Tris Base 0.025 M 34.
SDS 0.1% 19
dH20 cbp 1L

*En 300 ml de H20 destilada agregar primero glicina, después adicionar el Tris Base
y por ultimo el SDS. Esperar la homogenizacion y aforara 1 L.

Mantener a refrigeracion 4°C

SDS 10%

SDS 19

dH20 cbp 10 ml
APS 10%

Persulfato de amonio 019
dH20 cbp 1 ml

*Una vez preparado se mantiene en congelacion -20 °C
Amortiguador gel resolvedor

Tris Base 1.5 M 18.2g 9.085¢

SDS 040g 0.20g

dH20 100 ml 50 ml

*Ajustar pH a 8.8 con HCI y mantener a refrigeracion 4°C

Amortiguador gel concentrador

Tris Base 1M 6.06g 3.03g
SDS 040g 0.20g
dH20 100 ml 50 ml

*Ajustar pH a 6.8 con HCI y mantener a refrigeracion 4°C
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Regulador de la muestra 5X

Tris HCL pH 8.4 500 mM
Sacarosa 0.5M
EDTA pH 8.0 5 mM
Azul de bromofenol 0.03 %

Solucién de teinido

Azul de Coomassie R-2500.2%
Acido Acético Glacial 10%
Metanol 20%
dH20 69.8%

Solucion para desteiir

Metanol 10%
Acido Acético Glacial 10%
dH20 80%
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ANEXO 2
SOLUCIONES WESTERN BLOT

Soluciéon Amortiguador de Transferencia +

Glicina 23 g
Tris Base 4849
Metanol 320 ml
SDS 10 % 100 ul
dH20 cbp2L
PBS 10X +

Na2HPO4 1429
NaH2PO4 6.99
NaCl 87.5¢g
dH20 cbp 1L
PBS 1X +

PBS 10X 100 ml
dH20 900 ml
*AjustarpH a 7.2

PBS Tween

Tween 20 500 ul
PBS 1X cbp 1L

Solucién de lavado de 2do ac. +
NaCl 1M 29.22 g
Tween 20 500 ul
PBS 1X cbp 500 ml
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Soluciéon de bloqueo

Leche descremada
en polvo 3 % 045¢g

PBS 1X cbp 15 ml

Solucion dilutora ac’s

Leche descremada
en polvo 3 % 045¢g

PBS Tween cbp 15 ml

SOLUCIONES DE REVELADO

Solucion de revelado 1

PBS 1X 10 ml
Diaminobenzidina 5 mg
H202 30% 10 ul

Solucion de revelado 2

PBS 1X 40 ml
Metanol 10 ml
4-cloro-1-naftol 30 mg
H202 30% 30 ul

+Mantener en refrigeracion 4°C
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ANEXO 3
SOLUCIONES ELISA

Amortiguador de carbonatos

Na2COs 1.59¢g
NaHCOs3 293¢
NaN3 029
dH20 chp1L

*Ajustar pH con NaOH a 9.6 y almacenar a 4° C

Amortiguador de fosfatos salinos (PBS)

NazHPO,4 17.32 g
NaH2PO4 10.84 g
NaCl 8.79
BSA 1g
dH20 cbp 1L

*Antes de agregar BSA ajustar pH con NaOH a 7.0 y almacenar a 4° C

Solucion de lavado

NaCl1.5M 87.66 g
Tween 20 0.05 % 5ml
dH20 cbp1L

Solucién de Citrato pH 6.0
CsHsO7 4849
dH20 cbp 500 ml

*Mantener en refrigeracion 4°C
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TMB+ DMSO
T™B 0.0025 g
DMSO 250 ul

*Mantener en refrigeracion 4° C

Solucion Citrato-TMB

Sol. Citrato 12.5 ml
TMB-DMSO 125 ul
H202 30% 2.5 ul

*Se prepara al momento de uso
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