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RESUMEN

Los lentivirus de pequefios rumiantes (LvPR) pertenecen a la familia Retroviridae e incluyen diversos
genotipos que frecuentemente cruzan la barrera de especies entre ovejas y cabras, causando una
infeccion cosmopolita que afecta la produccion de pequefios rumiantes generando pérdidas econdmicas.
El éxito de los programas de control depende del conocimiento preciso y detallado del diagnéstico, y las
rutas de transmision de la enfermedad. OBJETIVO GENERAL.: detectar ovinos machos infectados por
LvPR mediante el uso de técnicas serologicas y moleculares en sangre periférica y semen.
METODOLOGIA: se llevo a cabo un muestreo no probabilistico de 73 machos mayores a 7 meses de
edad, de diferentes rebafios en los Estados de México e Hidalgo. La sangre se obtuvo por puncion de la
vena yugular y el semen se colectdé usando vagina artificial o electroeyaculador segun la condicion del
macho. Las muestras fueron conservadas en frio y transportadas al Laboratorio de Virologia. Se centrifugd
la sangre para obtener plasma sanguineo (PS) y los leucocitos de sangre periférica (LSP). Del semen se
obtuvo fluido seminal (FS) y células seminales (CS). PS'y FS fueron utilizados para la deteccion serologica
mediante un ELISA indirecto basado en el uso de la proteina recombinante p16 (ELISAi-p16) derivada de
secuencias de un LvPR genotipo B. Se extrajo el ADN de LSP y CS para la deteccion de ADN proviral por
PCR anidada que amplifica una region parcial del gen gag del genotipo A. Los productos obtenidos de la
segunda ronda de PCR se cargaron en geles de agarosa y se realizd la electroforesis, posteriormente se
tifieron con bromuro de etidio y se observaron usando un transiluminador. RESULTADOS: cinco machos
resultaron positivos al ELISAI-p16 de plasma sanguineo y ninguna muestra de fluido seminal resulto
positiva. De los ovinos evaluados en PCR, 23 resultaron positivos en LSP y 32 en células seminales, de
los cuales 14 ovinos resultaron positivos en ambas muestras, para un total de 41 positivos por PCR. Tres
de los animales positivos a PCR también lo fueron en el ELISAi-p16. Dos de los cinco machos
seropositivos coincidieron con los resultados de PCR para ambas muestras (LSP y CS) y uno de ellos
coincidio con un resultado positivo para PCR de CS. En total de 73 ovinos evaluados, 43 resultaron
positivos por una o0 ambas técnicas de diagnostico. Estas diferencias en la deteccion entre la prueba de
ELISAi-p16 y la nPCR pueden ser debido al genotipo infectante en los animales de estudio.
CONCLUSIONES: fue mas eficiente la deteccion de ovinos machos infectados por LvPR mediante el uso
de nPCR en sangre y semen. Se identifico la presencia de anticuerpos contra LvPR utilizando una prueba
de ELISAi-p16 solo en plasma sanguineo. El estudio destaca el valor del semen como muestra en el
diagndstico de LvPR, demuestra la importancia de usar mas de un método de diagndstico que incluya el
genotipo/antigeno prevalente en las regiones y enfatiza en la necesidad de realizar mas investigaciones
sobre la importancia de la trasmision a través del semen.



ABSTRACT

Small ruminant lentiviruses (SRLV) belong to the family Retroviridae and include various genotypes that
frequently cross the species barrier between sheep and goats, causing a cosmopolitan infection that affects
small ruminant production bringing about economic losses. The success of the control programs depends
on precise and detailed knowledge of the diagnosis, and the routes of disease transmission. Objective:
The aim of this study was to detect rams infected by SRLV using serological and molecular techniques in
blood and semen. Material & Methods: A non-probabilistic sampling of 73 males over seven months of
age, from different herds in the states of Mexico and Hidalgo, was carried out. Blood was collected by
puncturing the jugular vein and sperm was collected from rams by electroejaculation or using an artificial
vagina. The samples were cold-preserved and transported to the Virology Laboratory. Blood was
centrifuged to obtain blood plasma (BP) and peripheral blood leukocytes (PBL). Seminal fluid (SF) and
seminal cells (SC) were obtained from semen. BP and SF were used for serologic detection using an
Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay based on the use of the recombinant protein p16 (IELISA-
p16) derived from sequences of a SRLV genotype B. DNA of PBL and SC was extracted to detect the
proviral DNA by nested Polymerase Chain Reaction (nPCR) that amplifies a partial region of the gag gene
of SRLV. The products obtained from the second round of nPCR were loaded on agarose gels and
electrophoresis was performed, then stained with ethidium bromide and observed using a transilluminator.
Results: Five males were positive for IELISA-p16 in BP and no sample of SF was positive. Gag region
amplifications were found in PBL and SC of 41 rams: 23 were positive in PBL and 32 in SC, of which 14
rams were positive in both samples. Three nPCR positive rams were also in IELISA-p16. Two of the five
seropositive males coincided with the PCR results for both samples (PBL and SC) and one of them
coincided with a positive result for nPCR in SC. In total, of 73 rams, 43 tested positive using one or both
diagnostic techniques. These differences in detection between the IELISA-p16 test and the nPCR may be
due to the infective genotype in the studied animals. Conclusions: Detection of rams infected with SRLV
was more efficient through the use of nPCR in blood and semen. The presence of antibodies against SRLV
was identified using an IELISA-p16 test only in blood plasma. This study highlights the value of semen as a
sample in the diagnosis of SRLV, demonstrates the importance of using more than one diagnostic method
that includes the genotype / antigen prevalent in the regions, and emphasizes the need to conduct further
research on the importance of transmission through semen



DETECCION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS
RUMIANTES EN SANGRE Y SEMEN DE OVINOS

MARCO TEORICO

GENERALIDADES

El género no oncogénico Lentivirus, pertenece al Orden Ortervirales, familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae. Los retrovirus se caracterizan por la capacidad de transcribir inversamente el ARN viral a
ADN bicatenario (ADNds) a través de la accion de la transcriptasa reversa (RT). El género Lentivirus
incluye los virus de inmunodeficiencia humana (VIH), inmunodeficiencia de simios (SIV), inmunodeficiencia
felina (FIV), inmunodeficiencia bovina (BIV), anemia infecciosa equina (EIAV) y los lentivirus de pequefios
rumiantes (SRLV), anteriormente conocidos como Maedi Visna (MV) y Artritis Encefalitis Caprina (AEC)
(Minguijon et al, 2015).

El virion es esférico con una estructura Unica de tres capas. El tamafio de los viriones es de
aproximadamente 80 — 100 nm de didmetro. La parte central del virus es un complejo que incluye el
genoma-nucleoproteina, asociado con la retrotranscriptasa. La estructura que encierra el genoma, es una
capside de morfologia icosaédrica que esta rodeada por una envoltura derivada de la membrana
plasmética de la célula huésped. Su genoma es un dimero idéntico de ARN monocatenario de sentido
positivo de 9,2 kilobases (kb) de tamafio, que se transcribe inversamente en ADN proviral, algunos de los
cuales se integraran en el ADN cromosomico. La organizacion genética tipica de los lentivirus comprende
tres genes estructurales: gag que codifica para capside, nucleocapside y proteina de matriz; pol que
codifica para las enzimas como retrotranscriptasa, proteasa e integrasa y env que codifica para
glicoproteinas de transmembrana y superficie. EI ADN proviral esté flanqueado por secuencias repetidas
conocidas como repeticiones terminales largas (LTR) no codificantes, que contienen elementos
promotores que inician la transcripcion del ADN y juegan un papel importante en el tropismo celular y en la

patogénesis (Pépin et al, 1998; Ramirez et al, 2013; Minguijon et al, 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica de los SRLV conlos principales componentes estructurales del virion. Modificado de
Leroux & Mornex, 2008.

El gen gag codifica para las tres proteinas estructurales internas: la capside (CA, p25), la nucleocépside
(NC, pl4) y la proteina de la matriz (MA, pl6), esta Ultima asegura el enlace entre la capside y la
envoltura. La proteina p25, es la proteina méas abundante del virion, una proteina larga que provoca una
fuerte respuesta de anticuerpos durante la infeccion, estimula asi la produccion de anticuerpos en el
hospedador por lo que se usa con frecuencia en diagnostico seroldgico, lo cual es valioso para las pruebas

serologicas (Gomez et al, 2018).

El gen pol codifica para la transcriptasa inversa, la enzima clave de los retrovirus que es una ADN
polimerasa dependiente de ARN, que permite la transcripcion del ARN viral en ADN. En cada virion,
numerosas moléculas de transcriptasa inversa e integrasa estan asociadas con el ARN viral. Después de
la transcripcion inversa, el provirus migra hacia el ndcleo y el genoma de ADN bicatenario se integra en el

ADN de la célula huésped mediante un mecanismo mediado por la integrasa (Pépin et al, 1998).

El gen env codifica para las glicoproteinas insertadas en la envoltura del virus: la glicoproteina de
superficie (SU, gp135) y la glicoproteina de transmembrana (TM, gp46). La TM esta anclada en la bicapa
lipidica, por su capacidad de fusion de membranas permite la fusion entre la envoltura viral y la membrana
de la célula huésped, es una proteina mucho mas conservada, por lo que es buen candidato para ser

utiizado en técnicas de ELISA que funcionen en diferentes ubicaciones geograficas, porque contienen los
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epitopos responsables tanto de la induccion de anticuerpos neutralizantes como de la interaccion del virus
con el receptor de la célula huésped. La SU contiene dominios que son reconocidos por la célula receptora
y permiten la entrada, esto estimula la produccion de anticuerpos y también es genéticamente variable, por
lo que las modificaciones en SU determinan la variabilidad antigénica de los diferentes aislados (Gomez et
al, 2018).

Existen tres genes auxiliares que tienen funciones reguladoras: Vpr-like, vif y rev, los cuales contienen
informacion para codificar proteinas que regulan la replicacion viral, entre ellos estan el gen vif, cuyo
producto es necesario para hacer que el virus sea infeccioso, identificado como un factor importante para
luchar contra los mecanismos de defensa de la célula. El gen Vpr-like que actla en la transactivacion y el
gen rev que regula la expresion viral (Gomez et al, 2018; Olech et al, 2019).

gag pol env
Ol — g —T
I:l vif  vpr-like S s rev.-" u I:l
LTR LTR

Figura 2. Representacion del mapa genoémico de los SRLV. Modificado de Pépin etal, 1998.

La variabilidad genética es una caracteristica clave de los lentivirus de pequefios rumiantes y su
conocimiento es esencial para el diagnostico preciso y los estudios de epidemiologia molecular (Minguijon
et al, 2015). Entender esta propiedad es importante para favorecer la precision de los programas de
erradicacion, ya que proporcionan informacion sobre la evolucion de los lentivirus de pequefios rumiantes
(Olech et al, 2019).

Pese a la alta tasa de evolucion en los lentivirus muchos elementos del genoma, asi como algunos
elementos de replicacion y de empaquetamiento, se conservan. Los genes estructurales gag, pol y
algunas regiones del gen env estan relativamente conservadas, pero otras, como las que codifican sitios
de unién a anticuerpos, como las proteinas de superficie son altamente variables (Ramirez et al, 2013).

Los virus cuentan con diferentes canales de variabilidad genética para establecer una respuesta de



supervivencia y perpetuar la infeccion, estas conducen a la habilidad de los lentivirus para evadir el
sistema inmunitario (Minguijon et al., 2015).

Debido a que la retrotranscripcion conlleva a una alta tasa de errores y no cuenta con mecanismos de
correccion, la replicacion de los lentivirus involucra una alta frecuencia de mutaciones, a menudo
inserciones y deleciones. La mutacion conduce a una alta variabilidad de secuencias incluso dentro de un
mismo individuo, formando en conjunto una cuasiespecie (Minguijon et al., 2015). El concepto de
cuasiespecie viral se define como un conjunto de virus encontrados en un individuo infectado derivadas de
un mismo virus. La diversidad genética mostrada como cuasiespecie viral es caracteristica de la infeccion
retroviral. La falta de factores de correccion en el funcionamiento de la RT podria explicar los niveles
extremadamente altos de variacion genética observados in vivo. Sin embargo, la heterogeneidad genética
y flexibilidad adaptativa observada in vivo no puede atribuirse completamente a los problemas de la RT y

mutaciones (Ramirez et al, 2013), ya que existen otras vias.

La recombinacion es un mecanismo de diversificacion que puede ensamblar combinaciones genéticas
beneficiosas dificiles de generar solo por mutacion y que puede eliminar mutaciones letales. A diferencia
de los cambios causados en la mutacion, la recombinacion es una fuerza evolutiva mas intensa, ya que
facilita la reparacion de los genomas virales a nivel fisico o a nivel de segmentos que acumulan
mutaciones en ausencia de recombinacion (Ramirez et al, 2013). Este mecanismo surge como resultado
de la coinfeccion de dos virus en la misma célula y el empaguetamiento de dos copias no idénticas del
genoma de ARN en cada virion (Negroni & Buc, 2001). En infecciones naturales se han identificado
recombinaciones de SRLV entre los genotipos A y B, y entre variantes genéticas del subtipo B1 en cabras
(Ramirez et al, 2011).

La variabilidad es una herramienta del virus para evadir la respuesta inmune del huésped, entre otros
medios que tiene para garantizar la persistencia de la infeccion en el hospedador (Gémez et al, 2018).
Este medio de evasion también pudiere estar involucrado en la transgresion de la barrera especifica, como
se ha visto en especies de rumiantes salvajes infectadas natural y experimentalmente. Un mecanismo que
contribuye a la creciente diversidad de los SRLV es la capacidad de infectar tanto a ovinos como a
caprinos. Multiples estudios han descrito el fendmeno de la transmision entre especies, lo que puede

impulsar la aparicion de nuevas cepas, posiblemente mostrando nuevas propiedades bioldgicas. El alto



grado de variabilidad genética propende por la aparicion de una variedad de cepas y cuasiespecies
divergentes que ha llevado a la formacion de pequefios grupos heterogéneos con un rango variable de

huespedes y propiedades patogénicas (Minguijon et al, 2015; Olech et al, 2019).

Debido a su alta variabilidad, los SRLV se han podido clasificar filogenéticamente, basado en un fragmento
genético de 1,8 kb de la regién gag-pol y una secuencia del gen pol de 1,2 kb, en cinco grupos principales
0 genotipos, A-E, cuyas secuencias de nucledtidos difieren en un 25-37% entre si y a la vez se han

establecido diferentes subtipos (Ramirez et al, 2013).

Hasta ahora se han reconocido veintidds subtipos (A1 — A22) dentro del grupo A, el grupo B se divide en
cinco subtipos (B1 — B5), mientras que el genotipo E tiene dos subtipos (E1 y E2). Los virus similares que
incluyen cepas tipo MV y AEC, clasificados en los grupos A y B, respectivamente, estan ampliamente
distribuidos en todo el mundo, mientras que los virus de los grupos C-E estan restringidos geograficamente
(de Andrés et al, 2013; Molaee et al, 2020). Cada que se obtienen mas secuencias virales, 10s subtipos
pertenecientes a infectar una sola especie, tienden a desaparecer, encontrandose en ambas especies
(Minguijon et al, 2015). A medida que se analizan mas cepas locales aparecen nuevos subtipos, o que

muestra la necesidad continua de nuevos disefios diagndsticos (de Andrés et al, 2013).

La replicacion viral se realiza a través de varios pasos biologicos Unicos que a su vez inciden en la
patogénesis. Después de la entrada del virus a la célula, la informacion genética codificada en el ARN viral
se copia a ADN de doble cadena por retrotranscripcion. Este ADN migra al nlcleo, se integra en el ADN
cromosomico de la célula y luego se transcribe en un nuevo ARN viral. EI ARN del virus recién creado se
exporta al citoplasma, el cual servira para ensamblarse con los viriones de progenie, y los ARNm
promueven la sintesis de proteinas virales que en conjunto con los nuevos genomas de ARN se

ensamblaran para formar los nuevos viriones en el citoplasma (Burrell et al, 2017).

La replicacion viral empieza cuando el virion entra en contacto con la célula blanco llevando a cabo el
reconocimiento del receptor de las células permisivas por la glicoproteina de la envoltura viral (SU).
Aunque no se ha identificado un receptor unico para los SRLV, se ha identificado en los Gltimos estudios
un receptor de manosa que al parecer es el receptor celular que usa el virus para penetrar la célula

(Gomez et al, 2018). Producida la entrada, se da la fusion de la envoltura viral con la membrana celular, lo



que conduce a la liberacion de la capside viral en el citoplasma. La eliminacion del recubrimiento libera el

complejo de nucleoproteina (Burrell et al, 2017).

La transcriptasa inversa comienza en el citoplasma a sintetizar el ADN del genoma viral a partir de ARN
viral. La doble cadena de ADN retrotranscrita migra al nlcleo a lo largo de los microtubulos y varias de
esas moléculas se integran como provirus en sitios aleatorios en el ADN celular, por accién de la integrasa
(Burrell et al, 2017). Las ceélulas infectadas contienen pocas, normalmente s6lo una, copias integradas en
el ADN celular del hospedador (Minguijon et al, 2015), puesto que existen fendmenos de interferencia que

impiden que una célula ya infectada vuelva a infectarse (Lago, 2012).

Una vez integrado en el ADN nuclear el provirus se mantiene completamente estable y puede permanecer
en estado de latencia por tiempo indefinido, produciendo una infeccion persistente de por vida (Gémez et
al, 2018), sblo se expresa cuando la célula se divide. La expresion del virus depende de factores
ambientales, uno de estos es el grado de maduracion de las células, por ejemplo, cuando el monocito
madura a macrofago se puede inducir la activacion de la transcripcion, que es realizada por la maquinaria
celular (Lago, 2012). Por lo tanto, los monocitos y los macréfagos inmaduros actuan como "Caballos de
Troya", permitiendo que el virus escape de las respuestas inmunes y permitiendo su llegada a los drganos
diana (Gomez et at, 2018).

La ARN polimerasa Il sintetiza el ARN gendmico viral y los ARNm que codifican para las proteinas del
virus, a partir del provirus integrado. Las proteinas de la envoltura (Env) se sintetizan en el reticulo
endoplasmico rugoso y son glicosiladas en el aparato de Golgi, para ser transportadas a la cara interna de
la membrana citoplasmatica de la célula para iniciar el ensamble. Las proteinas Gag y Pol se sintetizan en
los ribosomas citoplasmaticos, se asocian al genoma viral y se incorporan con las 12 glicoproteinas
ancladas en la membrana citoplasmatica. Las particulas viricas formadas se liberan por gemacion. La
maduracion del precursor de las proteinas Gag y Pol se produce por accion de la proteasa viral, que
otorga la infectividad a los viriones (Burrell et al, 2017).

Ya en contacto con el hospedador el virus atraviesa las barreras mucosas e infecta macrofagos y células
dendriticas alli residentes, que migraran a través del sistema linfatico aferente hasta los linfonodos, alli

ocurre la transmision de la infeccion a los monocitos/macréfagos, los cuales se diseminan por la linfa
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eferente y el conducto toracico, para llegar al torrente sanguineo estableciendo asi una infeccion sistémica
(Gomez et al, 2018).

En los monocitos infectados en sangre, que actian como “Caballo de Troya”, no se da una replicacion viral
significativa, por lo que el virus pasa desapercibido por el sistema inmunoldgico y se disemina hacia los
Organos diana (Lago, 2012). El tropismo tisular parece variar entre las cepas de SRLV, de acuerdo con
una comprension incompleta de factores que involucran interacciones hospedero-patogeno (Pinczowski et
al, 2017), no se han encontrado adn los patrones firma que definen el tropismo hacia los 6rganos, cada
variante de virus particular puede limitarse a un compartimento, organo o tejido dentro del individuo
(Ramirez et al, 2013).

El virus posee un periodo de incubacion largo y muy variable, siendo el resultado final una infeccion
persistente (Lago, 2012), que puede deberse a que la respuesta inmune que se genera frente a la
infeccion, contenga fallas que le impidan eliminar el virus (Pepin et al, 1998). Cuando los monocitos
maduran a macréfagos, en los tejidos se desencadena un factor que da lugar a la activacion de la
expresion viral (Lago, 2012).

Después del primer contacto del virus con el hospedador se produce una breve viremia inicial que conduce
a la seroconversion del animal, debido a la sintesis de anticuerpos contra los antigenos virales. Ya que el
provirus esta en el genoma celular, el virus puede entrar en un periodo de latencia perpetuado hasta
desencadenarse un proceso inflamatorio en los érganos diana, que es cuando el virus volvera a replicarse
induciendo una reaccién inmunitaria cuya afeccion en los tejidos trae como consecuencia la aparicion del

cuadro clinico clasico (Acevedo, 2018).

RESPUESTA A LA INFECCION

Existen diferentes mecanismos que dificultan el éxito de la infeccion por SRLV. El hospedador puede
mostrar una variedad de estrategias tanto a nivel celular como a nivel del organismo. Ademas, algunos
rasgos geneticos pueden explotarse para criar razas mas resistentes. Un conocimiento mas profundo
sobre como actdan, puede ayudar a mejorar la salud de nuestros rebarfios, haciéndolos més rentables y

sostenibles (Gomez et al, 2018).



Cuando el organismo se halla frente a una infeccion viral por SRLV el sistema inmune establece dos tipos
de respuesta para su control. La primera es la respuesta inmune innata que funciona como una de las
primeras lineas de defensa. Esta implica una variedad de células y proteinas no especificas que pueden
atacar y destruir a los patdgenos invasores. Por su parte, la respuesta inmune adquirida lleva tiempo para
desarrollarse, pero es responsable de la produccion de subconjuntos de células T y B especificas para los
patdgenos y contribuye al desarrollo de anticuerpos especificos (Stonos et al, 2014).

El linaje de monocitos / macréfagos y células dendriticas representa un puente entre las inmunidades
innatas y adaptativas contra SRLV (Gomez et al, 2018), son células importantes en la interfaz de la
respuesta inmune de ambos tipos, ya que actlan como células presentadoras de antigeno para la
estimulacion de las respuestas de las células T. Por lo tanto, la infeccion por SRLV puede interferir con

esta importante funcion celular y asi alterar la respuesta inmune del individuo (Blacklaws, 2012).

Se podria decir que toda infeccion celular por parte del virus es exitosa pero adn no se ha comprobado. La
célula posee varios mecanismos de defensa, ya que, al verse amenazada por la entrada del virus

moléculas de la inmunidad innata y adquirida empiezan a limitar la infeccion (Gomez et al, 2018).

Las moléculas restrictivas de inmunidad innata son proteinas antivirales que tienen diversas funciones, por
ejemplo TRIM5 que puede unirse a las capsides virales, inhibiendo las etapas de integracion y pasos
posteriores, también puede reconocer estructuras dentro de las proteinas de la capside, eliminarlas e
interferir asi con el proceso de encapsidacion, evitando la retrotranscripcion y la continuacion del ciclo viral.
Las proteinas APOBEC3 (A3) tienen actividad citosina-deaminasa que genera 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. Estas mutaciones causan la expresion anormal de proteinas virales no funcionales,
lo que resulta en interrupciones del ciclo de vida viral. El efecto antiviral es contrarrestado por la proteina

Vif del virus que puede inhibir la actividad de las proteinas A3 (Gomez et al, 2018; Minguijon et al, 2015).

Otro sistema de defensa son los interferones y citosinas que producidas en respuesta a una infeccion viral,

generan el lamado estado antiviral de la célula (Gomez et al, 2018).
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Se ha percibido que la infeccion 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 TCD4+ e inducir
respuestas de linfocitos T citotoxicos (Stonos et al, 2014).

Las respuestas de anticuerpos pueden surgir de 2 a 4 semanas despues de la infeccion y se ha observado

que tienden a fluctuar durante los primeros 6 meses de infeccion (Pinczowski et al, 2017).

El virus y el huésped evolucionan conjuntamente de acuerdo con la presion que ejerce el sistema inmune
innato y adaptativo, para alcanzar un equilibrio que favorece la infeccion (del virus) o la oposicion (del
huesped). La restriccion heterdloga por factores de inmunidad innata suele ser mas extendida y potente
que la homologa; este hallazgo puede tener implicaciones profilacticas y terapéuticas contra las
infecciones lentivirales (Minguijon et al, 2015).

PRESENTACION CLINICA

Los primeros signos que se han observado en ovejas infectadas son la pérdida de la condicion corporal y
la disnea causada por diferentes grados de neumonia intersticial. Estos signos respiratorios pueden estar
asociados con una mastitis indurativa y una disminucion en la produccion de leche en el periodo posparto.
Aunque se describe con menos frecuencia, los ovinos también pueden verse afectados por artritis,
presentando agrandamiento de la articulacion carpiana con claudicacion leve, asi como puede
manifestarse la forma neuroldgica, que resulta en ataxia, hipermetria o paralisis. En caprinos, los SRLV
generalmente producen la forma nerviosa y articular, aunque también se puede observar neumonia

intersticial (Pinczowski, 2017).

Existen cuatro formas clinicas principales en las que se puede manifestar la infeccion por SRLV en el
hospedador, estas son: articular, mamaria, pulmonar y nerviosa, provocando una enfermedad inflamatoria
multisistémica y progresiva que cursa con artritis, mastitis, neumonia y/o encefalitis (Leroux & Mornex,
2008; Blacklaws, 2012). La presentacion articular involucra la presencia de articulaciones agrandadas,
afectando principalmente a la articulacion del carpo, pero también a la articulacion del tarso y raramente

otras articulaciones (Pérez et al, 2015).
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La forma mamaria cursa como una mastitis indurativa difusa, bilateral y crénica que muchas veces se
encuentra asociada a la forma pulmonar (Pinczowski, 2017) y afecta animales adultos de entre 3 y 5 afios
de manera desapercibida. Esta forma subclinica de la enfermedad genera, ademas del impacto sanitario,
un impacto productivo y econdémico (Leroux & Mornex, 2008; Aragao et al, 2017).

En la manifestacion pulmonar, los signos clinicos como disnea, polipnea y el patron abdominal, son
producidos por una neumonia intersticial (Pinczowski, 2017) y la forma nerviosa causa encefalitis y/o
mielitis. Por lo general, es uno de los 6rganos que se ve mayormente afectado, aunque varios tejidos
pueden mostrar lesion con severidad variable (Pérez et al, 2015). Estas formas de presentacion conducen
a un estado de caquexia y muerte al provocar una disfuncion respiratoria o alteracion general del sistema

nervioso (Blacklaws, 2012).

Se ha identificado una inmunodeficiencia asociada, la cual se caracteriza por la incapacidad del animal
para generar respuestas de memoria frente a numerosos antigenos. Asi es como las infecciones clinicas
por SRLV representan predisposicion para otras enfermedades, ya que disminuye su capacidad de
responder a otros microorganismos patdgenos, a pesar de que éste continlle presentando elevados
niveles de anticuerpos frente a antigenos virales a lo largo de su vida (Blacklaws, 2012).

Hallazgos patologicos en las articulaciones del carpo y los pulmones de animales inoculados confirman
que las formas clinicas pueden coexistir en el mismo animal (Minguijon et al, 2015; Pinczowski, 2017). Se
han hallado lesiones en drganos reproductivos tanto masculinos como femeninos, algunos sin mostrar
signos clinicos de la enfermedad. Sin embargo, es importante tener en cuenta esto, porque a pesar de ser
asintomaticos los animales afectados son potencialmente diseminadores de la infeccion (Martinez et al,
2005; Fieni et al, 2012).

Asi mismo, aunque se suelan considerar las formas pulmonar y nerviosa mas comunes en ovejas y las
formas mamaria y articular mas frecuentes en cabras (Pérez et al, 2015). Ambas especies son
susceptibles a la manifestacion de la infeccion en todos los cuadros de presentacion clinica (Pinczowski,
2017).
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TRANSMISION

Del conocimiento preciso y detallado de las rutas de transmision de la infeccion, depende el éxito que se
obtenga en los programas de control, ya que esta consideracion es un componente critico en ellos
(Peterhans et al, 2004). Las principales vias de transmision de los SRLV son la horizontal, que ocurre a
través del contacto directo entre los animales y la via vertical lactogénica, que ocurre a través del consumo

de calostro o leche infectados (Sanchez et al, 2016).

La transmision por aerosoles del tracto respiratorio entre animales de todas las edades en contacto
cercano y a distancias hasta de varios metros, parece ser una ruta importante de diseminacion de los
SRLYV, tanto entre individuos como entre rebafios y desempefia un papel importante en la permanencia de
la infeccion, particularmente en condiciones de hacinamiento, donde se favorece la aspiracion de
aerosoles respiratorios procedentes de animales infectados (East et al, 1993; Peterhans et al, 2004). Las
coinfecciones con otros virus 0 bacterias también pueden contribuir a su propagacion a través de
exudados pulmonares (Pépin et al, 1998). Esta via se ha destacado como importante en la trasmision del
virus entre ovinos (Jowen et at, 1993). En esta especie, el contacto entre oveja y cordero también
representa un factor de riesgo importante en la transmision de tipo horizontal al recién nacido. Puede
explicarse por la transmision de aerosoles desde el tracto respiratorio, siendo los pulmones un 6érgano

diana importante en ovinos (Peterhans et al, 2004).

El calostro y la leche se consideran de importancia primordial en la transmision de los SRLV por via
vertical (Peterhans et al, 2004), una caracteristica clave de la epidemiologia de la enfermedad. En un
rebafio infectado naturalmente, las células infectadas con virus y el virus libre pasan de ovejas a corderos
por via lactogénica. La permeabilidad del intestino de los corderos recién nacidos favorece la infeccion.
Por la mastitis frecuente en los animales afectados, la transmision puede verse facilitada por el
reclutamiento de células mononucleares infectadas a las glandula mamaria. La duracion de la infeccién en
la oveja y el grado de contaminacion de la progenie parecen estar correlacionados. Naturalmente, el parto
es un momento de alta expresion de lentivirus, lo que facilita la propagacion de la infeccion (Pépin et al,
1998).
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La transmision del virus a través del Gtero se ha considerado de menor importancia, los hallazgos de
hembras seropositivas que infectan fetos in Utero parecen ser de baja frecuencia y por ende con una baja
tasa de trasmision vertical (Sanchez et al., 2016). Este es un tema controvertido y su importancia real es
poco clara, pero se han observado casos de corderos seropositivos en programas con estrictos controles
al parto (Pépin et al, 1998) y resultados positivos por PCR de aproximadamente el 10% de corderos
analizados antes de la ingestion de calostro (Arcila et al, 2012), ademas algunos estudios han demostrado
la presencia del virus en el tracto reproductivo femenino, particularmente en el dtero. Asi mismo ya se ha

reportado la via intrauterina como via de transmision vertical de los SRLV (Hasegawa et al, 2017).

Asi como la via uterina, la infeccion a traves del semen no ha tomado relevancia dentro de las vias en las
que la infeccion se trasmite, ya que en general la via sexual se considera de menor importancia (Gomez et
al, 2018). Sin embargo, se ha demostrado no solo la presencia del virus en semen (Peterhans et al, 2004;
Ali Al; Martinez et al, 2005; Ahmad et al, 2008; Cruz et al, 2009; Fieni et al, 2012), sino también, se ha
descrito la transmision mediante inseminacion artificial (Souza et al, 2013), tema objeto de este trabajo y

su discusion.

En cuanto a la transmision iatrogénica y por fdmites, considerada la menos importante desde el punto de
vista epidemioldgico (Sanchez et al, 2016). Esta puede contribuir a la propagacion de la infeccion al no
cambiarse de ropa, botas y equipo cuando se trata de rebafios infectados y no infectados (Peterhans et al,
2004). Estudios que han usado una dosis infecciosa intravenosa muy baja indican que la transmision
latrogenica por medio de agujas e instrumentos contaminados reutilizados puede ocurrir y es algo que
debe evitarse (Minguijon et al, 2015). La transmision por maquinas de ordefio contaminadas se considera
un factor de riesgo (Peterhans et al, 2004). La transmision a través de fomites comunes como en el agua,
generada por contaminacion fecal se ha probado experimentalmente, ademas se ha detectado SRLV en
bebederos. Asi que los objetos contaminados y el papel del agua en la trasmision son objeto de atencion
(Minguijon et al, 2015).

El virus libre 0 asociado a células infectadas, entra en el hospedador a través del tracto respiratorio, las
membranas mucosas o los capilares fenestrados del intestino de los corderos (Blacklaws et al, 2012). Es
poco probable que especies como perros 0 gatos desempefien un papel en la transmision viral (Peterhans
et al, 2004).
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DIAGNOSTICO

Existe una gama de pruebas para el diagndstico de los Lentivirus de Pequefios Rumiantes. La prueba de
tipo serolégico que se utilizaba con mayor frecuencia fue la inmunodifusion en gel de agar (AGID), al ser
una prueba de diagnostico recomendada por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, OIE (Oliveira et
al, 2009; OIE, 2018). Sin embargo, esta prueba no permitia el diagnostico temprano o certero en los
animales. El diagndstico de SRLV actualmente se lleva a cabo principalmente por pruebas serologicas
indirectas, consideradas como pruebas tamiz, siendo el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) el mas usado por ser altamente sensible, objetivo y automatizado. Los ELISAs pueden ser
utiizados para la deteccion de animales expuestos a diferentes genotipos de SRLV, sin embargo, se debe
tener en cuenta la utilizacion de antigenos provenientes de cepas virales apropiadas, ya que éstas son
heterogéneas y pueden variar los epitopes antigénicos entre unas y otras. La técnica molecular de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se usa como método confirmatorio debido a la mencionada
heterogeneidad y a la baja carga viral relacionada a la proporcion de células infectadas, comparado con la

cantidad de anticuerpos que pudieran generarse (de Andrés et al, 2013; San Jose et al, 2015).

Actualmente el ELISA puede utilizarse para detectar anticuerpos en suero, leche y semen (de Andrés et al,
2013; Peterhans et al, 2004; Ramirez et al, 2009). Los ELISAs indirectos y competitivos, se han utilizado
para el diagnostico de la infeccion y en los programas de erradicacion de los SRLV (San José et al, 2015).
Estas pruebas de tipo serologico suelen ser més sensibles cuando se utilizan antigenos provenientes de
diferentes cepas virales y se ha demostrado que con la combinacién de antigenos de diferentes

estructuras virales (TM/CA o MA/CA), se obtienen pruebas mas sensibles (Rosati et al, 2004).

Los antigenos derivados de genotipo A son mas adecuados para detectar anticuerpos de reaccion
heterdloga, que los antigenos derivados de genotipo B o E (de Andrés et al, 2013; San José et al, 2015).
Las dificultades de las pruebas serologicas monovalentes actuales pueden explicarse por la variacion
antigénica y la tasa de mutacion de los SRLV, asociada a la aparicion de diferentes genotipos, factores
que también limitan otras pruebas. El uso de péptidos sintéticos podria permitir el desarrollo de pruebas de
diagndstico a medida que se ajusten a los epitopes especificos del genotipo viral bajo investigacion (San
José et al, 2015).
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La técnica de PCR permite un 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
0 de tamizaje (Sanjosé et al, 2015). Como se menciona, 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 objeto de disefio para los iniciadores abarcan regiones en todo el genoma e incluyen a los
genes gag, pol, envy la LTR. Algunas regiones en los genes gag, pol y LTR estan mas conservadas en
comparacion con el gen env, que tiene la mayor variabilidad, lo que lo hace menos adecuado para ser

empleado en el diagndstico, a diferencia de la region gag (Cruz et al, 2009; Gomez et al, 2018).

Los monocitos de sangre periférica que son células diana del virus se utilizan como muestra para el
diagnostico molecular por PCR. Teniendo en cuenta que estas células corresponden a una pequefia
proporcidn de las células circulantes en sangre periférica y que solo alrededor de 1/10¢ de los leucocitos
contienen al virus, los ensayos de PCR pueden no amplificar el material genético porque la cantidad de
molde esta por debajo del limite de deteccion de la prueba (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 seroconversion, por lo que se sugiere que una combinacion de
serologia y PCR podria ser 6ptima para detectar animales infectados, utilizando a la PCR en los animales

seronegativos.

Los SRLV se han detectado mediante técnicas de PCR en muestras de campo que utilizan sangre, leche y
semen, pero la mayoria de estas técnicas tienen una sensibilidad menor que la del ELISA y deben

validarse oficialmente antes de una aplicacion mas extensa (Ramirez et al, 2009).

Pruebas como el radioinmunoensayo (RIA), la radioinmunoprecipitacion (RIPA) y el western blot (WB), las
cuales se consideran pruebas complementarias, son discriminadores (tiles para los resultados
indeterminados obtenidos en los andlisis de deteccion por ELISA y PCR, aunque se debe tener cuidado
con los resultados, ya que no son métodos estandarizados para el diagndstico de SRLV, aunque sirven en
el establecimiento de un estandar de oro artificial (de Andrés et al, 2005; Ramirez et al, 2009). El uso de
ensayos relevantes y sensibles se vuelve esencial a medida que se busca el diagnostico oportuno y el
establecimiento de medidas de control (de Andrés et al, 2013).
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El titulo de anticuerpos puede variar a lo largo de la vida del animal, lo que puede llevar a un diagndstico
errdneo por ELISA. Estos hallazgos, junto con la alta variabilidad genética / antigénica inherente a estos
virus y la baja carga viral, hacen que una sola técnica no sea suficiente para usar como "estandar de oro"
que determine el estado de infeccion o no del animal. En ausencia de este estandar, la positividad de al
menos dos técnicas de diagnostico, basadas en la deteccion relacionada con anticuerpos o virus, se ha
utiizado en algunos estudios como criterio para la presencia de infeccion. La seroconversion puede

reaparecer esporadicamente, disminuyendo el valor del rebafio (de Andrés et al, 2013).

Por Gltimo, debido al curso cronico de la enfermedad, cuyos cuadros clinicos se caracterizan muchas
veces por ser subclinicos el diagndstico a través de la semiologia es una opcion que no resulta viable,

ademas los signos apreciados pueden relacionarse a otras etiologias (de Andrés et al, 2005).

ESTRATEGIAS DE CONTROL

Determinar la prevalencia de la infeccion ha de ser la primera accion en cualquier programa de control.
Posteriormente, el objetivo deberia ser disminuir la seroprevalencia y finalmente erradicar la infeccion
(Peterhans et al, 2004). A nivel de rebafio, se han identificado muchos factores que afectan la progresion
de la infeccion, denominados factores de riesgo. Algunos de ellos pueden explicarse a través de otros
principales, que incluyen el tamafio del rebafio, siendo 70 individuos el limite por encima del cual existe un
mayor riesgo de infeccion lentiviral, y el tipo de produccion, ya que se ha encontrado una seroprevalencia
mayor es sistemas intensivos que en semi-intensivos y extensivos. Son los factores de riesgo claros los
que permiten un analisis y aproximacion a las estrategias de control aplicables para cada productor segun
sus necesidades y posibilidades (Gomez et al, 2018; Bojar et al, 2018).

Debido a que no existe un tratamiento o vacunas eficaces disponibles, el control de la infeccion por SRLV
siguen siendo el unico enfoque para evitarlo. Estos programas se basan en el diagnostico oportuno y
conveniente manejo de los animales infectados, asi como de la implementacion de estrategias que eviten

la diseminacion del virus (Reina et al, 2009).

La recomendacion que se ha establecido es la realizacion de un monitoreo anual de los rebafios de

animales de méas de 7 meses de edad. Se debe elegir un programa de control, adaptado al sistema de
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produccion, a la prevalencia y a las condiciones de manejo de cada productor. De acuerdo a la
seroprevalencia, los rebafios se clasifican en: alta (> 50%), intermedia (20-50%), baja (10-20%), muy baja
(1-9%) y negativa o libre de LvPR. La erradicacion y acreditacion, que es el dltimo paso de un programa de
control, puede aplicarse cuando la seroprevalencia es menor al 10% con el fin de incrementar el valor del
rebafio y la posibilidad de exportar animales. El nimero y la frecuencia de las pruebas necesarias para
alcanzar definitivamente el estado libre de LvPR difiere entre paises de 2 a 5 pruebas, llevadas a cabo
cada 6 meses, anualmente o cada 2 afios (Rowe and East, 1997; Reina et al, 2009). El sacrificio de
animales infectados y su sustitucion por animales libres de SRLV fue la estrategia efectiva para controlar la
epidemia en Islandia (Blacklaws et al, 2004). Por otro lado, los programas de erradicacion de los gobiernos

en Oceania han tenido buenos resultados (Rowe and East, 1997).

El aislamiento de los neonatos inmediatamente después del parto, es una estrategia de control que
permite conservar las ganancias genéticas del rebafio (Blacklaws et al, 2004). Es importante destacar que
los recién nacidos deben ser alimentados con calostro procedente de hembras no infectadas, con calostro
tratado térmicamente o con formulas comerciales. La reintroduccion de los animales jovenes al rebafio
conlleva el riesgo de que éstos sean infectados por otros animales por via horizontal, por lo que, a partir de

entonces, deben incluirse en el monitoreo seroldgico (Reina et al, 2009).

Actualmente se hace referencia al tratamiento térmico del calostro, un tratamiento durante 30 minutos a
una temperatura de entre 56 a 58° C 0 a 45°C durante 60 minutos, impide la transmision de SRLV a los
neonatos. El calostro puede calentarse y mantenerse en una botella o congelarse para su posterior uso.
Cuando se supera una temperatura de 59° C, el calostro tiende a sufrir desnaturalizacion de las
inmunoglobulinas y a desarrollar grumos. Este calostro sobrecalentado debe descartarse, ya que
generalmente produce diarrea osmotica ademas de no contener las inmunoglobulinas en calidad y
cantidad necesarias. Muchos estudios han informado una reduccién significativa en la seroprevalencia del
rebafio asociada a la crianza con calostro pasteurizado (Rowe & East, 1997), por lo tanto, es una

estrategia de control adaptable a muchos productores y sus sistemas, por ser una alternativa economica.

Se considera que la infeccion por SRLV conduce a una disminucion de la produccién, enfermedad clinica,
sacrificio temprano y restricciones comerciales, pero los programas de control también son costosos, por lo

tanto, ha de analizarse el costo/beneficio antes de su implementacion (Minguijon et al, 2015). Estudios
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realizados han permitido ver que todas las medidas de parametros de productividad han estado reducidas
en los grupos seropositivos tanto para cabras como para ovejas (Gomez et al, 2018). Asi es como el
efecto de la infeccion en la produccion de leche es un tema controvertido, porque hay estudios que
evidencian los efectos econdmicos de la infeccion en la produccion de leche, también hay referencias que
indican que la produccion de leche se ha encontrado inalterada en pequefios rebafios. Esto no es lo
comun y puede explicarse por la disminucion de la virulencia de las cepas virales, entre varias otras

razones (Minguijon et al, 2015; Aragao et al, 2017).

La mayoria de programas de control se centran en la eliminacion de animales infectados y su progenie.
Esta estrategia cubre dos factores de riesgo que son la susceptibilidad heredada y la transmision vertical.
Por otro lado, los avances en la identificacion de marcadores genéticos de resistencia/susceptibilidad a las
infecciones por SRLV pueden permitir la seleccion de animales genéticamente resistentes a través de la
seleccion asistida por marcadores (Minguijon et al, 2015). Las perspectivas de control apuntan a lo
mencionado porque ciertas razas se han asociado consistentemente con probabilidades mas altas 0 mas
bajas de infeccion. Ademas, las diferencias de raza en la prevalencia y la concentracion proviral indican

una fuerte base genética para la susceptibilidad a la infeccion por SRLV en ovejas (Gomez et al, 2018).

Sin embargo, aunque los hallazgos prueben que existe resistencia genetica, la implementacion de
programas de seleccion enfrenta problemas a evaluar, como son: la pérdida de variabilidad genética
asociada con la seleccion, posible obstaculo del progreso genético logrado en rasgos productivos,
equilibrio de produccion/infeccion y eficiencia en términos de costo/beneficio; teniendo en cuenta las
perdidas de produccion, los costos del diagnostico de infeccion, los costos de deteccion de marcadores,
costos de cria y sacrificio. Al igual que en otras enfermedades, la seleccion que favorece la resistencia
puede interferir con la seleccion centrada en produccion, asi que los cientificos y los mejoradores pueden
adoptar la resiliencia en lugar de la resistencia como un objetivo mas realista (Minguijon et al, 2015). La
eliminacion y los problemas a evaluar de la seleccion basada en resistencia, son factores que deberian
contemplarse con cuidado en programas de conservacion de recursos genéticos de especies 0 ganado en
peligro de extincion, con un numero relativamente bajo de animales (Cruz et al, 2009), en los que la

estrategia de control recae en otros aspectos a evaluar mas adelante.
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JUSTIFICACION

Estudios realizados que han detectado SRLV en el semen han identificado tanto la presencia de
anticuerpos como ADN proviral en las células de este fluido. La tendencia en la utilizacion de biotecnologia
reproductiva como parte esencial de la produccion en programas de mejoramiento genético, sumado a las
consideraciones ya mencionadas sobre esta infeccion lentiviral, en especial a la falta de signos clinicos en
ovinos infectados en el pais, destacan la importancia de la deteccion temprana con el fin de establecer
estrategias de prevencion y control que propendan la reduccién de la transmision por esta via, asi como

hallar alternativas diagndsticas mas eficientes.

OBJETIVO GENERAL

Detectar ovinos machos infectados por Lentivirus de Pequefios Rumiantes mediante el uso de técnicas

serologicas y moleculares en sangre periférica y semen.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o ldentificar la presencia de anticuerpos contra LvPR utilizando un ELISA indirecto basado en el
uso de la proteina recombinante p16, en muestras de plasma y fluido seminal.
o ldentificar ADN proviral en leucocitos de sangre periférica y células espermaticas de ovinos,

utilizando la técnica de PCR anidada.
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MATERIALES Y METODOS
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Figura 3. Diagrama de flujo del procesamiento de muestras de sangre y semen de ovinos para la deteccion seroldgica y
molecular de ISRLV.

Coleccion de muestras

El trabajo se realizd con la colaboracion de productores cooperantes. Se llevé a cabo un muestreo no
probabilistico en rebafios ovinos, de machos de mas de 7 meses de edad, sin distincion de raza, de
diferentes predios ubicados en los Estados de México e Hidalgo. El total de ovinos machos muestreados
fue de 73 animales procedentes de diferentes municipios. La obtencion de muestras de sangre se realiz6
por puncion de la vena yugular, fue colectada en tubos estériles Vacutainer® con heparina. El semen se
colectd en tubos Falcon™ de 15 ml estériles con la ayuda de vagina artificial o electroeyaculador segin la
edad y condiciones de los machos en estudio. Las muestras fueron refrigeradas en una nevera de
poliestireno para su transporte y posterior procesamiento en el Laboratorio de Virologia, Genética y
Biologia Molecular de la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitian.
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Procesamiento de las muestras

Sangre: se realizd la separacion de las fracciones mediante centrifugacion a 2500 rpm durante 15 minutos
con el fin de obtener el plasma sanguineo, que fue utilizado para el diagndstico serologico mediante un
ELISA indirecto basado en la proteina de matriz (p16), y el boton de células que posteriormente se sometio
a un proceso de lisis y lavado (anexo 1) para recuperar los leucocitos de sangre periférica (LSP), de los
que se extrajo el ADN para la realizacion de la deteccion de ADN proviral de SRLV por PCR. Tanto el
plasma como los leucocitos de sangre periférica se colectaron en tubos Eppedorf™ de 1,5 mly se
conservaron a -70° C.

Semen: las muestras de semen fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos para separar el fluido
seminal y el boton de células seminales, cada uno de los cuales se dispuso en tubos Eppedorf™ de 1,5 ml
y se conservaron a -70° C. El plasma seminal fue usado para el diagndstico seroldgico por ELISA indirecto
y las células seminales se procesaron para obtener el ADN, que posteriormente se utilizé en la deteccion
de LvPR por PCR.

La extraccion de ADN se hizo mediante la utilizacion del kit comercial FavorPrep™ Tissue Genomic DNA
Extraction Mini Kit (Pingtung, Taiwan), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN se cuantific a la
longitud de onda de 260-280 nm en el espectrofotometro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific, USA). El

ADN obtenido se almaceno a -70° C hasta su uso.

Deteccion molecular

Para la deteccion molecular de animales positivos se utilizé una técnica de PCR anidada que tuvo como
blanco amplificar una region parcial del gen gag del genotipo “A”, a partir de ADN proviral de Lentivirus de
Pequefios Rumiantes. En la deteccion se utilizaron los siguientes iniciadores (Acevedo, 2018) GAG A FW1
y GAG A RV1 para obtener un primer producto de amplificacion 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. Los
reactivos utilizados en la primera ronda de PCR, utiizando una mezcla de reaccion en un volumen final de
25 L fueron: Buffer 1X (AMPLIQON, Dinamarca), 2.0 mM de MgCl, (AMPLIQON, Dinamarca), 230 uM de
dNTPs (Kapa Biosystems), 600 nM de cada iniciador, 5 U de Taq polimerasa (AMPLIQON, Dinamarca),
700 ng de ADN y agua grado biologia molecular para aforar. En la segunda reaccion se adicionaron 5 L
del producto de la primera reaccion en una dilucion 1:5, sustituyendo los 700 ng de ADN. Las condiciones
de amplificacion para ambas rondas de PCR fueron: desnaturalizacién inicial por 5 minutos a 95° C,

seguido por 45 ciclos de desnaturalizacion a 95° C por 40 segundos, alineamiento a 47° C por 40
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segundos y extension a 72° C por 50 segundos, finalizando con una extension a 72° C por 5 minutos
(cuadro 1). Como control positivo se us6 ADN complementario retrotranscrito obtenido previamente en el

laboratorio.

Cuadro 1. Condiciones de la PCR anidada para amplificar un fragmento del gen gag de SRLV en muestras de ADN obtenidas
de semen y leucocitos de ovinos.

REACTIVOS
_ _ CONDICIONES PARA AMBAS REACCIONES
1° Reaccion 2° Reaccion
+Agua grado biologia +Agua grado biologia
molecular molecular
1 2 3
+Buffer 1X +Buffer 1X
+MgClz: 2.0mM +MgCl: 2.0mM 45 ciclos
95°C 95°C
. dNTPS: 230 uL
+INTPS: 230 ul ' g 500mn 0040 seg 70 72°C
sIniciadores: 600 nM c/u | +Primers: 600nM c/u 4a7°C 00:50 seg 5:00 min
+Taq Polimerasa: 5 U +Taq Polimerasa: 5 U Utk
4°C

+ADN: 700 ng +Primer producto: 5uL

Volumen de Volumen de reaccion

reaccion25uL 250L

Se llevé a cabo una PCR punto final de las muestras que resultaron negativas en la deteccion molecular,
con el fin de evaluar la integridad del ADN. Dicha prueba consistié en la deteccion de un segmento del gen
constitutivo de la succinato deshidrogenada (SDHA). Los iniciadores amplifican un producto de 348 pb:
SDHA - FW (5'- CATGGAGGAGGACAACTG-3) y SDHA - RV (5-TGGTAGATCTTCCCATCTTC-3) y se
utilizaron los siguiente reactivos por reaccion para un volumen final de 25 pl: Buffer 1X (AMPLIQON,
Dinamarca), 1.5 mM de MgCl, (AMPLIQON, Dinamarca), 230 uM de dNTPs (Kapa Biosystems), 600 nM
de cada iniciador, 5 U de Taq polimerasa (AMPLIQON, Dinamarca), 300 ng de ADN y agua grado biologia

molecular para aforar. En este caso las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial por 5
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minutos a 95° C, seguidos por 45 ciclos de desnaturalizacion a 95° C por 40 segundos, alineamiento a 53°

C por 35 segundos y extension a 72° C por 40 segundos, finalizando con una extension a 72° C por 5

minutos (cuadro 2), siguiendo el protocolo de Acevedo, 2018.

Cuadro 2. Condiciones de la PCR punto final para amplificar un fragmento del gen constitutivo SDHA en muestras de ADN obtenidas de

semen y leucocitos de ovinos.

REACTIVOS CONDICIONES
+Agua grado biologia molecular
1 2 5
+Buffer 1X
+MgClz: 1.5 mM 45 ciclos
95°C 9%°C
QdNTPS 230 ul_ 5:00 min 00:40 seg 72°C 72°C
+Iniciadores: 600 nM c/u 0 0040 seg L
00:35 seg

+Taq Polimerasa:5 U

+ADN: 300 ng

Volumen de reaccion 25uL

4°C

Los productos obtenidos de la PCR se cargaron en geles de agarosa al 1.5% y la electroforesis se llevo a

cabo con TAE 1X a 110 Volts durante 1 hora. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (5 pug/ml) para su

posterior observacion usando un transiluminador de luz ultravioleta (UVP, M-20E, USA).

Deteccion seroldgica

El diagnostico seroldgico de la infeccion se realiz6 mediante una técnica de ELISA indirecto en el que se

usé una proteina recombinante de la proteina de matriz (MA) p16 derivada de un SRLV del genotipo B

como antigeno (proporcionado amablemente por la Dra. Laura Cobos). La placa fue sensibilizada con este

antigeno durante 18 horas, a una temperatura de entre 4y 8°C. Para el bloqueo de sitios inespecificos se

utilizd caseina al 2.5%. El plasma sanguineo fue diluido 1:10 con caseina al 1.5%, misma que se utilizd
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para la preparacion del conjugado (Proteina G peroxidasa). En el caso del fluido seminal no se realizd
dilucion. Entre cada paso se hicieron incubaciones de 1 hora, a 37° C y lavados con solucion de PBS +
Triton. Por ultimo, se agregd ABTS como sustrato para posteriormente realizar la lectura de la absorbancia

en un lector de placas a 405 nm de longitud.

RESULTADOS

ELISA

Las muestras analizadas mediante serologia (IELISA) fueron consideradas como positivas al tener un valor
mayor o igual a 0.5, negativas con valor menor o igual a 0.4 e indeterminadas al tener un valor <0.5/>0.4.
Se corrigieron las lecturas de absorbancia promediando las lecturas de los dos pozos con antigeno y
restando el valor de lectura del pozo sin antigeno al valor obtenido del promedio, este resultado se

contrasto con el punto de corte establecido en el laboratorio para este ELISA-p16 (Zamora, 2020).

Fueron evaluados los 73 machos del estudio mediante ELISA-p16 utilizando las muestras de plasma
sanguineo y fluido seminal obtenidos, excepto en el caso de 8 machos de los cuales no se contd con
alguna de las dos muestras. De 3 individuos se obtuvo muestra de plasma sanguineo pero no de fluido
seminal y de 5 individuos se cont6 con fluido seminal mas no con plasma sanguineo. De los ovinos
evaluados por serologia, 5 resultaron positivos al ELISA de plasma sanguineo y ninguna muestra de fluido

seminal se identificd positiva.

PCR
Las muestras analzadas mediante PCR para detectar el ADN proviral de SRLV, fueron consideradas
como positivas al observar una banda de 578 pb como producto esperado (figura 4). Para el caso del gen

constitutivo SDHA se observd una banda de 348 pb como producto esperado para la PCR (figura 5).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR - gag A. MPB = Marcador de pares de bases. C+=
Control positivo. C-= control negativo. 1-6= Muestras. P= Producto esperado de 578 pb.

MPB

3000pb

1500pb

1000pb

500pb

400pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR — SDHA. MPB = Marcador de pares de bases. 1-6=
Muestras negativas a la PCR - gag A. P= Producto esperado de 348 pb.

Fueron evaluados los 73 machos del estudio mediante PCR a partir de ADN derivado de células seminales

y LSP, a excepcion de 8 machos de los cuales no se contd con alguna de las dos muestras. De 5

individuos se tenia muestra de células seminales pero no de LSP y de 3 individuos viceversa.
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El ADN extraido tanto de los LSP como de las células seminales se evalio con PCR anidada para el gen
gag del genotipo A. De los ovinos evaluados 23 resultaron positivos a la PCR de LSP, 32 a la PCR de
células seminales y 14 a la prueba para ambas muestras. De esta manera 9 animales fueron detectados
positivos solo para muestras de LSP y 18 animales solo para muestras de células seminales, para un total

de 41 ovinos positivos por PCR (cuadro 4).

El ADN extraido de los LSP y ceélulas seminales de los animales negativos a ambas PCR se evallo con la
PCR del gen constitutivo (SDHA) y se hallo que todas las muestras resultaron positivas, corroborando la
integridad del ADN (figura 5).

Cuadro 3. Resultados de la deteccion serolégica y molecular, por los municipios en los que se obtuvieron animales

positivos.

N'ANIMAL ~ MONICIPIO _oAPI6 nheR
FS PS LSP CS
1 Zumpango - - + +
2 Zumpango - - + +
3 Zumpango - - + -
4 Zumpango - - + +
5 Zumpango - - + +
6 Zumpango - - + -
9 Zumpango - 0 0 +
10 Zumpango - - - +
11 Zumpango - - - +
12 Zumpango - - - +
15 Zumpango - - + -
18 Zumpango - - + -
19 Zumpango - - + +
21 Zumpango - - + +
22 Zumpango - - + +

27



24
25
26
27
28
29
30
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
50
51
53
54
55
69
70
71
73

Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Zumpango
Ixmiquilpan
C. Izalli
C. Izalli
C. Izalli

ELISA-p16: ELISA indirecto basado en la proteina pl6 de LvPR; nPCR: PCR anidada; FS: fluido seminal; PS: plasma

sanguineo; LSP: leucocitos de sangre periférica; CS: células seminales; +: positivo; -: negativo; 0: muestra no colectada.
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Tres de los animales positivos evaluados por PCR, coincidieron en este resultado con los datos obtenidos
del ELISA-p16, confirmando asi el diagnostico. Dos de los cinco machos seropositivos coincidieron con los
resultados de PCR para ambas muestras y uno de ellos coincidié con un resultado positivo para PCR de

células seminales (cuadro 4).

El total de animales evaluados fue de 73, de los cuales 43 resultaron positivos por una 0 ambas técnicas
de diagnostico. 5 de los machos fueron evaluados solo a partir de muestras derivadas de semen y 3

machos solo de las muestras derivadas de sangre.

Cuadro 4. Total de animales evaluados mediante técnicas serologica y molecular, con los resultados que coinciden en ambas
técnicas.

POSITIVOS =43

ELISA-p16 =5 nPCR =41
FS PS A LSP CS A
0 5 0 23 32 14

CONCORDANTES =3
ELISA-p16 PS —nPCR LSP &
Csb
1 2

ELISA-p16 PS - nPCR CS*

ELISA-p16: ELISA basado en p-16; nPCR: PCR anidada; FS: fluido seminal; PS: plasma sanguineo; A: ambos; LSP;
leucocitos de sangre periférica; CS: células seminales; a: positivos para ELISA-p16 en plasmasanguineo y en nPCR
de células seminales; b: positivos para ELISA-p16 en plasma sanguineoy en nPCR tanto de leucocitos de sangre

periférica como de células seminales.

29



DISCUSION

En el presente estudio se identificaron ovinos infectados por lentivirus de pequefios rumiantes tanto en
leucocitos de sangre periférica como en células seminales, detectando la presencia de ADN proviral por

PCR y en pocos casos por la presencia de anticuerpos contra SRLV en plasma.

Pese a la aparente poca importancia que tienen 6rganos diferentes a los ya bien caracterizados, los cuales
tienen un tropismo marcado del virus y estan relacionados a la presentacion clinica, alta replicacion,
participacion en la transmision y epidemiologia de los SRLV (Sanchez et al, 2016); diferentes estudios
permiten esclarecer y confirmar la presencia e infeccion de células de los 6rganos sexuales de machos y
hembras por lentivirus (Martinez et al, 2005; Fieni et al, 2012), lo que hace algin tiempo era objeto de
controversia (Pépin et al, 1998). A través de diferentes investigaciones se demuestra la presencia de ADN
proviral en los tejidos del tracto genital de machos infectados naturalmente y se puede confirmar que esta
infeccion se acomparia de la presencia de provirus y ARN en plasma seminal y en elementos celulares de
semen. Se ha demostrado la posibiidad de transmision por semen durante el apareamiento o
inseminacion artificial (Ali Al Ahmad et al, 2008; Cruz et al, 2009; Fieni et al, 2012).

Se han establecido diferentes situaciones de riesgo que demuestran que los SRLV se trasmiten
sexualmente: 1. Recoleccion de semen de machos infectados y deteccion del agente en la muestra; 2.
Inseminacion in vivo en ovejas no infectadas, y 3. El establecimiento de signos de infeccion en esas
hembras (Peterson et al, 2008). Los autores reportaron hallazgos de la eliminacion del ADN proviral en el
semen de pequefios rumiantes, asi como resultados positivos de ADN en tejidos genitales; los cuales
respaldan el primer paso para probar la transmision sexual de SRLV. Resultados de otros autores citados
antes y a continuacion, sirven para respaldar los otros dos pasos, en particular Costa de Souza et al,
(2013) concluyen que la transmision por semen infectado experimentalmente es una posibilidad clara. El
aporte del presente trabajo a esa hipétesis, fue dar sustento a la primera situacion de riesgo, ya que se

colectd y detectd ADN proviral de SRLV en semen de ovinos por PCR.

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede apreciar que la PCR permite el
diagnostico molecular de machos ovinos infectados por SRLV, a través de células seminales (CS) y de
leucocitos de sangre periférica (LSP). Sin embargo, los datos obtenidos resultaron discordantes entre las
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muestras evaluadas por PCR. La deteccion por PCR fue mayor en muestras de CS, mientras que la
deteccion por PCR en LSP resultdé menor y ain mas escasa fue la deteccién seroldgica en el plasma
sanguineo; y mucho mas contrastante fue la falta de deteccion de anticuerpos en las muestras de fluido
seminal, que en ningln caso se obtuvieron resultados positivos, adicional a esto, hubo una moderada
asociacion entre los resultados de PCR positivos en sangre y PCR positivos en células seminales, como
ya se ha informado en otros estudios (Peterson et al, 2008; Ramirez et al, 2009).

Estas diferencias en la deteccion entre la prueba de ELISA-p16 y la nPCR pueden ser debido al genotipo
infectante en los animales de estudio. Otra hipétesis de la discrepancia de los resultados puede estar
relacionada a que los medios diagnosticos utilizaban objetivos diferentes. La proteina recombinante del
ELISA indirecto fue una proteina de matriz del genotipo B, mientras los cebadores para el diagnostico
molecular fueron disefiados para hibridarse en el gen gag de lentivirus del genotipo A, esta ultima prueba
identifico mas animales infectados que la primera. Esta diferencia en el disefio de las técnicas pudo
contribuir en el aumento de la cobertura de deteccion de la infeccion, pero no necesariamente el resultado
de una prueba confirmaria el de la otra. Por otro lado, infecciones recientes y la tardia seroconversion,
aunado a que se desconoce el momento de infeccion de los animales, pueden ser causas de las bajas

detecciones serologicas con ELISA.

Resultados similares, basados en diferentes metodologias de diagnéstico se han reportado con
anterioridad, guardando diferencia en el nimero de muestras evaluadas, Cruz et al (2009) obtuvieron 4
animales con resultados discordantes. Por otro lado, en otro estudio se hallaron animales "discrepantes”
que por serologia fueron positivos en fluido seminal y negativos en suero o viceversa. Animales positivos
solo a PCR de células seminales también fueron hallados. En el mismo estudio, una de las pruebas de
ELISA solo detecté un animal en plasma sanguineo y ninguno en fluido seminal (Ramirez et al, 2009),
como sucedio en el presente trabajo. En el estudio mencionado se establecio la infeccion con el uso de
un estandar de oro de acuerdo con el criterio "al menos dos positivo en las pruebas utilizadas", debido a
que no existe una técnica que por si sola permita la deteccion de la infeccion (Ramirez et al, 2009), sin
embargo, resulta limitado realizar el establecimiento de un estandar de oro en el presente trabajo porque el
numero de recursos diagnosticos fue menor, aungue en 3 machos se haya establecido el diagnostico de al
menos dos resultados positivos a diferentes pruebas y en 14 ovinos al menos en dos muestras distintas

del mismo animal, utilizando la misma técnica.
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En contraste a los animales que siendo seronegativos en plasma sanguineo y fluido seminal, se
encontraron PCR-positivos en semen; en el estudio de Ramirez et al, (2009) se hallaron animales
infectados que fueron negativos para la PCR de muestras seminales, tal vez debido a una disminucion de
la sensibilidad de la PCR en el semen en comparacion con la de la sangre o un periodo de bajo nivel de
infeccion relacionado al provirus que se ha descrito en otros estudios (Peterson et al, 2008). De igual
manera, la PCR y secuenciacion que realizaron para comparar células seminales versus células
sanguineas, indicaron que el provirus se detectd con mayor frecuencia en sangre que en semen,
corroborando esto en los resultados de Alialmahad et al, (2018) y Peterson et al, (2008), y contrastando

con los resultados del presente estudio en los que la frecuencia de deteccion fue mayor en el semen.

Resultados negativos obtenidos a partir de una PCR de células seminales pueden atribuirse a un bajo
rendimiento de ADN en estas fracciones de las muestras, por lo que algunos autores han agrupado varios
eyaculados para aumentar el nimero de células y tratar de garantizar que resultados negativos no se

deban a este factor (Reina et al, 2011). Esto no se pudo realizar en este trabajo.

Se han realizado trabajos con resultados de alta correlacion entre las pruebas serologicas y PCR
(Peterson et al, 2008), y otros en los que la presencia de ADN proviral en el semen de machos infectados
naturalmente tiene una correlacion positiva con la presencia del virus en la sangre, con casi la mitad de los
animales positivos en semen y en los andlisis de sangre; aun asi, los mismos estudios reportan machos
con PCR negativa para células sanguineas que excretan SRLV en algunas fracciones de semen infectado.
Por lo tanto, la deteccion molecular de ADN proviral en los monocitos sanguineos no es un método
confiable para seleccionar animales con semen libre de SRLV, ya que la ausencia de carga proviral en la
sangre no descarta la excrecion del agente patdgeno en el plasma seminal (Ali Al Ahmad et al, 2008), ya
que podria argumentarse que los resultados positivos en la PCR requieren un cierto nivel de replicacion
viral en el huésped para que el ADN proviral esté presente en una muestra de sangre especifica (Peterson
et al, 2008). Ademas, los reservorios de la poblacion de virus en el semen pueden ser distintos de los de la
sangre y probablemente esto se relacione con la falta de correlacion entre la presencia del virus en sangre
y la eliminacion en semen (Cruz et al, 2009). Los reservorios celulares potenciales de SRLV en eyaculados
incluyen células no espermaticas, como macréfagos, células germinales inmaduras y células de

revestimiento epitelial (Peterson et al, 2008; Lamara et al, 2013).
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Los resultados de nuestro estudio fueron obtenidos a través del uso de una PCR anidada y ELISA
indirecto. La PCR se ha descrito Util como técnica confirmatoria para detectar infecciones en el semen,
proporcionando datos para establecer el estado de infeccion porque las técnicas serologicas indirectas
pueden no detectarla en etapas particulares de la vida, dado que la produccion de anticuerpos puede
variar durante la vida del animal, de manera que la PCR sirve para el diagnostico en infecciones
tempranas o en etapas de eliminacion del virus (Peterson et al, 2008). Ademaés, la PCR proporciona
informacion Util sobre epidemiologia molecular, ya que es de uso especial para determinar la propagacion
de infecciones relacionadas con el macho y los tipos genéticos virales de la poblacion en estudio a través

de la secuenciacion (Ramirez et al, 2009).

La PCR anidada se ha definido como una técnica con alta especificidad y sensibilidad. Varios estudios han
descrito el uso de métodos de PCR en sangre y otros tejidos, aunque se han hecho pocas estimaciones de
sensibilidad y especificidad, se ha descrito que los iniciadores disefiados en la region gag detectaron carga
proviral en un 60% de los animales de estudio in vivo (Cruz et al, 2009). Otros estudios (Ali Al Ahmad et al,
2008) demostraron la presencia de ADN proviral en semen y tejido reproductivo de machos por PCR,
basado precisamente en el uso de iniciadores para una region del gen gag (Cruz et al, 2009), mientras

otras PCR han variado su validez en diferentes estudios (Peterson et al, 2008; Oliveira et al, 2009).

Entre las limitantes de la prueba, existen dos dificultades principales para desarrollar PCR adecuadas: la
variacion de cepa y la carga proviral (Cruz et al, 2009). Adicionalmente, la baja asociacion de resultados,
junto con la liberacion intermitente de virus (Peterson et al, 2008), puede dificultar el desempefio de la
PCR como Unica técnica de diagnéstico a gran escala en el semen, porque ademas puede arrojar
informacion limitada como se ha observado en este y en otros trabajados (Ali Al Ahmad et al, 2008;
Peterson et al, 2008; Ramirez et al, 2009).

Se considera que las técnicas de diagndstico utilizadas en el presente estudio son adecuadas para la
deteccion de SRLV en machos ovinos, ya que diversos autores han descrito su efectividad y los resultados
obtenidos que aunque han sido similares en cuando a discrepancias, han permitido establecer el estado
de la infeccion en los animales evaluados. Ademas se muestra la importancia del uso de varios métodos
diagnosticos para aumentar la confiabilidad de los resultados, esto debido a las limitantes que presenta

cada prueba, segun las muestras utilizadas y que en base a ello no existe aun la técnica perfecta para la
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deteccion de SRLV, es por ello que se recomienda la utilizacion de serologia y PCR como pruebas
complementarias, para una éptima deteccion de animales infectados (Cruz et al, 2009).

Bien se podria emplear la prueba seroldgica en el fluido seminal para detectar de forma segura la infeccion
por SRLV en machos asintomaticos. Por su puesto, tomando en cuenta que la prueba contenga la
genética/antigenos que se encuentre infectando a los animales. Epidemiologicamente puede resultar (til,
en especial para el caso en que los machos empleados no pueden ser evaluados de manera directa, y
solo se cuente con el semen, maxime si los hallazgos histologicos sugieren la multiplicacion y
diseminacion del virus en el tracto reproductor, lo que indica el valor del semen como muestra en el
diagnostico para SRLV (Martinez et al, 2005; Ramirez et al, 2009). Por su parte Peterson et al, (2008)
recomiendan tomar una muestra de sangre y no de semen, para determinar si un donante de semen

individual esté infectado.

No obstante, los resultados obtenidos en el presente trabajo con el fluido seminal no permiten apoyar lo
mencionado anteriormente, ya que la técnica empleada no permitié la deteccion serologica en muestras de
fluido seminal, posiblemente a que hay dificultad en el uso de fluido seminal como muestra por la
disminucion en la concentracion de anticuerpos en comparacion con la del suero, ademas, un animal
puede tener una infeccion del tracto reproductivo conducente a sintesis local de inmunoglobulinas que
pueden no estar relacionado con las concentraciones sistémicas, ya que el titulo de anticuerpos locales
presentes en el liquido seminal aumenta con la exposicion al antigeno local, de manera que también se
relaciona al tiempo de infeccion (Ramirez et al, 2009). Sin embargo, la baja deteccion de animales
seropositivos en plasma refuerza la hipdtesis, de que la baja deteccion de animales seropositivos se
relaciond con el antigeno del genotipo B utilizado en las pruebas de ELISA, probablemente si se hubiera
utiizado un ELISA basado en antigenos del genotipo A se podria haber obtenido resultados positivos en el

fluido seminal, sin embargo, no se realizo.

Una observacion comun a tener en cuenta para explicar los resultados, ademas del subtipo viral infectante
utiizado en las técnicas, es cuan erratica es la presencia de anticuerpos (Gémez et al, 2018). Las pruebas
seroldgicas se aplican rutinariamente para detectar infecciones por SRLV, aunque los ELISAs modernos
son altamente sensibles y especificos a nivel de animales individuales, la seroconversion puede ser
relativamente lenta y variable, y no existe una relacion simple entre el momento de conversion y el

momento real de infeccion (Peterson et al, 2018), al ser una enfermedad cronica que puede presentar un
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largo periodo de seroconversion y los animales infectados pueden permanecer asintomaticos durante afios
(Oliveira et al, 2009).

El hallazgo de ovinos positivos a PCR con resultados seronegativos consistentemente y ovinos
seropositivos pero constantemente negativos para tres PCR empleadas en un estudio realizado en ovinos
espafioles, confirma los hallazgos obtenidos en el presente estudio y se considera como una confirmacion
adicional del valor diagndstico complementario de ambos métodos en infecciones lentivirales
asintomaticas (Pinczowski et al, 2017), ademas confirma que un problema general en el diagnostico es
que las pruebas que detectan anticuerpos y las que detectan el genoma proviral pueden dar resultados
opuestos. Aunque las discordancias pueden estar relacionadas con las pruebas de diagndstico en si
mismas, es mas probable que estén asociadas con la evolucidn de los anticuerpos y la presencia de ADN
proviral en las células de los animales (Gomez et al, 2018).

Se sabe que en la infeccion lentiviral, la respuesta serologica y los resultados de la PCR pueden ser
intermitentes y modificados durante el curso de la infeccion (Pinczowski et al, 2017), ademas que la
probabilidad es relativamente reducida de encontrar resultados positivos para PCR en diferentes muestras
bioldgicas (Ramirez et al, 2019). Esto apoya la sugerencia de que la combinacion de diferentes pruebas de
diagnostico pueden mejorar la deteccion de animales infectados y mejorar la eficacia en la deteccion en
las campafias de control y erradicacion (Gomez et al, 2018), ya que actualmente los programas de
erradicacion se ven obstaculizados por la seroconversion tardia y por la ausencia de anticuerpos
detectables en animales infectados, lo que retrasa el diagnostico y promueve la diseminacion de la

infeccion (Oliveira et al, 2009).

A causa de la eliminacion intermitente del virus descrito por Peterson et al, (2008) los autores recomiendan
el uso de PCR en sangre para los programas de control, ya que parece tener un mejor valor predictivo que
la PCR de células seminales. Expresan que una sola muestra de semen negativa para PCR no puede
usarse como herramienta diagnostica que prediga que las eyaculaciones posteriores seran libres de

SRLV, sin embargo, en consenso general es la aplicacion de dos o mas técnicas de diagnostico.

Las investigaciones que demuestran que el semen puede constituir una fuente de contagio para otros

animales se ven respaldadas por los siguientes hechos:
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Se ha demostrado la resistencia de los espermatozoides a la infeccion, posiblemente por las proteinas
epididimarias, numero limitado de divisiones celulares, por el metabolismo basal 0 ausencia de receptores
para internar el virion (Ali Al Ahmad et al, 2008). Sin embargo, en el eyaculado hay otros tipos celulares
como macrofagos, células germinales inmaduras y células epiteliales del epididimo (CEE). El provirus no
esta igualmente representado en las fracciones celulares del semen, sino que predomina en la fraccion
con particulas citoplasmaticas y macréfagos (Peterson et al, 2008). Adicionalmente, se ha determinado la
susceptibilidad y capacidad de las CEE de replicar el virus y de su estrecha relacion con los
espermatozoides (Lamara et al, 2013). Se considera que la ruta de eliminacion del virus es via circulacion
sanguinea al semen y esta mediada por monocitos/macrofagos infectados. A esto pueden atribuirse los
resultados discordantes de machos seropositivos y positivos en PCR a partir de células sanguineas, pero
no del semen, porque pueden los ovinos no estar infectado de manera sistematica con virus (Reina et al,
2011).

Relacionado a lo expuesto por Ali Al Ahmad et al, (2008) el ADN proviral de SRLV no se detect6 en la
fraccion de espermatozoides del semen infectado experimentalmente para fertilizacion in vitro (FIV).
Aunque se reporta que algunas particulas virales pueden penetrar en la cabeza de los espermatozoides y
transferir el patdgeno del espermatozoide al ovocito, embriones resultantes de ovocitos fertilizados con
semen infectado fueron negativos en PCR y fue posible generar embriones libres de SRLV por FIV con
espermatozoides infectados (Fieni et al, 2012).

Ali Al Ahmad et al, (2012) hallaron resultados similares a los descritos por Fieni et al, (2012),
independientemente del estado infeccioso del semen. Sin embargo, enfatizan en que la inseminacion
artificial (IA) con semen infectado o el apareamiento con un macho infectado puede provocar la
transmision y destacan la necesidad de estudios para determinar si la transmision de ADN proviral a través
de la IA o el apareamiento da como resultado una infeccion. Reina et al, (2011) sugirieron de forma
preliminar que el semen de machos ovinos infectados podria usarse para |A sin constituir un riesgo de
contagio para las hembras, pero también destacaron la necesidad de méas estudios. Souza et al, (2013)
confirmaron la infeccion por lentivirus cuando determinaron la seroconversion en las hembras posterior a la
inseminacion con semen infectado, asi que la evidencia de transmision por SRLV a través de la IA fue

alcanzada.
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Dos hipétesis podrian explicar la presencia de ADN proviral en el semen: 1. Los monocitos/macréfagos,
que son las principales células diana y trasportadores del virus in vivo, pueden estar presentes en la luz de
los conductos espermaticos y epididimos a concentraciones suficientes para permitir la deteccion. 2. El
ADN proviral puede infectar células epiteliales, que cominmente se pueden encontrar en el semen (Ali Al
Ahmad et al, 2008). La infeccion de las células epiteliales del tracto reproductor masculino ya se ha
demostrado (Martinez et al, 2005; Lamara et al, 2013). Ademas, hallazgos histologicos de la presencia de
macrofagos hallados en el tracto reproductor masculino permite asumir que son el vehiculo que explica la
presencia viral en el semen. La migracion de macrofagos infectados al tejido reproductor se puede
incrementar en procesos inflamatorios, sin embargo, hay permanente migracion al material seminal
(Martinez et al, 2005).

La vigilancia a través del diagnostico preventivo es fundamental, porque el solo determinar ausencia de
alteraciones del aparato reproductor, no permite confirmar la falta de riesgo por utilizar machos infectados,
que aun pese a la infeccion pudieran mantener buenos parametros reproductivos. Estos animales podrian
diseminar el virus a rebafios libres por ellos mismos o a través de su semen utilizado en IA, asi como,

mantener la infeccion en los rebafios siendo portadores (Martinez et al, 2005).

Con la confirmacion de la presencia de ADN proviral en el tracto reproductivo y semen, su potencial
transmision por este medio y sabiendo que las practicas de manejo clésicas recomendadas para el control
de SRLV, en muchas ocasiones son insuficientes, se justifica la necesidad de usar machos libres de SRLV
criados en rebafios especiales y probados regularmente como donantes de esperma para la inseminacion
artificial en los programas de seleccion genética (Ali Al Ahmad et al, 2008; Lamara et al, 2013); m&xime
cuando la practica predominante en México es el sistema de monta directa, intercambio, préstamos o
venta de sementales, como se constatd en entrevistas hechas a propietarios de animales muestreados

para estudios similares (Martinez et al, 2005; Santiago et al, 2017).

Es asi como las practicas y costumbres arraigadas en el sistema de produccion comin, podrian ayudar a
diseminar la infeccion por lentivirus de un rebafio a otro, tomando en cuenta que otra caracteristica en los
sistemas de produccion es el poco reemplazo y tenencia prolongada de machos en calidad de sementales.
Esto se suma al potencial que tiene el macho como reservorio de la enfermedad y siendo generalmente el
animal mas longevo, permite que aumente el riesgo de diseminacion de la infeccion a hatos libres, aun

cuando el sistema sea extensivo (Martinez et al, 2005; Gomez et al, 2018).
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Se destaca la importancia de realizar diagnostico en los machos y concientizar a los productores respecto
de las préacticas que fomentan la transmision de SRLV y otras enfermedades. A pesar de considerar como
causas principales de alta prevalencia, en paises desarrollados, el sistema de crianza intensiva en
confinamiento, comparada con paises menos desarrollados donde prima la crianza extensiva (Gomez et
al, 2018; Bojar et al, 2018); este dato puede resultar del poco diagnéstico de la infeccion lentiviral que se
realiza en paises con menos desarrollo. El desconocimiento, el costo, entre otros, pueden ser las causas
de esta situacion. Sin embargo, trabajos como este y otros concordantes, dejan dilucidar que el virus ha
sido poco diagnosticado de forma rutinaria, pero propenden por las actividades que favorezcan el
conocimiento de la enfermedad, la situacion actual y la consecuente obtencion de alternativas y soluciones

en pro del campo mexicano, tanto en materia sanitaria y como productiva.

Este trabajo deja brecha para continuar con el estudio y diagnostico de LvPR a través de muestras de
semen y estandarizar técnicas que permitan un oportuno diagnostico tanto serolégico como molecular,
permitiendo la versatilidad de la deteccion para los casos en los que no se cuenta con todas las muestras,
los machos no estén disponibles y sobre todo para que los productores que desean hacer un diagnéstico
de sus rebafios y puedan tener opciones asequibles. El estudio del semen es interesante desde el punto
de vista epidemiologico, ya que proporciona una vision del entorno del tracto genital donde se genera el
semen (Ali Al Ahmad et al, 2008) y respalda la posibilidad de que los SRLV se propaguen por eyaculacion
durante el apareamiento o la inseminacion artificial (Lamara et al, 2013).

El estudio confirma que el ADN proviral de SRLV puede ser hallado en el semen y que las pruebas
diagnosticas disponibles son aplicables a este diagndstico. Adicional a esto y tomando como referencia los
estudios citados, el semen es una potencial via de trasmision y diseminacion de la infeccion, que aunado a
las practicas de los sistemas productivos en México, es menester considerar las estrategias de control y

posible erradicacion del virus.
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CONCLUSIONES

Se detectaron ovinos machos infectados por Lentivirus de Pequefios Rumiantes mediante el uso de

técnicas seroldgicas y moleculares.
Se identifico la presencia de anticuerpos contra Lentivirus de Pequefios Rumiantes utilizando una prueba
de ELISA indirecto, en plasma sanguineo. No fue posible detectar la presencia de anticuerpos en fluido

seminal.

Se identificd por PCR anidada la infeccion por Lentivirus de Pequefios Rumiantes en machos ovinos a

través de muestras de leucocitos de sangre periférica y células seminales.

Hubo discrepancias en los resultados, similar a los reportes de otros autores.

El estudio destaca la importancia de realizar mas mas investigaciones en el desarrollo de pruebas de

diagnéstico para LVPR y muestras Utiles para la deteccion.
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ANEXO

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

1. Centrifugar el tubo de sangre con anticoagulante a 2500 rpm durante 15 minutos para la separacion del
plasma y la fraccion celular.

2. 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 solucion de lisis | al tubo Falcon y homogenizar con Vortex.

4. Centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos, desechar cuidadosamente el sobrenadante por decantacion.
5. Repetir los pasos 3y 4 con solucion de lisis 11.

6. Agregar 7 ml de PBS al paquete de células blancas.

7. Homogenizar y centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos.

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

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