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Abreviaturas.

Acn
Acp
ADN
ARN
ARNmM
AEC
CA
CDC
ELISA
ELISAc
Env
Gag
Gp
IDAG
IN
LVPR
MA
MV
NC

nm
NPO
OIE
PCR
Pol
Rev
SU
™
TR
LTR
VAEC

Anticuerpo neutralizante

Anticuerpo precipitante.

Acido desoxirribonucleico.

Acido ribonucleico.

Acido ribonucleico mensajero.

Aurtritis encefalitis caprina.

Cépside.

Centro de control de enfermedades.
Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas.
Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas competitivo.
Envoltura.

Antigeno especifico de grupo.
Glicoproteina.

Inmunodifusién en agar gel.

Integrasa.

Lentivirus de pequefios rumiantes.
Matriz.

Maedi Visna.

Nucleocéapside.

Nanometros.

Neumonia Progresiva Ovina.
Organizacion Internacional de Epizootias
Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
Polimerasa.

Regulador de la expresién del virién.
Proteina de superficie.

Proteina transmembranal.

Transcriptasa Reversa.

Terminal Larga Repetida.

Virus de la Artritis Encefalitis Caprina.



Vif Factor de infectividad viral.
VMV Virus de Maedi Visna.
WB Western Blot.
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Resumen.

Se colectaron 675 sueros de machos ovinos (n= 187) y de machos caprinos (n= 488) de 7
estados del pais (Coahuila (n=28), Estado de México (n=12), Guanajuato (n=362), Hidalgo
(n=170), Oaxaca (n=71), Querétaro (n= 9) y Puebla (n=23) con el fin de determinar la
presencia de anticuerpos anti-glicoproteina de envoltura viral (gpl35) de Lentivirus de
Pequefios Rumiantes (LVPR) utilizando una prueba comercial de ELISA competitiva,
evaluandose en grupos de 5 sueros para posteriormente ser confirmados en forma
individual. Los resultados de seropositividad obtenidos fueron 6.95% en ovinos y 14.75%
en caprinos, obteniendo los siguientes resultados por estado y especie evaluados: Querétaro
con 55.55% en caprinos, Estado de México 41.66% en caprinos, Guanajuato 16.02% en
caprinos, Hidalgo 9.15 % en ovinos y 40% en caprinos, Oaxaca 0%, Coahuila 17.85 y

Puebla con 4.34% en caprinos.



1. Introduccion.

El virus de Maedi Visna y el de Artritis Encefalitis Caprina recientemente se les
ha asignado a un solo grupo denominado Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LVPR) ya
que ambos infectan a ovinos y caprinos. Los LVPR pertenecen a la familia Retroviridae,
género Lentivirus (tabla 1), son retrovirus no-oncogenicos que producen enfermedades en
diferentes Organos y se caracterizan por largos periodos de incubacion e infecciones
persistentes. Ademas, se ha descrito que las pruebas seroldgicas utilizadas para el
diagnostico del virus de Maedi Visna identifican de igual forma al virus de la Artritis
Encefalitis Caprina (VAEC) y viceversa (Juste y De la Concha, 2001; Martinez et al., 2003;
Ramirez et al., 2011). Los LVPR comprenden varios genotipos que se han aislado de
diferentes regiones geograficas y se han agrupado en dos grupos filogenéticos, cuyos
prototipos son el virus de Maedi Visna y el virus la Artritis Encefalitis Caprina (Ramirez et
al., 2011).

El VAEC fue aislado por primera vez en 1980 (Crawford et al., 1980) de una cabra
artritica; la infeccion por VAEC se caracteriza por afectar varios aparatos o sistemas
produciendo lesiones inflamatorias crdnicas que incluyen poliartritis proliferativa,
neumonia intersticial y mastitis indurativa en animales adultos y una leucoencefalomielitis
en cabritos de 2-4 meses de edad (Bruguere- Picoux, 1984; Dawson y Wilesmith, 1985;
Kennedy et al., 1985; Avalos et al., 1992).

La infeccion por el virus repercute econdmicamente en los rebafios al infectar de
por vida a los pequefios rumiantes por lo que reduce de vida atil de los animales, asi como,
por la disminucion en la produccion de leche y anulacion de venta de animales
reproductores. Por lo que en los Gltimos afios ha cobrado importancia como una costosa
enfermedad en las cabras. Tiene una distribucion mundial que afecta principalmente a
cabras destinadas a la produccién de leche en paises con sistemas intensivos de crianza (de
la Concha- Bermejillo, 1997).

Por otro lado el virus de Maedi-Visna (VMV) causa una enfermedad crénica en los
ovinos. El término Maedi se refiere a la enfermedad respiratoria (neumonia intersticial) y
Visna a la progresion de la enfermedad inflamatoria del sistema nervioso central (Ramirez

et al., 2010). La enfermedad esta muy extendida en todo el mundo y fue primeramente
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aislado de ovinos por Sigurdardottir y Thormar en 1964 en Islandia, Unico pais que

actualmente ha erradicado la infeccion (Shah et al., 2004).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de los retrovirus

FAMILIA SUBFAMILIA GENERO ESPECIE

Retroviridae Orthoretrovirinae Alfaretrovirus
Betaretrovirus
Deltaretrovirus
Epsilonretrovirus
Gammaretrovirus

Lentivirus Virus de la Inmunodeficiencia

Bovina
Virus Maedi Visna

Virus de la Artritis Encefalitis

Caprina

Virus de la Anemia Infecciosa

Equina

Virus de la Inmunodeficiencia

Felina

Virus de la Inmunodeficiencia

Humana 1y 2
Lentivirus del Puma

Virus de la Inmunodeficiencia del

Simio.

(ICTV, 2011)

Los analisis filogenéticos realizados en los que se comparan secuencias nucleotidicas
han demostrado que se trata de lentivirus muy relacionados y muestran claras evidencias de
una transmision cruzada interespecie entre ovejas y cabras de importancia epidemiologica.
(OIE, 2004) Mas aun, algunas secuencias de lentivirus de origen ovino estan mas
relacionadas con VAEC que con VMV vy viceversa (Narayan et al., 1993). Las
investigaciones a este respecto se han incrementado y han permitido demostrar que los
LVPR no se deben considerar como especificos de especie (Gjerset et al., 2009).
Evidencias de este hecho, son el salto interespecie entre ovejas y cabras domésticas del
subtipo A4 de forma natural, siendo mas frecuente la transmision en hatos mezclados (Shah
etal., 2004).
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Las secuencias nucleotidicas de los LVPR muestran una alta homologia en los genes
gag y pol de un 75% a un 78% respectivamente, y parecen ser menos parecidas en lo que
respecta al gen env (60%) (Daltabuit et al., 2006, ICTV, 2011).

Es importante sefialar que aun cuando se estan realizando analisis filogenéticos mas
finos, es dificil establecer diferencias claras entre especies, ya que los aislados pueden
agruparse de forma distinta segun la region del genoma que se examine. Ese hecho es de
especial relevancia en relacion con los LVPR, ya que los agrupamientos son frecuentes
entre aislados ovinos y caprinos (Davey et al., 2000). La implicacién practica de esta
situacion es que da pauta para el disefio de programas de control y erradicacion en ambas
especies. Actuar solo contra una especie puede resultar infructuoso si no se actla
simultaneamente en la otra especie (Juste y de la Concha, 2001).

En un estudio realizado en Jordania se evaluaron sueros ovinos y caprinos utilizando
dos Kits de diagnostico comerciales, poniendo de manifiesto una diferencia entre la
reactividad de los sueros; en el caso de los sueros ovinos reaccionaron en ndmeros casi
iguales a la prueba de ELITEST basada en el virus EV1 de origen Britanico y a el ELISA
basado en aislamientos Italianos 1t-561 VMV-like y 1t-P11 VAEC-like (proteinas P16-P25)
respectivamente, mientras que la gran mayoria de los sueros de cabra reaccionaron
exclusivamente a los antigenos de los aislamientos italianos. Ademas, se encontr6
reactividad con el genotipo especifico segin de donde derivaron las proteinas P16-P25
(VMV-like o0 VAEC-like), revelando que ambos VMV y VAEC circulan entre poblaciones
de ovejas y cabras en Jordania y que el tipo genético de VMV parece ser el prevalente
(Tolari, et al., 2013).

1.1. LVPR en México.

En 1984 Adams et al realizarén un estudio con 3729 sueros de varios paises
incluyendo México, para identificar la infeccién por el VAEC utilizando la prueba de
Inmunodifusion en Gel de Agar (IDAG) con resultados de seropositividad menores al 10%.

En el mismo afio, Alvarez utilizd 800 sueros de animales provenientes de los
estados de Guanajuato, Guerrero, Michoacan, Querétaro y Sonora utilizando IDAG como
prueba diagnostica encontrando un 28% de seropositividad. En 1985 Nazara y Trigo

analizando 138 muestras del Estado de México con la prueba de IDAG encontraron 47
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caprinos seropositivos, 1o que representd una seroprevalencia del 34.1%. En 1991 Nazara
realizo un trabajo que involucrd 2484 sueros de los cuales 857 fueron obtenidos de raza
pura 'y 1627 de raza criolla, dando como resultado un 27% de prevalencia en los animales
de raza pura.

En al afio 2003 se realiz6 un estudio seroldgico en cabras del estado de Yucatan con
la técnica de IDAG, la cual detecta anticuerpos contra las proteinas gp135 y p28; resultando
en una seropositividad del 3.6% (Torres-Acosta et al., 2003). Otro estudio realizado mas
recientemente con la prueba de ELISA competitiva en 1211 caprinos residentes en el
altiplano central revel6 una seroprevalencia de 39.35% (Vazquez et al., 2008).

El primer aislamiento en México de VAEC fue descrito por Daltabuit et al en 2009
a partir de 2 cabras seropositivas detectadas por la prueba de IDAG. La identificacién en el
cultivo de células de membrana sinovial co-cultivadas con células mononucleares de sangre
periférica se determind por la formacion de sincitios y se confirmé por PCR en la cual se
amplifico un segmento de ADN del gen gag del VAEC.

Las infecciones por LVPR son de mayor importancia en sistemas intensivos
dedicados a la produccion de leche, debido a que afecta negativamente la calidad de la
leche y aumenta el nimero de células somaticas (Ramirez et al., 2011).

La importacion y el intercambio de pequefios rumiantes procedentes de paises con
una alta prevalencia han contribuido a la propagacion de la infeccién de LVVPR a diferentes
areas del mundo y en particular para México. La introduccion de animales con el objetivo
de mejorar la genética en los sistemas de produccion ha incrementado la infeccion dentro
de los rebafios nacionales (Trigo, 1991, Novelo., et al 2001, Franco, 2008).

Aungue en México predominan las explotaciones caprinas no tecnificadas, el pais
no esta exento de LVPR, ya que la fuente de semen y animales de reemplazo en los
programas de mejora genética de nuestros hatos provienen de paises mas tecnificados con
la infeccion descrita (Salazar et al., 2003).

La infeccion en ovinos por el virus MV no esta considerada en la lista oficial de
enfermedades de reporte obligatorio para México, mientras que la situacion de la infeccién
en caprinos por el virus de la AEC se considera enzodtica, lo cual limita el comercio

nacional e internacional. (OIE, 2004).
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Por otra parte, con respecto a los estudios llevados a cabo en ovinos para identificar
el VMV, se han realizado estudios patoldgicos en visceras decomisadas en el rastro de la
ciudad de México, donde se reportaron observaciones macro y micro de lesiones muy
sugestivas al VMV (Eguiluz y Aluja, 1981). En 1986 se realiz6 un estudio serologico en
México para detectar anticuerpos contra el VMV obteniendo como resultado un 8.2% de
animales positivos (Molina et al., 1986). Pérez en 2005 realizé un estudio con 70 muestras
de ovinos obtenidas de rebafios de los estados de Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Estado de
México y Zacatecas. Los sueros fueron evaluados con un kit comercial de ELISA indirecto
(CHEKIT Bommeli Switzerland) basado en un virus completo de MV que también detecta
el VAEC. Los sueros también se evaluaron por Western Blot (WB), utilizando como
antigeno viral el obtenido de un cultivo de células de membrana sinovial de feto caprino
infectadas con el VAEC. Los resultados con estas pruebas fueron 12 animales positivos, 1
por la prueba de ELISA y 11 por la prueba de WB. De igual forma, en ovinos importados
de los Estados Unidos de Norteamérica, se encontraron altos porcentajes de seroprevalencia
(26%) del VMV en el afio 2006 (De la Concha et al., 1999).

Cabe hacer mencion de la situacion ocurrida en el afio 2007, en la que se exportaron
desde México a Colombia 265 ovinos y 17 de ellos resultaron positivos a Maedi Visna, por
lo que estos animales fueron sacrificados. Resultando en una pérdida econdmica de
aproximadamente 3 millones de pesos (Urcastegi, 2007).

AUn no hay datos sobre la situacion epidemiolégica de la infeccion por LVPR en
algunas regiones de México, ya que los estudios realizados hasta ahora han sido aislados e
inconstantes. Esta falta de informacién y la importancia que tienen los pequefios rumiantes
en el pais hace que sea necesario establecer proyectos que puedan determinar la prevalencia
de LVPR en los hatos caprinos y ovinos en México, para entonces implementar mejores
medidas de control (Salazar et al., 2003; Tortora, 2008).

1.2. Caracteristicas del agente etiologico.

Los LVPR se componen aproximadamente de 60% de proteina, 35% de lipidos, 3%
de carbohidratos y 1% de ARN (Peturson et al., 1992; ICTV, 2011). Los viriones son
envueltos con un diametro de 80-100 nm (ICTV, 2011). El genoma se encuentra en el

interior de la nucleocapside (NC) y se esta junto con la transcriptasa inversa (TR), la
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proteasa y la integrasa. La capside (CA) se encuentra rodeada por una capa de proteina de
matriz (MA). Ademas, el viridn presenta una envoltura externa compuesta por una bicapa
de lipidos que contiene la proteina transmembranal (TM) y la proteina de superficie (SU)
(Figura 1) (Peturson et al., 1992; Murphy et al., 1999).

El genoma consiste en una cadena de ARN con dos subunidades y contiene tres

genes estructurales y cada uno codifica para dos 0 méas proteinas (ver tabla 2).

Figura 1: Estructura viral y mapa genémico.

gpl35 sU
I Gen env ’i

gp45s TM
Gen env

gag pol

U5 R

env
™

U3 R
SuU ’
LTR
i gpl35 IE gp45J I 3

Estructura viral y mapa genémico. Modificado de ICTV, 2011 y adaptado de Ramirez, 2010. Se observa la
estructura viral y los diversos componentes del genoma.

1. El gen gag (Antigeno Especifico de Grupo) codifica 3 proteinas: La proteina de capside
(CA, p25), la proteina de Nucleocapside (NC, p14) y la proteina de matriz (MA, p17), que

estimulan una fuerte respuesta de anticuerpos durante la infecciéon (ICTV, 2011).

2. El gen pol (Polimerasa) codifica la transcriptasa reversa (TR, p66-70), la enzima
dUTPasa, la Integrasa (IN, p32), esta ultima facilita la integracion del provirus en el
genoma de la célula vy la proteasa (PR, p12), que es esencial para la infectividad y
maduracion (Daltabuit et al 2003).
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3. El gen env (Envoltura) codifica las glicoproteinas de la transmembrana (TM, gp44) y la
proteina de superficie (SU, gp135) y contiene los epitopos reconocidos por los anticuerpos
neutralizantes y que ademas sirven para la interaccion del virus con el receptor de la célula
hospedadora (ICTV 2011).

Presentan tres genes accesorios que son:
1. vif (factor de infectividad viral): se requiere para una eficiente replicacion vy

patogenicidad del virus in vivo. (Harmache et al., 1995)

2. vpr: previene la terminacion prematura de la transcripcion. (Villet, 2003)

3. rev (Regulador de la expresion de proteinas del Virion): se considera esencial para una

eficiente replicacion viral en cultivo celular (Saltarelli et al., 1990).

La existencia de una gran variabilidad genética en los LVPR ha dado como
resultado un gran nimero de estudios que describen las relaciones filogenéticas entre
secuencias procedentes de varios paises (Zanoni, 1998). La clasificacion en genotipos y
subtipos virales propuesta por (Shah et al., 2004) es la mas aceptada en la literatura
cientifica reciente. De acuerdo con dicha clasificacion basada en dos regiones genéticas de
los LVPR (genes gag-pol, de 1.8 kilobases (kb) y gen pol, de 1.2 kb). Los LVPR se
clasifican en 5 genotipos (A-E), que difieren de un 25% a un 37% entre sus secuencias
nucleotidicas. Las secuencias nucleotidicas de los grupos A, B y E se distribuyen en
diferentes subtipos, que se diferencian entre si en 15 a 27% de su secuencia.

En el genotipo A hasta ahora se han identificado al menos 15 subtipos, de Al - Al5,
en el genotipo B se han reconocido 3 subtipos B1 - B3 y en el genotipo E se han reconocido
dos subtipos E1y E2.

Los genotipos B, C y D, asi como solo 9 de los 15 subtipos del genotipo A (A1, A3,
A4, A5, A6, A9, All, Al12 y Al13) infectan tanto ovinos como caprinos. Los demas
subgrupos y grupos genéticos se han descrito solamente en infecciones de una de estas

especies de rumiantes: A2 y Al15 en ovinos; y A7, A8, A10, Al4, E1 y E2 en caprinos. Sin

15



embargo, conforme se genera mas informacion de secuencias genéticas de virus de otros
paises, se reducen las restricciones.

Esta heterogeneidad antigénica de los LVPR complica aun més la situacién de
campo. Actualmente las pruebas de diagndstico seroldgico como ELISA estan basadas en
la utilizacion de virus completo, antigenos recombinantes y sintéticos (de Andrés et al.,
2005). Estas pruebas se emplean normalmente en ambas especies debido a una reaccion
cruzada descrita en epitopos de todas las proteinas estructurales (Ramirez et al., 2010).

Sin embargo, la variabilidad antigénica antes mencionada no ha sido ain tomada en
cuenta. En un estudio realizado con dos aislamientos de lentivirus de campo en ovinos
caracterizados genéticamente como tipo VMV-like (aislamiento-561) y VAEC (It-Pil),
estos genotipos pertenecen a los subtipos A3 y B2, respectivamente. Con el fin de evaluar
si las diferencias antigénicas entre estos virus aislados podrian representar un inconveniente
en el diagnostico, dos grupos de ovejas se infectaron experimentalmente con dichas cepas y
la seroconversién se detectd usando una proteina homdéloga y heteréloga recombinante de
las proteinas de matriz /capside como antigenos utilizando una prueba de ELISA disponible
comercialmente. Dicho estudio pone de manifiesto la heterogeneidad antigénica de los
LVPR (Lacerenza et al., 2006).

1].3. Ciclo de replicacion viral.

El virus entra en la célula hospedera infectando monocitos/macréfagos y células
tipo fibroblasticas principalmente (Zinck et al., 1982; Gorrell et al., 1992; Lechat et al.,
2005; Hermann et al., 2010). Por los mecanismos de fusion o endocitosis mediados por los
receptores glicoproteicos de la envoltura viral (gpl135, SU), que se unen a los receptores
especificos presentes en la superficie de la célula hospedera (Mselli-Lakhal et al., 2000).
El momento en que el virus penetra en el citoplasma de la célula, se libera de su envoltura,
comienza la retro transcripcion del ARN viral a una doble cadena de ADN que permanece
dentro de la nucleocépside (Saltarelli et al., 1990). Al finalizar la sintesis de la doble cadena

de ADN, éste es transportado por las proteinas de la nucleocépside al nacleo de la célula.

Este ADN lineal es integrado en el ADN del hospedero con ayuda de la integrasa viral. Una

vez integrado en monocitos la replicacion del virus no comenzaré hasta que los monocitos
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maduren a macrofagos (Narayan et al., 1993). En la fase denominada expresion se generan
el ARN genomico y el ARNm necesarios para la sintesis del ARN viral y de las proteinas
virales (Cann, 1997). EIl precursor de la proteina env entra a la cisterna del reticulo
endoplasmico durante la sintesis y es llevada al complejo de Golgi donde es glicosilada tras
lo cual es transportada a la membrana plasmatica. El precursor de las proteinas Gag Yy Pol
se sintetiza en los poli ribosomas libres del citoplasma celular, sigue la misma ruta
glicosilandose, alcanzando la membrana plasmatica. Junto con el ARN viral, los
precursores de Gag, Pol y Env comienzan el ensamblaje de la nucleocapside en la parte
interna de la membrana plasmatica. Posteriormente se da la gemacién con la union de la
nucleocapside a proteinas Env ya fijadas como peplomeros en la membrana plasmaética; los
precursores proteinicos son lisados post-transcripcionalmente por una proteasa viral

obteniendo asi proteinas virales maduras (Murphy et al., 1999).

1.4. Implicaciones de la replicacion viral en la variabilidad de los LVPR.

La replicacion de los retrovirus se acompafa por una alta frecuencia de mutaciones.
Se estima que en cada ciclo de replicacién ocurren alrededor de 3x10™ mutaciones lo cual
sugiere que la enzima TR ocasiona errores frecuentes, principalmente en el gen pol. Esta
variabilidad no es s6lo un instrumento del lentivirus para evadir la respuesta inmune del
hospedero y facilitar la persistencia de la infeccion, sino que también podria estar
involucrada en la habilidad de estos virus de cruzar la barrera de especie y de mostrar
capacidades patogénicas distintas. Este fenémeno tiene obvias implicaciones para el disefio
de las pruebas de diagnostico, desarrollo de vacunas y drogas para el control de la
enfermedad (Murphy et al., 1999; Daltabuit et al., 2006).
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1.5. Respuesta inmune.

En los rumiantes no existe una transferencia de anticuerpos a través de la placenta
por lo que el recién nacido se encuentra desprovisto de una proteccion inmunoldgica,
debido a ello se hace indispensable la ingesta de calostro, ya que contiene todas las
gamainmunoglobulinas que reconocen de forma especifica a diferentes agentes infecciosos
externos y pueden prevenir su colonizacion. El tropismo méas importante de los LVPR es
para los monocitos / macrofagos y células dendriticas. Sin embargo, las células de otros
tejidos también pueden ser infectadas y actuar como reservorios del virus. Estas células
incluyen a las células epiteliales en la glandula mamaria, que son una fuente importante de
células blanco vy virus libre para la transmision de LVPR de las madres a sus crias. Otras
células que se infectan y son importantes en la patogénesis pueden incluir células
endoteliales y células de la microglia del sistema nervioso central (SNC), aunque es dificil
establecer si la deteccidon del antigeno viral o el &cido nucleico indica una infeccion
(Blacklaws et al., 2007). La infeccién por retrovirus induce tanto una respuesta humoral
como celular. La respuesta humoral induce la produccion de anticuerpos especificos como
los anti p25 y anti gp46, pero son de baja afinidad y de repuesta tardia (Davey et al., 2000).
En animales infectados con LVPR y con signos de la enfermedad presentan anticuerpos de
tipo IgG1 (relacionados a una respuesta inmune Th2, humoral) predominantemente como
respuesta a los antigenos virales de superficie, mientras que los animales asintomaticos
presentan una respuesta de tipo 1gG2 (relacionada a una respuesta inmune Thl, celular)
(Amorena et al., 2003). Los anticuerpo IgG1 acttan durante la fase preclinica, donde se da
la fase inflamatoria involucrando la produccion de citocinas, sin embargo, las infecciones
retrovirales producen una alteracion o desregularizacion en la produccién de citocinas, las
cuales estan involucradas en la generacion, diferenciacion y activacion de linfocitos T y B
que incrementan la produccion de inmunoglobulinas anti glicoproteinas de superficie
(Amorena et al., 2003 ), esto puede suprimir la respuesta de los anticuerpos IgG2, lo que
sugieren algunos autores, el progreso de enfermedad depende de las respuestas preventivas
a la misma, donde las células Th2 juegan un papel importante en la respuesta inmune
humoral. Se ha sugerido que una modificacion en la proporcion de interferon asociado a
Th1ly a Th2 puede modificar el progreso de la enfermedad (Amorena et al., 2003, Bertoni

et al., 2007). Los linfocitos TCD4+ tienen un papel importante generando estimulos para la
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proliferacion de LTCD8+ y Linfocitos B, todas las células nucleadas son capaces de
presentar péptidos susceptibles a LTCD8+; a nivel de 6rganos blancos aumentando la
concentracion de LTCD8+ y disminuyendo la de LTCD4+ (Davey et al., 2000).

La duracion de enfermedad es cronica en la mayoria de los casos y se distinguen
varias fases. Tras la infeccion existe un periodo largo asintomatico (periodo de ventana) en
el que la carga viral es baja, seguido de un periodo sintomatico relativamente corto antes de
desencadenar la muerte del animal, donde la carga viral es mayor (Amorena et al., 2001).

Tanto el genotipo viral y genético del huésped influyen en la virulencia y la

patogenia que se observa después de la infeccion por LVPR (Blacklaws et al., 2007).

1.5.1. Respuesta inmune humoral.

Los anticuerpos presentes en la infeccion por LVPR son de tipo precipitantes (AcP)
y neutralizantes (AcN). Los primeros anticuerpos en aparecer, ya sea por una infeccion
natural o experimental, son los AcP. En estudios experimentales, la deteccion de estos
anticuerpos fue entre 1-8 semanas. Los anticuerpos neutralizantes se detectaron, entre 1y 5
meses postinfeccidn (De-Boer et al., 1979; Sihvonen ,1981).

La proteina p25 en LVPR siempre es constante y preponderante en estudios con
inoculaciones experimentales (Houwers y Nauta, 1989; Ramirez, 2002) (Tabla 2).

La enfermedad en forma crénica, propicia la mutacion viral, lo que implica la
aparicion de variantes antigénicas que no reconocen los Ac iniciales y son por lo tanto

ineficaces (Pepin et al., 1998).

Tabla 2. Descripcion de proteinas de LVPR descritas por diferentes autores.

Proteinas Virus Teécnica Afio Referencia
pl15, p28, p40, VAEC wWB 1989 Zanoni y Peterhans 1989
p130, p25
pl4, p25, gpl35 VAEC WB 2002 Ramirez, 2002
p25, p51,gp135 VMV wB 2005 Pérez, 2005
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1.5.2. Respuesta inmune celular.

La respuesta producida por el sistema inmune celular se presenta entre 1 y 4
semanas postinfeccion y disminuye de 4 a 12 semanas despues (Griffin et al., 1978).

En infecciones por el VMV se invierte la relacion de linfocitos CD4+/CD8+
aumentando el porcentaje de linfocitos T CD8+ que facilitan el control de la carga viral,
eliminando celulas infectadas y produciendo citoquinas inhibidoras. La produccion de
factores quimiotacticos estimula la migracion de linfocitos y neutréfilos a los 6rganos diana
provocando las lesiones caracteristicas del VMV. Por otro lado, se incrementa la
produccion de interleucina 8 (IL-8), que se produce en mayor grado por los macr6fagos
alveolares de animales infectados y que son los responsable de atraer linfocitos y
macrofagos al tejido infectado, provocando la alveolitis caracteristica de Maedi Visna.
Ademas, se ha observado que en infecciones por VAEC se incrementa la expresion de
interleucina 16 (IL-16) en celulas de membrana sinovial, fluido sinovial, suero y

sobrenadante de cultivos de células mononucleares de sangre periférica (Daltabuit, 2003).

1.6. Cuadro clinico de LVPR.

Los pequefios rumiantes son infectados de por vida sin presentar signologia aparente
y la aparicion de signos coincide a menudo con infecciones bacterianas secundarias,
cambios en la alimentacion, estrés fisiolégico como la gestacion, el parto y la lactacion
(Sigurdsson et al., 1954; Cutlip et al., 1998).

El diagndstico clinico es complejo por las caracteristicas de la infeccion de los
LVPR, ya que tienen un largo periodo de incubacion, ademas de que no todos los animales
van a manifestar algin signo clinico o producir anticuerpos, o aun, si generan anticuerpos
van a estar aparentemente sanos (Trigo, 1991).

En ovinos la infeccion por LVPR puede provocar lesiones multisistémicas y las
cuatro formas clinicas pueden aparecer de forma individual o mixta (Cutlip et al., 1998). La
forma pulmonar (Maedi) es la mas comdn con presencia de neumonia intersticial cronica;
La forma nerviosa (Visna) cursa con meningoencefalomielitis y coroiditis no purulenta
(Sigurdsson, 1951; Cutlip et al., 1981; Narayan y Cork, 1985), la forma mamaria se

presenta como una mastitis intersticial (Martinez et al., 2010). La Gltima manifestacion
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clinica y menos frecuente es la forma articular que cursa con artritis de caracter cronico no
supurativo (Lujan et al, 2001). Por otro lado, en caprinos la infeccion por LVPR tiene como
principal signo la artritis, siendo en orden de frecuencia las articulaciones carpianas,
seguidas por las metatarsianas y femorotibiorotulianas (Trigo, 1991); posteriormente la
mastitis de tipo indurativo (Franco, 2004); la leucoencefaliomelitis se presenta en cabritos
entre 2 y 4 meses de edad (Trigo, 1999) y de menos importancia, ocasionalmente se
encuentra la bronconeumonia intersticial (Travassos et al., 1999) (Tabla 3).

Tabla 3. Proceso clinico.

Caprinos Ovinos

Emaciacion +/- Emaciacion +++++

Mas dependiente de la edad Independiente de la edad
Fase articular en adultos Menos frecuente

Forma nerviosa cabritos Forma nerviosa adultos
Mastitis indurativa esporadica Mas frecuente

Forma respiratoria esporadica Forma respiratoria comdn

1.6.1. Forma pulmonar.

La forma respiratoria tiene un periodo de incubacion prolongado en ovinos y en
caprinos puede durar de meses a varios afios, siendo los tres a cuatro afios de vida la edad
en la que mas frecuentemente aparece (Dawson et al., 1980; Cutlip et al., 1998).

El primer signo que se aprecia en ambas especies es una pérdida progresiva de peso
gue puede conducir finalmente a la caquexia sin que se observe anorexia. El signo mas
caracteristico es la disnea, con aumento en la frecuencia respiratoria, respiracion
abdominal, extension del cuello, dilatacion de ollares y jadeo. A consecuencia de la
insuficiencia respiratoria, se desarrolla intolerancia al ejercicio que provoca el retraso en la
marcha (Lujan et al.,, 2001). En ocasiones, probablemente a causa de infecciones
secundarias, se ha descrito la existencia de tos seca con poca 0 nula descarga nasal
(Dawson, 1980; Watt et al., 1990; Lujan, 1991). Los animales sélo presentan fiebre si hay
infecciones secundarias (Narayan y Cork ,1985). A medida que la enfermedad evoluciona,
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permanecen cada vez mas tiempo postrados hasta morir a causa de la insuficiencia

respiratoria (Dawson, 1980; Lujan, 1991).

1.6.2. Forma nerviosa.

Los ovinos y caprinos de menos de 4 meses de vida presentan retraso en la marcha e
incapacidad para seguir al rebafio a causa de incoordinacion en el movimiento. Esta
inestabilidad provoca caidas multiples, agravandose hasta producir pardlisis de las
extremidades posteriores y con el tiempo, incluso las anteriores, culminando con la
postracion del animal. El animal se encuentra alerta, responde ante estimulos externos y no
presenta fiebre ni disminuye su consumo de alimento (Dawson, 1980; Narayan y Cork
1985).

1.6.3. Forma mamaria.

En ambas especies si el proceso es Unicamente mamario el curso clinico es
prolongado ya que no suele causar la muerte del animal (Lujan et al., 2001). Algunos
autores sefialan que la glandula mamaria es mas susceptible a la infeccién por el virus que
otros 6rganos (Smith, 1992).

El signo clinico mas evidente es la presencia de una mastitis indurativa difusa,
bilateral, cronica, no dolorosa que se acompafia de un aumento de tamafio de los ganglios
linfaticos retromamarios (Lujén, 1991). Las lesiones provocan una disminucion en la
produccién de leche (Van der Molen et al., 1985) que puede evolucionar hasta agalaxia
(Lujan, 1991). Macroscopicamente se observa aumento de tamafio y consistencia en la
glandula mamaria. La superficie de corte presenta un aspecto himedo, liso y con pérdida
del aspecto glandular (Van der Molen et al., 1985).
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1.6.4. Forma articular.

La manifestacion clinica mas evidente en caprinos es la cojera y marcha envarada
(Oliver et al., 1981; Cutlip et al., 1985; Narayan y Cork, 1985; Lujan et al., 2001). A nivel
macroscopico las articulaciones mas afectadas son carpo, tarso y bolsa atlantal. En estas
localizaciones puede apreciarse engrosamiento y congestion de las membranas sinoviales y
de la céapsula articular. El cartilago articular puede presentar erosiones en los casos
avanzados. La cantidad de liquido sinovial esta aumentada, en ocasiones con fibrina. Los
tejidos periarticulares pueden verse afectados con fibrosis, hemorragias petequiales,
especialmente en tendones, destruccion del hueso articular y mineralizacion (Cutlip et al.,
1985; Georgsson, 1989).

Esta manifestacion aparece en un 12% a 40% de cabras infectadas en el resto nunca
muestran signos clinicos; el VAEC muestra una infeccion persistente por lo que las cabras
clinicamente normales son una fuente continua de infeccion. Por lo tanto, se considera
necesaria la deteccidn seroldgica de la infeccion en cabras, estableciendo programas de
erradicacion (Knowles et al., 1993; Zink y Johnson, 1994).

El éxito en el control de la propagacién de la infeccién de LVPR depende no sélo de
la deteccion temprana y la eliminacion de los animales infectados del rebafio, sino también

de la utilizacién de pruebas de diagndstico adecuadas (Ramirez et al., 2011).

1.7. Diagnéstico de laboratorio.

Para el diagndstico de los LVPR se han descrito diversas metodologias, por ejemplo
el uso de métodos que identifican al agente causal como la microscopia electronica y el
aislamiento viral utilizando cultivo celular. Otros como las pruebas serolégicas que
incluyen a la inmunodifusion en agar gel (IDAG), inmunoensayo ligado a enzimas
(ELISA), radioinmunoprecipitacion (RIPA) y Western blot (WB). Las metodologias que
identifican acidos nucleicos se pueden utilizar para el diagnostico, como es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), Souther blotting (SB), e hibridacion in situ (Cunha et al.,
2001; OIE, 2004; de la Concha-Bermejillo, 2005; de Andrés et al, 2005; Diaz et al., 2005;
Daltabuit, 2006; Vega, 2006; Brinkhof et al., 2010). Otra prueba de laboratorio que pueden

23



utilizarse en el diagndstico de LVPR es la deteccion de la transcriptasa inversa (Tabla 4)
(Pérez, 2005).

1.7.1. Diagnostico seroldgico.

Es el método mas comlUnmente utilizado para el diagndstico de los LVPR en el
laboratorio, utilizando técnicas que detectan epitopes comunes para los lentivirus en el
suero de animales infectados, dicho diagnoéstico tiene varios objetivos, algunos de ellos son
diagnostico "per se™ de animales que se sospecha que pueden estar infectados, la aplicacion
en programas de vigilancia seroldgica (estudios de incidencia y prevalencia, tendencias en
razas, funcion zootécnica etc.) o en programas de investigacion clinica, farmacoldgica,

virologica e inmunoldgica (Ortiz de Lejarazu et al., 1998, De Andrés et al., 2005).

Tabla 4. Pruebas de diagnostico de laboratorio utilizadas para LVPR.

Prueba Determinacion
Microscopia Morfologia e identificacion viral
electronica
Examen de liquido Deteccidn de linfocitos y monocitos
sinovial
Radioinmunoensayo Deteccidn de antigenos gp135 y p25 utilizando anticuerpos

marcados con lodo
Transcriptasa inversa Deteccidn de la actividad de la transcriptasa inversa

Hibridacién in situ Deteccion de ARN o ADN viral por medio de una sonda marcada
Inmunoperoxidasa Deteccidn de antigeno viral en cultivo celular y o tejidos
Cultivo celular Deteccion del virus por efecto citopatico, inmunofluorescencia,

microscopia electronica y transcriptasa inversa.

Ref: Stites y Hugh, 1983 ; Coll, 1993; Storset et al., 1996; Pepin et al., 1998; Sanna et al., 1999 y Bruett et
al., 2000.

La serologia es una herramienta valiosa para determinar el estado de salud de un
rebafio, si bien puede ser algo costosa si se realiza al nivel individual. Por ello, surgen
nuevas estrategias para la deteccion de anticuerpos en el rebafio, como el uso de muestras
de leche de tanque, deteccion de anticuerpos a partir de semen y el uso de muestras
mezclando las de varios individuos N=5 (“pooling”), procedimientos que en las

condiciones adecuadas no parecen disminuir la sensibilidad y especificidad de las pruebas
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(Travassos et al., 1999; Ali Al Ahmad et al., 2007; Brinkhof et al., 2008, Peterson et al.,
2008; Ramirez et al., 2009).

Recientemente se ha propuesto que para la reduccién de costos de las pruebas
diagnosticas, los sueros de cada animal deben ser probados en grupos conformados hasta
por sueros de 8 animales, siendo lo Optimo 5. Posteriormente, los grupos positivos se
pueden corroborar y comprobar uno por uno, con la ayuda de una prueba complementaria
(Tabla 5) (Brinkhof et al., 2007).

Tabla 5. NUmero de muestras para el diagnéstico de hatos.

Animales No. Muestras No. Animales No. Muestras Animales No. Muestras

1-55 Todos 121-140 90 401-500 130
56-60 55 141-160 95 501-700 135
61-65 60 161-180 100 701-900 140
66-70 65 181-200 105 901-1000 145
71-80 70 201-250 110 + 1000 150
81-90 75 251-300 115
91-100 80 301-350 120
101-120 85 351-400 125

95% de confianza en detectar 2% de prevalencia. (www.sac.co.uk/sghs)

La prueba de IDAG y mas recientemente ELISA son las pruebas internacionalmente
descritas para el diagndstico de LVPR (OIE, 2004).

1.7.1.1. IDAG.

Es una prueba ampliamente aplicada en todo el mundo (Celer et al., 1998). Consiste
en detectar anticuerpos precipitantes en un medio de agar empleando antigeno viral soluble.

La reaccién Ag-Ac genera una linea blanca opaca de precipitado. Esta prueba es poco
sensible ya que para tener una reaccion positiva se necesita una concentracion minima de
30 mg/ml. (Tizard, 1996).

25



1.7.1.2. ELISA.

Suelen ser los mas sensibles y especificos ( detectan una minima cantidad de 0.0005
mg/ml de anticuerpos en el suero) (VIH y SIDA, 1998). Se ha descrito que es posible
obtener una sensibilidad y una especificidad equivalentes cuando se realiza el diagndstico
de la infeccién de LVPR utilizando dos ELISA que contengan multiples antigenos y que se
basen en diferentes principios de ensayos como lo que se utiliza en el diagnostico de VIH
(Hidalgo e Higuera, 1997).

Esto se hace de manera rutinaria con pruebas seroldgicas, como el ensayo ELISA
que es el mas adecuado para estudios a gran escala en explotaciones con un gran nimero de
animales. Para este propdésito se han desarrollado diferentes pruebas, la mayoria basadas en
antigenos derivados de una sola cepa viral. La especificidad de estos ensayos es
generalmente alta, pero la sensibilidad muestra una gran variabilidad debido a la
heterogeneidad antigénica de LVPR (Herrmann-Hoesing 2010), que refleja la alta
variabilidad genética de este grupo de virus. Los genotipos A y B son los mas comunes y
ampliamente distribuidos: el genotipo A, que incluye aislamientos de VMV, es muy
heterogénea, con 11 subtipos que infectan a los ovinos y caprinos; el genotipo B, que
incluye aislamientos de VAEC, se han reconocido tres subtipos descritos hasta ahora
(Bertolotti et al., 2011).

1.7.1.2.1. ELISA de primera generacion.

También llamados ELISAs de virus completo, el cual es obtenido a partir de los
sobrenadantes de cultivos virales altamente purificados, y en los que los conjugados son
sueros policlonales (Houwers et al., 1982). Como consecuencia de la presencia de proteinas
celulares co-purificadas con las virales, frecuentemente se producian reacciones
inespecificas (Juste et al., 2001). Un ELISA comercial de origen Suizo que tiene este
formato es el Chekit de IDEXX.
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1.7.1.2.2. ELISA de segunda generacion.

Basada en la utilizacion de anticuerpos monoclonales y antigenos de gran pureza.
Esto es posible por técnicas de recombinacién de ADN en cultivos bacterianos de E. coli,
mediante la cual es facil la obtencion de grandes cantidades de antigeno viral altamente
purificado. Entre dichas proteinas se encuentran la p14, p16 y p25, y la gp 135 permitiendo
una deteccion mas fiel de la infeccion, ya que en un principio la respuesta inmune se dirige
frente a la proteina p25, mientras que en los estadios méas avanzados de la enfermedad la
respuesta es predominantemente hacia las proteinas transmembranales (Houwers y Nauta
1989).

1.7.1.2.3. ELISA de tercera generacion.

Basada en oligopéptidos sintéticos con mayor pureza estructural. Estos
oligopéptidos derivados de la envoltura viral forman parte de epitopos inmunodominates y
mejoran considerablemente la especificidad de la prueba, pero reducen su sensibilidad por
lo que se asocian a proteinas recombinantes del nucleo viral para mejorar sus resultados.
(Saman et al., 1999). La prueba comercial de Elitest de HYPHEN y ELISA Maedi-
Visna/CAEV de Pourquier son ejemplos de este tipo de ELISAS.

Actualmente hay ELISAs disponibles de forma comercial en los que se utilizan
otros disefios, como el ELISA competitivo (CELISA VAEC de VMRD Inc.), el cual se basa
en la competicidn entre los anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos especificos
(gp135) vy los anticuerpos presentes en un suero problema (Tabla 6) (Harmache et al., 1995;
Martinez, 2010).
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Tabla 6. Pruebas de diagnostico comerciales para LVPR.

Prueba comercial Tipo de prueba Antigenos
Pourquier AGID p28
Veterinary AGID gp135 de virus tipo MV

Laboratorios
Agency

Veterinary
Diagnostic
Technology

IDEXX

IDEXX

IDEXX

ELITEST

VMRD. Inc

Caprine Arthritis-
encephalitis/Ovine
Progressive Pneumonia
Virus antibody test kit
(AGID)

IDEXX CAEV/IMVV
Antibody ELISA test

IDEXX MVV/CAEYV p28
Ab Screening Test

IDEXX MVV/CAEYV p28
Ab Verification Test

ELISA
MVV/CAEV

Caprine Arthritis-
Encephalitis Virus
Antibody Test Kit CELISA

Detecta anticuerpos contra proteinas de

la cépside y glicoproteinas

No especificado por la casa comercial

Péptido de una proteina transmembranal
(TM gen

recombinante p28 que es componente de

env) y de la proteina
la cépside viral (gen gag)

Péptido inmunogénico de una proteina
transmembranal (TM gen env) y de la
proteina recombinante p28

Péptido sintético y una proteina
recombinante derivada de la envoltura y
de GAG
Contiene

anticuerpos  monoclonales

contra la gp135. ELISA tipo competitiva.
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1.7.1.2.3.1. Fundamento de la prueba de ELISAc.

El antigeno (gp135) se encuentra adherido en la superficie interna de los pozos de la
placa. La ausencia de anticuerpos contra el antigeno en el pozo no inhibe la union del
antigeno a anticuerpos monoclonales ligados a peroxidasa de rabano (conjugado); la
adicion del sustrato en estas condiciones producird un cambio de coloracion en la muestra,
considerandose como inhibicion de la reaccion baja o nula. En cambio, en presencia de un
suero positivo (anticuerpos contra el antigeno) si inhibe la unién entre el antigeno vy el
conjugado, por lo que el sustrato no podra unirse al conjugado lo que resultara en la
ausencia de coloracion, considerandose como una inhibicion de la reaccion alta. La
cantidad de anticuerpos contra el antigeno que contenga la muestra dard una variedad en la
coloracion de las muestras evaluadas, por lo que la lectura de la placa (densidad éptica)
debe realizarse con ayuda de un espectofotdmetro a una longitud de onda de 630nm para

obtener el porcentaje de inhibicion de la reaccion (Franco, 2008).

1.7.1.3. Inmunotransferencia o Western blot (WB).

El WB consiste en someter al antigeno a una interaccion especifica con anticuerpos
marcados directa o indirectamente. Tras separar las proteinas del antigeno mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida, las proteinas se transfieren a una hoja de
nitrocelulosa, los lugares de union no especificos se bloquean, las tiras se incuban con
anticuerpo primario y se afiaden anticuerpos anti-anticuerpos con peréxidasa (conjugado)
(Amorena et al., 1997). Una muestra se considera positiva si se detectan al menos dos
proteinas virales diferentes (Brodie et al., 1992; Murphy, 1999; Daltabuit, 2006). Diversos
autores han considerado al WB como la “prueba de oro o referencia” para los ensayos de
anticuerpos a LVPR (de Andrés et al., 2005).

La identificacion de LVPR requiere de pruebas mas sofisticadas que no son
utilizadas rutinariamente por la mayoria de laboratorios como métodos de diagnostico. El
WB, debido a su complejidad y costo solo se utiliza como prueba confirmatoria (Ramirez,
2010).

29



1.7.2. Microscopia electronica.

En la identificacion de la estructura viral, la microscopia de transmision de
electrones es la técnica de eleccion, al realizar estudios en cultivos celulares infectados asi
como en tejidos animales infectados con LVPR, se puede observa en el microscopio
electrénico la presencia de la estructura viral, la cual ronda entre 90 y 100nm de didmetro
(Can, 1997).

1.7.3. Hibridacién in situ.

La hibridacién in situ es una técnica utilizada para la deteccion de ADN o ARN
viral en células infectadas, o para estudiar la expresion de una proteina en una célula,
utilizando secuencias complementarias (sondas) de ADN para detectar la molécula de
interés con una sustancia radioactiva (Amorena et al., 1997). La sonda es incubada con la
célula para luego ser detectada y visualizada por microscopia. La hibridacion in situ, tiene
buena sensibilidad y especificidad. En las Gltimas décadas se ha utilizado esta técnica en el
diagnostico de los LVPR (Sanna et al., 1999).

1.7.4. Cultivo celular.

El cultivo celular para LVPR se ha llevado a cabo en cultivos primarios en los que
se afladen células (co-cultivos) de la linea monocito/macréfago obtenidos de la sangre
periférica de animales sospechosos, o también de los lavados bronquiales o macerados de
tejidos; y si hay infeccion, las células muestran efecto citopético tras 2 a 3 semanas de
incubacion. El efecto citopatico consiste en la formacion de células gigantes (sincitios),
aunque en algunos casos puede no observarse si la cepa viral no induce este efecto, o bien,
por que el virus permanece latente (Sihvonen et al., 1980; Ellis, 1990). Los cultivos
celulares més utilizados son la membrana sinovial de cabras y fibroblastos de plexo
coroideo de corderos o fetos ovinos. Otro tipo de células que se han utilizado son las de
coérnea de cordero (Trigo, 1991; Juste et al., 1998). Aunque el aislamiento del virus permite
dar el diagnéstico definitivo, este procedimiento es caro y necesita de un periodo largo para

su realizacion (Sihvonen et al., 1980).
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1.7.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR al inicio, se considerd que seria exitosa para el diagnostico de LVPR,
gracias a su capacidad para detectar directamente el ADN proviral, en la célula infectada o
generando ADN del ARN de las particulas virales por transcripcion reversa (Leroux et al.,
1997). Sin embargo, la eficiencia va a depender de la especificidad de los cebadores
disefiados y por consecuencia de una adecuada eleccion de la region viral a amplificar,
ademas, del nivel de deteccion de moléculas de ADN viral que es lo que determina la
sensibilidad de la prueba (Ramirez, 2010).

En un estudio realizado en Grecia, se demostrd que la utilizaciéon de una técnica
de PCR mas una prueba de ELISA resulta en un mayor nimero de animales identificados
como positivos dentro de una explotacion, lo cual es algo recomendable en las
explotaciones de pequefios rumiantes para un mejor diagnostico. Usando una combinacién
de ELISA y PCR encontraron un total de 72.2 % de ovejas y el 28.8 % de cabras positivas
para LVPR (Karanikolaou et al., 2005).

En la actualidad se exige una atencion prioritaria a las acciones preventivas y de
control de enfermedades. Para ello es necesario contar con instrumentos eficaces para el
diagnéstico, de modo que sea posible prevenir la entrada de animales infectados en paises,
zonas o rebafios libres, o bien poner en marcha planes de control y erradicacion (Corrales et
al., 2003).

1.8. Diagnostico diferencial

Algunas enfermedades con las que hay que realizar un diagnéstico diferencial son:
artritis traumatica, artritis infecciosa causada por bacterias, en algunos casos con paresia
progresiva, ataxia enzodtica, nematodiasis cerebroespinal, traumatismos o abscesos en la
médula espinal, anomalias congénitas de la médula espinal. Con sintomas caracteristicos de
infeccion nerviosa, debe incluirse la polioencefalomalacia, listeriosis y rabia. La forma
pulmonar en cabras adultas puede asemejarse a la forma pulmonar de linfadenitis caseosa.
(Bath y Wet, 2000).
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En ovinos, las formas clinicas méas frecuentemente encontradas han sido hasta hace
pocos afios la mamaria, la pulmonar o ambas, esta Gltima relacionada con la afeccion
conocida como Maedi. Mas recientemente se han descrito dos brotes con formas clinicas
diferentes de la enfermedad. Una de ellas, afectando a un elevado nimero de ovinos que
presentaron la forma nerviosa o Visna (Benavides et al., 2006) poco frecuente en Europa y
que de forma esporadica se ha detectado en ovinos jovenes infectados por LVPR. El
segundo brote, se restringio a animales de raza Aragonesa (Lujan et al., 2001) con una

afeccion articular que es mas frecuente en ganado caprino.
1.9. Formas de transmision de LVPR.

Los ovinos y caprinos se infectan fundamentalmente después del nacimiento por
consumo de calostro y leche de madres infectadas y por contacto horizontal con animales
infectados que excretan virus en sus secreciones pulmonares (Berriatua et al., 2003), a

través de fomites y maquinas de ordefio (Crawford y Adams 1981; Lerondelle et al., 1999).

1.9.1. Transmisién aerdgena.

LVPR infectan principalmente monocitos y se replican en macréfagos pulmonares.
Houwers et al 1990 sugieren que este 6rgano es una fuente de gran cantidad de virus libre e
integrado. La transmision horizontal se relaciona fuertemente con el sistema de produccion

ovino, el climay la mala ventilacion (Houwers, 1990).

1.9.2. Transmision lactégena.

De Boer et al en 1979 aislaron lentivirus ovinos a partir de leche de hembras
seropositivas, dos a tres meses despues de la lactancia y detectaron anticuerpos especificos
en los corderos que fueron amamantados con leche infectada, asi mismo, otros autores han
demostrado también la presencia de LVPR en calostro y leche y la posibilidad de infectar
corderos y cabritos tras la ingestion de calostro (Schipper et al., 1983; Lerondelle et al.,
1995).
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Generalmente la infeccidn se atribuye a macréfagos infectados presentes en calostro
y leche, sin embargo, se ha identificado virus en la glandula mamaria, en especial en
cultivos de células epiteliales mamarias de cabras infectadas, detectando la presencia de
proteinas gag y env en los sobrenadantes, lo que sugiere que las células producen particulas

virales de forma activa (Mselli-Lakhal et al., 1999).

1.9.3. Transmision intrauterina.

La opinién generalizada es que la transmision congénita del VMV es muy poco
frecuente; Brodie et al., 1994 amplificaron VMV mediante PCR en 10% de fetos de madres
de un rebafio infectado, los autores sugieren que un titulo viral alto en la madre puede llegar
a ser un factor importante en la transmision uterina. Tejidos del aparato reproductor de
hembras se han identificado como susceptibles a la infeccion por VAEC como lo describid
Lamara et al., 2002 en donde mencionan la replicacion in vitro del VAEC en células de la
granulosa y del oviducto de cabra.

1.9.4. Transmision sexual.

Se ha detectado la presencia de antigenos virales en las células epiteliales del
aparato reproductor de machos caprino, mediante la técnica de Inmunohistoquimica,
ELISA yPCR (Martinez, 2003; Ali Al Ahmad et al., 2007; Peterson et al., 2009; Travassos
et al., 1998; 1999; Ramirez et al., 2009). Por otro lado, se ha descrito la presencia de LVPR
en células epiteliales de glandulas accesorias, liquido seminal y tejidos del tracto genital en
sementales ovinos y caprinos, lo que sugiere la posibilidad de transmision venérea, ya sea
de forma natural o por inseminacion artificial. Estudios realizados demuestran ademas de la
presencia de provirus en el eyaculado macréfagos y monocitos infectados en sangre
(Peterson et al., 2008). Recientemente, se ha sugerido de manera preliminar que el uso de
semen PCR-negativo en inseminacion artificial procedente de animales seropositivos no
representa un riesgo de infeccion real ni para las hembras ni para la descendencia. El riesgo
de transmisién de LVVPR por transferencia de embriones se considera poco relevante o por

via intrauterina se estima que es muy limitada (Travassos et al., 1998-1999; Ali Al Ahmad
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et al., 2007; Peterson et al., 2008; Ramirez et al., 2009). Cabe mencionar que en Brasil, De
Souza realiz6 un trabajo con la finalidad de evaluar la capacidad de transmision del virus de
la artritis-encefalitis caprina (CAEV) a través de la inseminacién artificial (1A), y para
evaluar la influencia de la carga viral en esta probable transmision. También se pretendia
comprobar si el proceso inflamatorio, causado por el uso de esponjas intravaginales,
facilitaria la entrada del virus en el tracto reproductivo femenino. Para este fin, se utilizaron
30 cabras de raza no definidas, todas seroldégicamente negativas para VAEC. Un macho
Anglo-Nubia, también seronegativo, se utilizd para inseminacion artificial de hembras en
este estudio. EI semen fue contaminado contaminado con la Cepa VAEC-Cork, con dos
titulos infecciosos distintos encontrando hembras positivas post inseminacién (De Souza et
al., 2013). Por lo tanto es importante retomar la investigacion enfocada a los sementales

como diseminadores de los LVPR.
1.10. Medidas de prevencién y control.

Hasta la fecha, no hay tratamientos comerciales eficaces contra los retrovirus
animales y los programas de control de LVPR van dirigidos a la erradicacion del agente
infeccioso (Houwers et al., 1990; Lujan-Badiola 2001).

Los islandeses demostraron que es posible la erradicacion de LVPR mediante el
sacrificio de rebafios completos afectados por la enfermedad, seguido de un periodo de
vaciado sanitario y reemplazo con animales de otros rebafios libres de infeccion (Palsson et
al., 1978; Houwers et al., 1990; Lujan-Badiola et al., 2001).

Ademas, se han descrito varios métodos eficaces para eliminar LVPR de rebafios
infectados; la eleccion de estos métodos depende de la prevalencia de la infeccion, del valor
genético de los animales del rebafio y de los costos que sea posible asumir (Tabla 7)
(Houwers, 1990; Peterhans et al., 2004).

Las medidas de control de la infeccion por LVPR son necesarias para disminuir la
prevalencia y alcanzar un estatus de “libre de LVPR” en los rebafios. Los rebaios asi
certificados obtienen un triple beneficio, evitan pérdidas econémicas asociadas a la
infeccion por LVPR, presentan un valor afiadido en la venta para programas de reposicion y
evitan propagar la infeccion en el comercio local e internacional. Por todo ello, se han

propuesto distintas estrategias de control para eliminar los LVPR de los rebafios infectados
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asi limitar las pérdidas econdmicas por la infeccion (Tabla 7) (Martinez et al., 2003; Reina
2009; Ramirez et al., 2010).

Tabla 7. Medidas de prevencién y control.

1.- Realizar un diagnostico oportuno y hacer el seguimiento seroldgico cada 6 meses.

2.- Separar al rebafio en dos grupos (seropositivos-seronegativos). Aislamiento de la
reposicion seronegativa.

3.- Reemplazo total o eliminacién gradual de animales reemplazando a los seropositivos,
con animales libres de LVPR o sacrificio de los seropositivos.

4.- Aislamiento de los recién nacidos.

5.-Encalostramiento seguro (calostro artificial, calostro de bovino, calostro congelado
procedente de cabras seronegativas; el tratamiento térmico a 56°C durante 60 min.
disminuye la presencia de VAEC hasta niveles inferiores(Adams et al, 1983).

6.- Utilizacion de machos seronegativos para realizar las montas.

7.-Ordefar primero a las cabras seronegativas y posteriormente a las seropositivas.
8.-Utilizar semen seronegativo a LVPR.

Estas medidas son altamente recomendables, para controlar y/o erradicar la enfermedad (Contreras y
Corrales 2003, Reina 2008).

En los rebafios donde existe la infeccion, la mejor recomendacion es eliminar a los
animales infectados gradualmente e iniciar un rebafio libre a LVPR.

Con el fin de controlar la diseminacion de la enfermedad en las granjas es necesario
una serie de medidas en hembras, machos y recién nacidos; como son un manejo adecuado
del calostro, eliminacion de animales positivos, manejos de secreciones y manejo de las
ordefiadoras (Rowe y East, 1997).

Desde el desarrollo de las pruebas seroldgicas para la deteccion de LVPR, estas
infecciones se pueden controlar por medio de la identificacion y eliminacion de animales
infectados. Debido a que en la mayoria de los casos transcurre un tiempo entre la infeccion
y la seroconversion, por lo que es necesario hacer las pruebas cada seis meses, o anuales
(de la Concha-Bermejillo, 1999).

En la actualidad no existe una vacuna eficaz para LVPR por varias razones: a) los

mecanismos de inmunidad frente al virus no estan bien definidos, b) la seleccion e
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dentificacion de los antigenos protectores se encuentran en vias de estudio, ¢) la ruta y el
vehiculo de vacunacién éptimo, y el adyuvante idoneo no se han establecido y d) la
variacion genética y antigénica del virus es elevada (Shah et al., 2004; Amorena et al.,
2008).

Las vacunas experimentales estdn basadas en virus completo, virus atenuados y
vacunas de subunidades en diversas formas (proteinas, plasmidos de expresion, virus
recombinantes) y acompafiadas con una variedad de moléculas co-estimuladoras. Son
muchos los factores que impiden que una vacuna sea adecuada hasta el momento como el
hecho de que la infeccion es a través de una superficie mucosa, por lo que seria necesario
inducir y mantener altos niveles de anticuerpos especificos de virus y células T en la
mucosa, lo que aun es dificil; en segundo lugar, hay infeccion restringida y latente de las
células diana y es por ello que es dificil para el sistema inmune reconocer y eliminar las
células infectadas; en tercer lugar, la estructura env, su patron de glicosilacion y el cambio
en su conformacion al unirse a la superficie celular, hace que no se induzca anticuerpos
neutralizantes ampliamente eficaces; en cuarto lugar, los anticuerpos después de la
vacunacion pueden disminuir el umbral de infeccion y aumentar los cambios patologicos;
en quinto lugar, los virus son capaces de mutar resultando en mdltiples variantes que
circulan dentro de la poblacién principal en el huésped y por lo tanto, genera dificultades
para proporcionar inmunidad heter6loga contra todas las cepas y en sexto lugar, la
presencia de una respuesta inmune activa puede conducir a la mutacién y la seleccion de
nuevas variantes que pueden ser mas patdgenas. Finalmente, la presencia de una respuesta
inmune preexistente puede disminuir el umbral para la infeccion de un huésped vacunado,

asi como acelerar el desarrollo de la patologia (Blacklaws et al., 2012).
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2. Justificacion.

Debido a la importancia reproductiva y productiva que tienen los machos dentro de
un rebafio de pequefios rumiantes, es de gran importancia establecer el estado seroldgico de
estos, con la finalidad de disminuir la posible transmision de enfermedades de tipo sexual y
de forma particular disminuir el riesgo de infeccion por LVPR. Un semental se utiliza para
servir al menos 20 hembras, ya sea por monta directa y/o por inseminacion artificial, esta
ultima podria incrementar el nimero de hembras servidas. Si tomamos en cuenta que las
hembras infectadas transmiten la enfermedad de forma directa a las crias a través del
calostro y leche y que dichas hembras deben ser eliminadas del hato, las pérdidas
econdémicas por la transmisién de LVPR de machos a hembras puede ser considerable
(Novelo et al 2001).
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3. Objetivo general.

Detectar anticuerpos a Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LVPR) en sementales
(caprinos y ovinos) de diferentes regiones del pais, mediante la prueba comercial de ELISA

competitiva.
3.1.0Dbjetivos particulares.

a) Obtener sueros de machos caprinos y ovinos de los estados de Coahuila, Estado de
México, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Oaxaca y Puebla.

b) Identificar animales infectados de diferentes explotaciones, utilizando una prueba
comercial basada en un ELISA competitiva.

c) Generar informacion de la seroprevalencia de LVPR en machos de algunas zonas

del pais.
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4. Hipotesis.

Debido al intercambio de animales infectados entre los rebafios es posible encontrar

seropositivos en cada una de las regiones.
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5. Materiales y Métodos
5.1. Animales de estudio.

Se obtuvieron 675 muestras de sangre por venipuncion de la vena yugular en tubos
sin anticuoagulante de machos de pequefios rumiantes provenientes de los estados de
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Coahuila, Oaxaca y Estado de México. Las edades
de los animales muestreado van de menos de un afio hasta animales mayores de 4 afios.
Dichas muestras correspondieron de un total de 488 caprinos y de 187 ovinos (tabla 8). Las
razas de caprinos de las que se tiene informacién fueron Saanen, Murciana Granadina,
Toggenburg, Alpino francesa y Nubia. Por otro lado las razas de ovinos fueron Kathadin,
Sufolk, Charolais, Dorset, Dorper, Romanov, Pelibuey, Dorper-Texel, Hampshire y Sufolk-
Romanov, en ambas especies hay muestras sin determinar la raza. La sangre fue
centrifugada a 2500 rpm durante 15 minutos y el suero (sobrenadante) se recolectd y

conservo en viales estériles en congelacion a -20° hasta su uso.

5.2.Preparacion de pools de sueros.

Para el presente trabajo se utilizé la metodologia sugerida por Brinkhof et al., 2007
modificada, que consiste en realizar pools con el suero de 5 animales, a razén de 20ul de
cada uno, para llegar a un volumen total de 100ul. Para posteriormente evaluar los grupos

seropositivos en forma individual.

5.2.1. Desarrollo de la prueba de ELISA competitiva (ELISAC).

Para el presente trabajo se utilizd una prueba comercial de ELISA competitiva para la
deteccion en anticuerpos especificos contra LVPR. VMRD, Inc. Caprine Arthritis
Encephalitis Virus Antibody test kit, cELISA, basada en la deteccion de anticuerpos
dirigidos contra la glicoproteina 135 de LVPR.

El procedimiento se inicié agregando 20 ul de cada suero, de 5 muestras distintas
en un tubo eppendorf estéril para llegar a un volumen total de 100 ul. Se colocaron 50 ul de

la muestra en pool en cada pozo y de los controles positivo y negativo incluidos en el
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sistema, las muestras fueron evaluadas por duplicado para corroborar los resultados. Se
realiz6 la primera incubacion de la placa a 25°C durante una hora. Durante este lapso, se
prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante: a) la solucién de lavado diluyendo
(para una placa) 18 ml de la solucion de lavado concentrada 10X en 162 ml de agua
destilada y se almacend a temperatura ambiente en un matraz Erlenmeyer hasta su
utilizacion; b) el conjugado se prepar6 diluyendo 60 pl del anticuerpo peroxidado 100X en
5.94ml de la solucién amortiguadora para diluir.

Después de la primera incubacion, se desecho el contenido de la placa y ésta fue
lavada 3 veces con la solucién de lavado, en cada ocasién los pozos se llenaron con 150 pl
de la solucion de lavado; el contenido se desechd en una sola intencidn después de agitarse
ligeramente, por ultimo, la placa fue colocada hacia abajo y secada sobre una toalla de
papel absorbente.

Se agregaron 50 ul del conjugado ya preparado en todos los pozos de la placa y se
realiz6 una segunda incubacion a 25°C durante 30 minutos. Después de la segunda
incubacidn, se desechd el contenido de la placa y se realiz6 un segundo lavado, siguiendo el
procedimiento anterior.

Se agregaron 50 pl de la solucion de paro para detener la reaccion en todos los
pozos de la placa, la lectura se realiz6 inmediatamente después, con un lector de placas por
adsorbancia a una longitud de onda de 630 nm.

Para la validacién de la prueba, la media de los resultados de densidad Optica de
los sueros control negativo debid ser mayor o igual a 0.300; para los sueros control positivo
se calculé el porcentaje de inhibicion a través de la siguiente formula, segun las
especificaciones del fabricante:

Para la interpretacion de resultados se tiene que calcular el porcentaje de inhibicion

(%) de cada suero problema mediante la siguiente férmula:

%] =100 - [(Media de la Densidad Optica del suero problema) X (100)/(Media de la
Densidad Optica del Control Negativo)]
Si una muestra produce un %I > 35, se considera positiva a AEC.

Si una muestra produce un %I < 35 se considera negativo a AEC
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6. Resultados.

Las 675 muestras de sueros obtenidas de machos para este estudio se distribuyeron
de la siguiente forma: segun la especie (ovinos o caprinos) (Figura 2), el estado de
procedencia, de donde 362 muestras provenian de Guanajuato, 12 del Estado de México,
170 de Hidalgo, 71 de Oaxaca, 23 de Puebla, 9 de Querétaro y 28 muestras de Coahuila.
(Figura 3)

Figura 2. Porcentaje de machos por especie.

M ovinos

M caprinos
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Figura 3.NUmero de sueros evaluados por estado.

H COAHUILA

m QUERETARO

m ESTADO DE MEXICO
m PUEBLA

m OAXACA

B GUANAJUATO

m HIDALGO

6.1 Machos agrupados por raza.

El analisis de la poblacién de machos muestreados considerando la raza mostré que

de solo 212 animales se contd con informacién de la raza a la que pertenecian, mientras que

para 463 de estos no se tuvo disponible esta informacion. Tabla 8, 9y 10.

Tabla 8. Sueros por especie y raza.

Especie  No. de animales con raza No. de animales No Determinados Total
Ovinos 68 119 187
Caprinos 144 344 488

El grupo de animales con asignacion de alguna raza fue de 212 machos los cuales se

subdividieron por especie en ovinos o caprinos y se muestran en las Tablas 9 y 10.
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Tabla 9. Razas de caprinos de los animales estudiados.

Raza No. de animales
Murciana Granadina 1
Saanen 75
Toggenburg 23
Anglo Nubia 6
Alpino Francesa 39
No determinado 344

Tabla 10. Razas de ovinos de los animales estudiados.

Raza No. de animales
Kathadin 11
Sufolk 13
Charolais 16
Dorset 11
Dorper 4
Romanov 6
Pelibuey 4
Dorper-Texel 1
Hampshire 1
Sufolk-Romanov 1
No determinado 119
Total 187

6.2 Machos agrupados por edad y especie.

La poblacion de animales muestreados de 675 sementales se agruparon por edad, los cuales

se subdividieron en ovinos y caprinos. Del total de sueros ovinos y 352 caprinos no se

contd con la informacion sobre la edad (Tabla 13).
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Tabla 11. Edades de la poblacion de estudio.

Especie Edades
0-12M 13-24M 25-36M 37-48M +48M Total
Caprinos 41 41 11 13 30 136
Ovinos  N/D N/D N/D N/D N/D
M= meses

N/D= no determinado

6.3. ELISA en pools.

Utilizando esta metodologia se pudieron evaluar 100 muestras realizando Gnicamente 20
pools, lo cual se reflejo en un menor nimero de pruebas realizadas por placa de

ELISA competitiva. Los pools positivos se evaluaron de forma individual
posteriormente.(Tablas 12, 13, 14, 15y 16)

Tabla 12. Evaluacion serologica de 675 sementales caprinos (n= 488) y ovinos

(n=187) a la infeccion por Lentivirus de Pequefios Rumiantes.

% %
Estado Caprinos seropositivos  Ovinos seropositivos Total
+ - + -
Coahuila 5 23 17.9 0 0 0 28
Guanajuato 50 312 133 0 0 0 362
Hidalgo 6 9 40 13 142 84 170
Oaxaca 0 39 0 0o 32 0 71
Puebla 1 22 43 0 0 0 23
Edo. de 41.7 0
México 5 7 0 0 12
Querétaro 5 4 55.6 0 O 0 9

Tabla 13. Resultados positivos de sementales caprinos por razas.
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Raza No. de machos Positivos
Murciana Granadina 1 0
Saanen 75 14
Toggenburg 23 3
Anglo Nubia 6 0
Alpino Francesa 39 7
No determinado 344 48

Total 488 72

Se obtuvieron 24 animales seropositivos de los que se contaba con la informacion de la

raza (144) y 48 animales seropositivos del grupo de caprinos donde no se tuvo disponible la

raza (344).

Tabla 14. Seropositividad de sementales caprinos por razas.

Raza

Positivos

Seropositividad%

Murciana Granadina

Saanen
Toggenburg
Nubia

Alpino Francesa

No determinado
Total

0
2.86
0.61
0
1.43
9.83
14.73

Tabla 15. Resultados positivos y negativos de sementales ovinos por razas.

Raza No. de animales Positivos Negativos
Kathadin 11 1 10
Sufolk 13 0 13
Charolais 16 0 16
Dorset 11 0 11
Dorper 4 0 4
Romanov 6 0 6
Pelibuey 4 0 4
Dorper-Texel 1 0 1
Hampshire 1 0 1
Sufolk-Romanov 1 0 1
No determinado 119 12 107
Total 187 13 174

Se obtuvo 1 animal seropositivo de los que se contaba con la informacion de la raza (68) y

12 animales seropositivos del grupo de ovinos donde no se tuvo disponible la raza (119).
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Tabla 16. Machos caprinos seropositivos a la infeccion de LVPR por edades.

Edad Numero de caprinos  Seropositivos  Seropositividad %

0-12M 41 1 0.73
13-24 M 41 3 2.20
25-36 M 11 4 2.94
37-48 M 13 4 2.94
+48 M 30 6 4.41

No determinado 352 54 15.34
Total 488 72 28.56

La tabla no presenta datos sobre edad de los ovinos debido a que no se cuenta con

informacion sobre ellos.

Figura 4. Sueros positivos.

m CAPRINOS
H OVINOS
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7. Discusion.

En el presente trabajo se identifico la infeccidn por Lentivirus de Pequefios
Rumiantes en rebafios ovinos y caprinos de diferentes estados de la republica, utilizando
una prueba comercial de ELISA competitiva. Los porcentajes de seropositividad
encontrados fueron de 14.75% en caprinos, de los cuales el estado de Guanajuato con el
mayor numero de cabras infectadas (50/362, 13.81%). El porcentaje de infeccion por LVPR
de caprinos en los diferentes estados de la republica fue: Querétaro (5/9, 55.55%), Estado
de México (5/12, 41.66%), Hidalgo (6/15, 40%), Coahuila (5/28, 17.85 %), Guanajuato
(50/362, 13.81%), Puebla (1/23, 4.34%) y Oaxaca (0/32, 0%). Mientras que el estado de
Hidalgo fue el Unico estado de donde obtuvimos muestras positivas de ovinos infectados
(13/142, 9.15%).

El anélisis de los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la raza
Saanen fue la que presentd mayor seropositividad (18.66%) para el caso de caprinos y la
raza Katadhin para el caso de los ovinos presentando un caso positivo. De igual forma se
identificd que en los animales mayores de 48 meses de edad un mayor porcentaje de
seropositividad. Estos resultados concuerdan con lo descrito por Nazara et al., 1990 y
Franco, 2008, los cuales mencionan, que en los animales de raza pura y adultos es méas
frecuente identificar la infeccion por LVPR.

Los resultados de seroprevalencia encontrados en este trabajo en general fueron
altos comparados con los estudios iniciales realizados en el pais. Los estados de Querétaro,
Estado de México e Hidalgo presentan seroprevalencias del 55.55%, 41.66% y 40%
respectivamente, estas seroprevalencias son altas comparadas con los datos descritos por
Alvarez, 1984; Nazara 1984; Trigo, 1991 y Franco, 2008 con porcentajes que oscilan entre
27-39.55%. Sin embargo, en estos estudios el numero de animales muestreados fue mayor
(mas de 800) que en el presente trabajo. Sin embargo, en este estudio se muestrearon
exclusivamente machos y en los estudios anteriores las muestras pertenecen a hembras y
machos.

Otros estudios han descrito seroprevalencias bajas en caprinos como en el caso de
Yucatan con un 2.3% (Torres- Acosta et al., 2003), lo cual fue cercano a lo que se encontro

en este trabajo para el estado de Puebla que fue de un 4.34%. en hembras y machos.
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Los hospederos principales del VAEC son los caprinos de cualquier edad, sin
predisposicion de raza. Se ha demostrado experimentalmente que los ovinos son
susceptibles a la infeccion por el virus. Trabajos recientes han demostrado que los lentivirus
cruzan la barrera interespecie. El hecho de que algunos subtipos hayan sido aislados de
ambas especies, indica que en algun momento ocurrié la transmision interespecie, al
menos una vez en cada uno de los subtipos aun que la frecuencia y direccion de tal
infeccion permanece desconocida (Zanoni et al., 1998; Ravazzolo et al., 2001). Los
trabajos realizados en su mayoria son realizados en hembras y principalmete en cabras por
las repercusiones econdmicas en esta raza, por lo tanto no se debe olvidar que exinten

infecciones cruzadas entre los LVVPR.

En los ultimos afios los animales de reemplazo y semen para la mejora genética de
los pequefios rumiantes en rebafios nacionales, eran provenientes de paises como Francia y
EE.UU, los cuales tienen reportes de una alta incidencia de la enfermedad, lo que
representa un gran riesgo para las explotaciones del pais (Ramirez et al., 2011). Aunque los
resultados obtenidos en este trabajo identificaron un namero relativamente bajo de animales
seropositivos. Es importante mencionar que el uso de pruebas de ELISAs comerciales no
asegura la deteccion de todos los genotipos virales que infectan a los pequefios rumiantes.
(Ramirez et al., 2011), por lo que es posible que la prueba de ELISAc subestime el nimero
de animales infectados.

A pesar de que se han realizado estudios de la infeccién por LVPR en machos ovinos
y caprinos (Martinez, 2005; Ramirez, 2009), al macho no se le ha reconocido su verdadero
potencial e importancia en la diseminacion de los LVPR via semen (Martinez et al., 2005).
Los estudios llevados a cabo de forma experimental y natural no habian sido concluyentes
para demostrar la transmision del virus de machos a hembras en forma directa durante el
apareamiento o por el uso de la inseminacion artificial (Travassos et al., 1998; Travassos
et al., 1999; Peterson et al., 2008; Ortiz, 2011). Diversos trabajos han descrito la presencia
de virus en semen, en tejidos asociados al aparato reproductor y la presencia de anticuerpos
especificos indicativos de infeccion, lo que refuerza la posibilidad de que el virus pudiera

transmitirse por esta via, sin embargo, existian controversias al respecto (Blacklaws et al.,
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2004; Ramirez et al., 2009). Recientemente fue confirmada la transmision via semen con el
trabajo realizado en Brasil por De Souza et al., 2013, los cuales utilizaron semen de un
macho seronegativo. El semen fue infectado con un LVPR y se utiliz6 para inseminar
hembras seronegativas, los resultados que obtuvieron fue un 60% de hembras seropositivas
a los 30 dias posteriores de la inseminacion. Esto revela la importancia de los sementales
como diseminadores de la enfermedad por LVPR.

Los LVPR se han identificado en glandulas accesorias de machos caprinos y en
especial en la vesicula seminal y glandulas bulbouretrales (Martinez et al., 2005) sin
aparente dafio patoldgico. Por otro lado, en ovinos co-infectados con Brucella ovis y LVPR
fue posible encontrar epididimitis con leucocitospermia (De la Concha et al., 1996).

Es importante mencionar que en el presente estudio se evaluaron serol6gicamente machos
ovinos y caprinos sin manifestaciones clinicas aparentes relacionadas con la infeccion por

lentivirus y libres de brucelosis.

El diagndstico rutinario de la infeccion de lentivirus en México, principalmente en
caprinos se ha basado en el uso de pruebas seroldgicas como la IDAG, ELISA y
ultimamente en el Western Blot y PCR como pruebas de diagnéstico confirmatorias en
trabajos de investigacion. Sin embargo, los trabajos mas recientes demuestran que la
utilizaciéon combinada de dos pruebas como IDAG-ELISA (OIE 2004), ELISA-PCR
(Barquero, 2012), Western Blot-PCR, ELISA-Western Blot (De Andrés et al., 2005)
mejoran el diagnostico de los LVPR, en el presente estudio no fue factible llevar a cabo una
deteccion con pruebas combinadas. En el presente trabajo se realizaron pools de 5
muestras de sueros y se evaluaron con un kit comercial de ELISA competitivo, siendo
posible encontrar grupos de muestras en los que se identificd la presencia de anticuerpos
especificos, confirmando la infeccidén por LVPR. La estrategia de formar pools disminuy6
el costo del diagndstico por animal, posteriormente, solo los pools con resultados positivos
se evaluaron, ahora si de forma individual para confirmar los animal infectados. Esta
estrategia de evaluaciones en pools ha demostrado que no pierde sensibilidad y
especificidad de la prueba de ELISA, ademas de que es factible detectar un minimo del 2%
de seroprevalencia con esta metodologia en cualquier rebafio (Brinkhof et al., 2008). Como

ya se menciono los métodos de diagnostico para detectar la infeccion por LVPR son muy
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diversos, no obstante, aunque hay técnicas para detectar antigenos, anticuerpos y acidos
nucleicos, a partir de tejidos, semen y suero, no todas ellas se realizan de forma rutinaria en
el pais o solo se llevan a cabo en laboratorios de investigacion.

La deteccion de anticuerpos a la infeccion por LVPR no siempre es exitosa ya que
puede pasar varios meses en que el virus no se expone al sistema inmune y permanece en
estado de latencia, sin estimular la produccion de anticuerpos (Rimstad et al., 1993). En el
presente estudio la prueba de ELISAc comercial utilizada esta basada en el uso de la
proteina Gpl35 (proteina expresada fuertemente en estadios cronicos) la cual es una
fraccion antigénica de la envoltura viral y considerada dentro de los antigenos mas
importantes de los LVPR, que cruzan entre los diferentes virus encontrados en ovinos y
caprinos; es por ello que dicho kit permite identificar infeccion en ambas especies.

Es necesario realizar estudios que comparen las técnicas que se usan en el pais para
establecer la méas adecuada, tomando en cuenta los genotipos que infectan los rebafios
ovinos y caprinos en México. Por otro, lado hubiera sido interesante complementarla el
estudio con una prueba de PCR para reconfirmar los resultados encontrados con la prueba
de ELISA, o animales infectados que escaparon a la deteccion de la prueba comercial. No
obstante, es importante mencionar que existen comercialmente otros formatos para las
pruebas de ELISA, en los que se utilizan péptidos sintéticos o proteinas recombinantes y
que han sido validadas en diferentes estudios (Kwang et al., 1994; Clavijo et al., 1995;
Boschoff et al., 1997; Saman et al., 1999).

Actualmente, en México no existe una base de datos exacta sobre la frecuencia y
prevalencia de la infeccion de LVPR. Los reportes han sido esporadicos en los foros y
congresos del area, esto puede verse reflejado en la base de datos del Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), donde solo se mencionan 15
casos en 1997, 12 casos en 1999 y 10 casos en 2002 (Franco, 2008). Es por este motivo que
cobra importancia la evaluacion de los animales para la identificacion de la infeccion por
LVPR, logrando por un lado aumentar la confianza de los productores de pie de cria para
exportar animales libres de infeccidn y por lado los animales seronegativos cuentan con un
valor agregado cuando son vendidos como pie de cria, coadyuvando en el control de la

infeccion de LVPR y disminuyendo la difusion del virus en los rebafios nacionales.
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La situacion encontrada en el presente estudio no necesariamente es el reflejo de lo
que sucede para todo el pais. Con base en lo anterior es necesario realizar estudios en
México mas estratificados y en todas las regiones importantes en el nimero de cabezas de
ganado ovino y caprino, para determinar con mayor precision la situacion real que guardan

los LVPR en el pais.
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8. Conclusiones.

Existe la presencia en México de sementales ovinos y caprino seropositivos a
lentivirus de pequefios rumiantes.

En el estado de Guanajuato se encontré6 el mayor nimero de machos caprinos
seropositivos a LVPR y el estado de Hidalgo fue el Gnico en el que identificaron ovinos
infectados.

La estrategia de generar pools en las muestras de suero ayuda a evaluar explotaciones

con un gran numero de individuos reduciendo los costos del diagndstico.
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