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RESUMEN

El Virus de la inmunodeficiencia bovina (BIV), perteneciente al género Lentivirus
de la familia Retroviridae, fue aislado originalmente (1972) en los Estados Unidos
a partir de una vaca lechera con linfocitosis persistente, hiperplasia linfoide y
encefalitis linfocitica. Muchos estudios indican que la infeccidon por el BIV tiene
distribucion mundial, aunque se desconoce su presencia en México. En esta
investigacion se presenta la evidencia de infeccion por BIV en ganado mexicano.
Se disefié un péptido sintético corto (17 residuos) derivado de la proteina de
transmembrana utilizando las secuencias de aminoéacidos deducidas del BIV
descritas previamente. El péptido se usé como antigeno de revestimiento en
ensayos de ELISA. Un total de 1128 muestras de sangre periférica completa
fueron recolectadas de ganado bovino (Bos taurus) en los estados de
Aguascalientes, Chiapas, Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de
México, Puebla, Querétaro y Tlaxcala, en México; el plasma y los leucocitos de
sangre periférica (LSP) fueron separados. Las muestras de plasma se usaron para
realizar ensayos de ELISA, el ADN gendmico de los LSP se extrajo con un Kit
comercial. Se disefid un par de oligonuclettidos para la amplificacion de un
producto de 519 pb de un fragmento del gen env para detectar el ADN proviral del
BIV. Los amplicones positivos se purificaron usando un kit comercial y se
sometieron a la secuenciacion nucleotidica. Un total de 338 (28,94%) muestras de
plasma evaluadas mostraron valores de OD> 0.3 (OD-450nm), esto sugiere la
presencia de anticuerpos anti-BIV especificos en muestras de plasma de todos los
estados estudiados. Ademas, los resultados de PCR mostraron 6 resultados
positivos, la secuenciacién nucleotidica y el andlisis in silico de estas muestras
confirmaron la identidad del BIV. Este es el primer reporte de la presencia de BIV

en ganado mexicano.



ABSTRACT

Bovine immunodeficiency virus (BIV), a member of the Lentivirus genus of
Retroviridae family, was originally isolated (1972) in the USA from a dairy cow with
persistent lymphocytosis, lymphoid hyperplasia, and lymphocytic encephalitis.
Many studies indicated that BIV infection has worldwide distribution, although its
presence in Mexico is unknown. In this investigation, we report evidence of BIV
infection in Mexican cattle. For its use as coating antigen in ELISA assays, a short
(17 residues) transmembrane-protein derived synthetic peptide was designed
using deduced amino acid sequences of BIV described previously. A total of 1128
whole peripheral blood samples were collected from cattle (Bos taurus) in
Aguascalientes, Chiapas, Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de
Mexico, Puebla, Querétaro and Tlaxcala states from Mexico; plasma and
peripheral blood leukocytes (PBLS) were separated. Plasma samples were used to
perform ELISA assays, genomic DNA was extracted from PBLs with a commercial
kit. A pair of primers designed for the amplification of a 519-bp product of an env
gene fragment were used to detect proviral DNA of BIV. Positive amplicons were
purified using a commercial kit and submitted to Sanger nucleotide sequencing. A
total of 338 (28.94%) tested plasma samples showed OD values >0.3 (OD-
450nm), this suggest the presence of specific anti-BIV antibodies in plasma
samples from every state. Furthermore, PCR results have already showed 6
positive results, nucleotide sequencing and in silico analysis of these samples
confirmed the BIV identity. This is the first report for the presence of BIV in

Mexican cattle.



There is nothing so stable as change.

Bob Dylan
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1. INTRODUCCION

El Comité Internacional de Taxonomia de los Virus (ICTV)! clasifica al Virus de
inmunodeficiencia bovina (BIV) como miembro del género Lentivirus de la
subfamilia Orthoretrovirinae dentro de la familia Retroviridae. Los retrovirus se
caracterizan por la expresion de la retrotranscriptasa, enzima que cataliza la
transcripcion de ADN de doble cadena a partir de ARN de cadena sencilla, este
material genético se integra al genoma del hospedero en forma de “provirus”. El
provirus permanece latente por mucho tiempo sin ocasionar trastornos patologicos
aparentes al hospedero. Algunos factores predisponentes como la infeccién
concurrente, edad o estrés, pueden reactivar el provirus que genera la sintesis de
particulas virales infecciosas e inicia la patogénesis en el hospedero. El BIV ha
sido asociado a diversos cuadros: linfadenopatia, linfocitosis, lesiones en sistema
nervioso central, emaciacion progresiva, baja en la produccioén de leche, baja en la
respuesta blastogénica linfocitica y sindrome parapléjico bovino. El BIV puede
causar disfuncion inmune, haciendo a los bovinos vulnerables a infecciones

secundarias, ademas de generar infecciones persistentes.

La vertiente actual de la investigacion en torno al BIV desemboca en dos

direcciones:

e El estudio de la biologia molecular del virus para dilucidar el rol de diversos
genes en la regulacion de su replicacion.

e Lainfeccién del BIV en ganado por su posible rol en una disfuncion inmune.
No hay mucha evidencia experimental en este campo, probablemente por el

escaso numero de aislados virales disponibles en el mundo.

Los estudios basicos del BIV estan enfocados a la identificacion de fragmentos del
genoma viral que ayuden a comprender de mejor manera los mecanismos de
patogenicidad de los lentivirus; dado que no representa un peligro biolégico para el
humano, el BIV es un buen modelo de estudio del Virus de inmunodeficiencia

humana (HIV). Los lentivirus como el BIV tienen potencial para ser utilizados en



terapia génica ya que pueden infectar células que no se dividen y debido a que
éste no es un virus patdgeno para primates, puede representar un candidato mas
seguro para la terapia génica. Por otra parte, el estudio de su rol en la salud
bovina sigue en progreso, por lo que su presencia no debe ser ignorada y necesita

ser observada.

Contexto historico

En 1969, Martin Van der Maaten reporté® en Lousiana (EUA), el caso de un bovino
con una marcada emaciacion, letargia, desérdenes neuroldgicos y un conteo
elevado de leucocitos; se trataba de una vaca lechera gestante de ocho afios de
edad identificada como R-29. El posterior examen histopatolégico de este caso
revel6 una hiperplasia folicular generalizada en los linfonodos e infiltrado
perivascular en cerebro. El virus aislado indujo en el cultivo celular la formacién de
sincitios y fue estructuralmente similar al entonces nombrado Virus de Maedi Visna
(hoy clasificado dentro de la especie Lentivirus de pequefios rumiantes, SRLV,
segun el ICTVY), por lo que se le conoci6 como Virus bovino visna-like®. La
biologia de este virus no fue estudiada a fondo sino hasta el descubrimiento del
Virus de inmunodeficiencia humana (HIV)?*, en 1983, cuando se descubrié que el
aislado R-29 era un lentivirus muy similar al HIV. La nomenclatura y clasificacion
taxon6mica del BIV se basaron en sus caracteristicas genéticas, morfolégicas y
seroldgicas similares al HIV y al Virus de Inmunodeficiencia del Simio (SIV)>™.
Existen otros tres retrovirus bovinos descubiertos: el Virus sincitial bovino, un
espumavirus apatdégeno; el Virus de la leucemia bovina (BLV), un delta-retrovirus,
agente causal de la leucosis enzodtica bovina, enfermedad neoplasica de gran
importancia en la produccion bovina; y el Virus de la enfermedad de Jembrana
(JDV), causante de una enfermedad aguda en ganado balinés, solo identificado en
esta regién geografica y que no ha sido diferenciado serolégicamente®. La
generacion y caracterizacion de las clonas cDNA infecciosas del BIV106 y del
BIV127 derivadas del aislado R-29 permitieron estudios extensivos de la biologia



molecular del BIV*'°. Posteriormente, se realizaron dos aislamientos de campo
denominados FL491 y FL112, asociados a un cuadro de linfocitosis™. Sin
embargo, la principal informacién sobre su comportamiento molecular, patologico y

serolégico se ha generado a partir del aislado R-29°.

El estudio de la complejidad genética del BIV comenzé en la década de 1990 con
protocolos de northern blotting y con el estudio de cDNA utilizado para caracterizar
transcritos virales, lo que, junto con la secuenciacion nucleotidica integra del

provirus, permitié a Gonda y cols. describir la organizacién genémica del BIV*?*2,

Relacién con otros lentivirus

El género Lentivirus agrupa taxondmicamente por sus caracteristicas al HIV, SIV,
Virus de Inmunodeficiencia Felina (FIV), Virus de la Anemia Infecciosa Equina
(EIAV), SRLV y en ganado bovino al JDV y el Virus de Inmunodeficiencia Bovina*
(FIGURA 1). Los lentivirus inducen trastornos patolégicos degenerativos vy
cronicos en sus hospederos, comunmente asociados con el desarrollo de lesiones
mediadas por el sistema inmune. En contraste con otros retrovirus, los lentivirus
pueden replicar en las células que no estan en division. Ademas, el genoma del
lentivirus le ofrece una estructura compleja que incluye genes accesorios o
regulatorios que codifican proteinas involucradas en la regulacion de la expresion
génica. El lentivirus mas estudiado es el HIV, agente causal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), sin embargo los otros lentivirus constituyen
modelos animales alternativos para la investigacion del HIV!*. Las relaciones
seroldgicas del BIV con otros lentivirus (HIV-1, EIAV y el SIV) han sido estudiadas
por Battles y cols™. En este estudio, un ensayo de Western blot demostré que el
antisuero contra el antigeno de capside de BIV tiene reaccion cruzada con los
correspondientes antigenos de capside y antisueros contra el EIAV, SIV y HIV-1.
El alineamiento aminoacidico de la secuencia predicha de proteinas de capside

del BIV, SIV, EIAV y HIV-1 revel6 un dominio altamente conservado abarcando



diez amino&cidos (p10). Gracias a un ensayo de inmunoprecipitacion de la
proteina p24-HIV y de las p26, p23 y p10 del BIV con un antisuero preparado
contra un fragmento de 20 aminoacidos de la proteina de capside del BIV, se

demostré que la reactividad cruzada en las proteinas de capside del HIV-1, EIAV y

el SIV fue debida a la p10™®.
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FIGURA 1. Esquematizacion de la filogenia de los lentivirus. Los valores de bootstrap y las posteriores probabilidades
Bayesianas se indican a la izquierda y a la derecha de la barra diagonal, respectivamente. Destaca la similitud del BIV con
el virus de la enfermedad de Jembrana, sin embargo éste solo ha sido descrito en ganado balinés. Modificado de”’



Estructura gendmicay funcion

El BIV es el lentivirus con la organizacion genémica mas compleja conocida, esto
por la cantidad de genes accesorios involucrados en la regulacion de la expresion.
El clonaje molecular y la secuenciacion del provirus a partir del estudio de células
infectadas permitio en 1995 el mapeo integral del genoma del BIV, disponible en el

GenBank®® con el nimero de acceso M32690%1°,

El virion contiene dos subunidades de ARN monocatenario con una longitud de
8960 bases de sentido positivo. Codifica los genes estructurales gag, pol y env,
flanqueado en los extremos 5” y 3" por copias de la region repetida terminal larga
(LTR), las cuales contienen secuencias promotoras, estimuladoras y finalizadoras
de la transcripcion. El BIV también contiene en la “regién central” entre y a la vez
sobrepuesta en los marcos de lectura de pol y env, esta region contiene exones de
genes accesorios putativos no estructurales como el vif (factor de infectividad
viral), tat (transactivador de la transcripcion), rev (regulador de la expresion viral),
vpw, vpy Yy tmx (FIGURA 2). Los productos de los genes accesorios vif y tat asi
como de los genes estructurales gag, pol y env del BIV han demostrado tener
similitud en su secuencia con sus equivalentes en el HIV-1. Por otra parte, los
genomas integros del BIV y del HIV-1 muestran una divergencia total, incluso

cuando se observa gran similitud en los ORFs de gag y pol ***°.

BIV
5’LTR pol l 1mx

L[ eny J J
gag wy v 3'LTR |
v,-fl |« tarrev —* HJ

FIGURA 2. Mapa gendmico del BIV. El BIV codifica los genes tipicos de los retrovirus: gag, pol y env; sin embargo
también destaca por tener la conformacidn gendmica mas compleja de los lentivirus, al codificar los genes accesorios
vpw, vpy, tmx, tat, rev y vif. Modificado de®.
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La proteina Tat es una proteina no estructural con funcion reguladora. El gen tat
del BIV codifica para la proteina Tat que basicamente potencializa (enhancement)
la transcripcion del ARN viral. Dos exones codifican para la proteina Tat, el
primero ubicado en el extremo 5 del gen de la envoltura ubicado en las
coordenadas nucleotidicas con rango de posicion 5228-5236 y el segundo es
codificado por un exdn localizado en el gen de la envoltura en las posiciones 7657
— 7782?12?22 Después de su expresion en la célula hospedera, la proteina Tat se
une a una estructura en forma de asa de ARN viral llamada elemento de respuesta
trans-activadora (trans-activating response element, [TAR]) el cual esta localizado
en el extremo 5 de los transcritos del BIV. En asociacion con el factor de
elongacion de la transcripcion positiva (positive transcription elongation factor [P-
TEFb])®, la proteina Tat potencializa la produccién de ARN viral genémico.
También se ha reportado que la Tat-BIV tiene una funcién proapoptoética, lo cual
ha sido correlacionado con los efectos citopaticos observados en cultivos
celulares. La BIV Tat también influye en la dinAmica de microtubulos de la célula
hospedera®®. La internalizacién de la Tat-BIV en células infectadas ayuda al BIV a
influir en células vecinas, propiciando el ambiente celular para la replicacion viral®.
Han sido descubiertas diversas funciones de la Tat-BIV mediante el andlisis de la
proteina TNRC6B, un componente del complejo de silenciacion inducido por
microRNA (microRNA induced silencing complex) en la multiplicacién celular®.
También se sabe que el knock-down de la proteina inducida (BHEXIM1) por la
bisacetamida hexametilen bovina (bovine hexamethylene bisacetamide [HMBA])
potencializa la replicacion del BIV y compite con la Tat-BIV al unirse a la B-ciclina
T1%'. Esta informacién pudiera ayudar en el entendimiento del ciclo vital latente del
BIV. El trabajo cientifico enfocado al estudio de la proteina BIV-Tat-TAR a la vez
también ha sido importante para conocer mecanismos de regulacion o inhibicion
de la proteina TAR del HIV-1%8.
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Ciclo del BIV

El ciclo de infeccion del BIV fue estudiado y descrito en la década de 1990 por

7,9,12,13

Matthew Gonda y Steven Oberste y se puede resumir en el siguiente texto:

Durante el ciclo de infeccidon las particulas virales libres se unen a receptores
especificos de la membrana celular mediante la glicoproteina de envoltura.
Subsecuentemente, la envoltura viral se fusiona a la membrana citoplasmatica
dejando libre el ARN genomico viral unido a las proteinas maduras del gen pol
que se transfiere desde la matriz viral hacia el citoplasma de la célula hospedera.
La retrotranscriptasa transcribe el ARN viral en ADN bicatenario, el cual es
después transportado hacia el nucleo donde se incorpora al genoma hospedero
con la ayuda de la enzima integrasa (IN). El provirus integrado permanece
silencioso transcripcionalmente hasta que las sefiales celulares apropiadas activan
la expresion génica de las LTRs virales. La expresion se potencializa por accion
de la proteina Tat. El splicing de ARN gendmico viral en mensajeros sub
gendmicos y el transporte de los mismos al citoplasma es llevado a cabo por la
maquinaria de splicing propia de la célula y por la proteina viral ‘Rev’ (regulador de
la expresion viral). Los mRNAs sub-gendmicos se traducen en los ribosomas de la
célula infectada. Los precursores virales de Gag (antigeno de grupo especifico) y
Gag-Pol se ensamblan a través de la membrana plasmatica y rodean el ARN viral
genomico durante la gemacion. La envoltura viral se compone de las
glicoproteinas de superficie (SU) y de transmembrana (TM). Después de la
liberacion, los precursores de Gag en la particula inmadura se fraccionan en sus
subunidades funcionales por accion enzimatica de la proteasa (PR) viral; es en

este momento que la particula viral o virién se considera infecciosa y madura®®.

El viribn puede comenzar un nuevo ciclo mediante la unién a una célula virgen

gue exprese el receptor apropiado (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Esquema del ciclo de replicacién del BIV. El ciclo de este virus es similar al de otros lentivirus, con la
particularidad que la proteina de superficie (gp100) se une a los receptores CCR y CXCR de linfocitos y monocitos.
Modificado de”.

Diversidad genética

El género Lentivirus se caracteriza por presentar variaciones antigénicas que
evaden la respuesta inmune y asi se replican rapidamente para producir una gran
cantidad de particulas virales. La diversidad gendémica en los lentivirus ha sido
atribuida a mutaciones, eventos recombinantes y a la presion selectiva a la que

son sometidos?%3°,

La persistencia lentiviral en la célula hospedera es otro
mecanismo para generar infecciones latentes. Hay varios reportes enfocados al
estudio de la variacidon o conservacion en ciertas regiones gendmicas del BIV; se

ha observado una variacion limitada durante la fase de persistencia a largo plazo
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en las células hospederas al comparar las secuencias del gen env del mismo virus

aislado después de 4-5 afios de la primo-infeccion®".

La variacion genética ha sido reportada principalmente en las regiones genéticas
pol y env*'**°_Suarez y cols'* compararon secuencias nucleotidicas de la region
RT del gen pol de trece aislados del BIV donde se demostré que habia 10 % de
divergencia en la homologia nucleotidica y 11% en la de aminoacidos. No hubo
variacion de tamafio en la region RT de ningun aislado. La variacion de la
secuencia en esta region fue uniforme. Las regiones conservadas en el dominio
RT del gen pol mantuvieron la identidad del BIV al compararse con secuencias del
HIV-1. Dado que algunos estudios han demostrado la escasa presencia de
sustituciones en el dominio RT y que éstas, en caso de suceder afectan
evolutivamente al BIV, Cooper y cols.® proponen que la existencia de
cuasiespecies de pol es debida a la presencia de cambios aminoacidicos no

conservativos.

La variacion genética ha sido mas observada en la proteina SU y cualquier cambio
en ésta puede alterar el tropismo celular®®. La variacion en el tamafio de la
proteina SU es un fendbmeno comun debido a eventos recombinantes; los virus de
tamafio variable tienen ventajas en la antigenicidad y multiplicidad®’. Suarez y
cols*** describieron fenémenos de variacién en la regién SU, identificaron y
caracterizaron seis regiones conservadas y seis regiones hipervariables, ademas
de cinco sitios conservados en los sitios de N-glicosilacién de distintos aislados y
reportaron diferencias de gran tamafio (104 nucleétidos) en el gen SU, siendo
mas importantes en las regiones hipervariables V2, V4 y V6. En la comparacion de
secuencias del gen de la proteina SU del caso R-29 con aislados derivados de
éste, se observd un 5% de divergencia. Las variaciones debidas a nueve cambios
aminoacidicos se encontraron diseminadas a lo largo del gen que codifica para la
proteina SU; siete de los nueve cambios fueron en regiones conservadas. Las
regiones conservadas de la proteina SU han sido descritas como aquellas

mayores a l1l2aa con menos del 10% de divergencia comparandose con la
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secuencia consenso. Por otro lado, la region hipervariable se defini6 como la
region con mas de 12 aa y mas del 30% de divergencia comparada con la

secuencia consenso®.

Se tiene informacion limitada de la variacion en otras regiones genéticas del BIV.
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FIGURA 4 Esquematizacion de las regiones conservadas e hipervariables de la proteina de SU del gen env del BIV. Las
regiones conservadas se muestran con una linea gruesa y continua, nombradas de la C1 a la C6 y las hipervariables con
una linea punteada, nombradas de la V1 a la V5. Tomado de®
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Patogénesis

Como sucede con otros lentivirus, el BIV infecta células del sistema inmune,
principalmente macréfagos/monocitos y linfocitos’. Algunos ensayos in vitro han
demostrado que el virus puede tener un tropismo mas amplio, observandose la
replicacién también en fibroblastos formando sincitios y muerte celular'®. Se han
podido establecer infecciones productivas en cultivos primarios a partir de tejidos
bovinos como bazo, cerebro, pulmén, plexo coroideo, testiculos, timo, rifion vy

membrana sinovial'°

. Ademaés, se han utilizado lineas celulares de origen bovino,
la linea EREp (epitelio embridnico de conejo) y la linea Cf2Th (timo de perro); se
sabe que estas Ultimas pueden sostener una infeccién prolongada®. En células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) colectadas de animales infectados
naturalmente, el BIV ha demostrado infectar y transcribir su genoma en diferentes
subconjuntos de células: CD3+, CD4+, CD8+, células T y-0, células B y

monocitos*!,

La patologia del BIV tiene mayor similitud a la de aquellos lentivirus que causan
enfermedades inflamatorias crénicas como los SRLV (CAEV y MVV), comparado
con aquellos que causan inmunodeficiencias severas como el HIV, el FIV y el SIV.
Sin embargo, hay evidencia experimental que sugiere que el BIV puede causar
disfuncién inmune y predisponer infecciones secundarias: un estudio desarrollado
a largo plazo (mas de siete afios) en un hato lechero de la Louisiana State
University con alta seroprevalencia del BIV, reporto también una alta incidencia de
enfermedades comunes que reducen la viabilidad econdmica lechera®. Este hato
contaba con un alto porcentaje de vacas con encefalitis asociada con
aletargamiento, estupor, alteracion del sistema inmune asociado con infecciones
bacterianas secundarias y lesiones inflamatorias cronicas en extremidades. La
examinacion histologica del cerebro de animales infectados por el BIV en este
hato reveldé un infiltrado perivascular no supurativo, sugestivo de meningo-
encefalitis viral. Estas lesiones del sistema nervioso central fueron similares a

aquellas descritas previamente por Van Der Maaten y cols.,®> y no pudieron ser
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atribuidas a otras infecciones virales. Posteriormente, otros estudios fueron
llevados a cabo para dilucidar la patogénesis del BIV3*****. En estos se observé
que la infeccion experimental de becerros con el aislado R-29 derivé en la
induccion de una linfocitosis transitiva y de un cuadro de linfadenopatia sin otros
signos clinicos aparentes. Se han llevado a cabo diversas investigaciones
enfocadas a la disfuncién inmune en animales infectados experimentalmente.
Onuma vy cols* demostraron que la infeccién por BIV causa la reduccién de
respuesta de diversas funciones monociticas sin un cambio en la relacidén
CD4/CD8; Zhang y cols* observaron un descenso en la relacion CD4/CD8 y un
incremento en la proliferacion linfocitica a las 2-6 semanas post —infeccion en
becerros, sugiriendo una posible disfuncién inmune. Los anticuerpos anti BHV-1y
aguellos inducidos por la vacuna contra la diarrea viral bovina fueron
significantemente menores en becerros infectados que en los controles no

infectados.

Se ha reportado también que el BIV favorece y potencializa la infeccion por el
BLV: un estudio® con dos grupos experimentales infectados con el BLV, uno
previamente infectado con el BIV y el otro sin infectarse, demostr6 que los valores
de titulos de anticuerpos anti-BLV, el nUmero de sincitios celulares inducidos por
BLV, la carga proviral del BLV y la expresion del gen tax-BLV (factor asociado a
cuadros neoplasicos) fueron considerablemente méas altos en animales

coinfectados con el BIV.

A la vez, en un estudio®® reciente se sugiere que el BIV pudiera tener un potencial
oncogeénico, ya que se reporta la aparicion de linfomas multicéntricos de células B
en bovinos negativos al BLV pero positivos al BIV (incluso se encontraron

secuencias provirales del BIV en los tejidos tumorales).

A pesar de la evidencia experimental tangible, hay autores que sugieren que la
relevancia del papel del BIV en la salud del ganado bovino permanece

controversial, ya que existen estudios que han mostrado pocos o nulos resultados
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relevantes en pruebas de blastogénesis linfocitica, pruebas de funcion neutrofilica,

andlisis de subpoblaciones mononucleares y cambios histopatolégicos***"4¢,

Respuestainmune

Respuesta humoral

Se han detectado anticuerpos especificos en becerros inoculados con la cepa R-
29 del BIV a las dos semanas post inoculacion y se ha demostrado que persisten
por cuatro afios*®. Mediante ensayos de Western blot, se ha descubierto que la
primera respuesta humoral se monta contra la proteina p26, seguida de la gp110
(SU), p55 (poliproteina precursora Gag-Pol), gp42 (TM), p18 (MA) y p13 (NC). Hay
estudios que demuestran que la p26 es la proteina mas inmunodominante del BIV,
al menos en animales infectados experimentalmente. Los anticuerpos pueden ser
detectados a las dos semanas Pl y pueden durar dos afios. En contraste,
anticuerpos anti-TM aparecen mas tarde que los anti-p26 pero persisten por mas
de cuatro afios®* 2. También se ha demostrado que el suero inmune de animales
infectados con otros virus bovinos como el Virus de la diarrea viral bovina (BVDV)
y BLV no son reactivos con el antigeno p26-BIV en Western blot, lo que evidencia
la especificidad de los anticuerpos anti-p26°°. Debido a esto, se han desarrollado
varias herramientas diagnésticas para la deteccidén de estos anticuerpos.

Respuesta inmune celular.

La inmunidad mediada por células no ha sido evaluada a gran detalle, sin
embargo existen estudios del efecto de la infeccidén por el BIV en la respuesta de
linfocitos T a los mitdbgenos y otros agentes virales. En becerros infectados, se ha
observado un incremento significativo en la proliferacion especifica de linfocitos al
antigeno Gag a las 2-6 semanas PI, mientras que no se observo un incremento en
la proliferacion de linfocitos a los mitdgenos y a antigenos del Virus Herpes Bovino
1 (BHV-1) y BVDV. La relacién CD4/CD8 también disminuy6 durante 2-7 semanas

Pl sugiriendo una disfuncién inmune*. La reduccion de la respuesta
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linfoproliferativa a antigenos especificos o a mitbgenos se demostrd con células

mononucleares de bovinos*® y ovinos™ expuestos experimentalmente al BIV.

Diagnostico

Aislamiento viral

El aislamiento viral es considerado la prueba de oro para el diagndstico de varios
patdgenos. El aislamiento del BIV, especialmente a partir de animales infectados
naturalmente ha sido dificil y hasta ahora sélo se reportan cuatro aislamientos
exitosos: el primero fue a partir de una vaca con linfocitosis persistente llamada R-
293, Los otros tres son el BIVCR1 de Costa Rica®™ y FL491 y FL112 de Florida,
EUAY. Los cuatro aislamientos se lograron por técnicas de co-cultivo utilizando
PBMC de los animales infectados con células de bazo de feto bovino, células de
pulmén de feto bovino o células embrionarias de conejo'. Debido a las
dificultades en el aislamiento, los métodos serolégicos y moleculares han sido

adoptados para el diagnostico del BIV.

Diagndéstico molecular

El diagnoéstico del BIV mediante PCR es considerado un método adecuado para
detectar animales infectados. Desde la década de 1990 hasta la actualidad se han
evaluado diversos ensayos de PCR para la deteccion de ADN proviral del BIV en
células mononucleares, observandose también diversos resultados®®>’. Una PCR
anidada (nPCR) dirigida a dos regiones de pol y env mostré ser mas sensible que
los ensayos de serologia y aislamiento'!, ademas se observé que los iniciadores
gue hibridaron en el gen env tuvieron mayor especificidad, lo que sugiere una
opcion mas apropiada para la evaluacién de muestras de campo. En otro estudio,
los iniciadores para amplificar un fragmento del gen pol fueron de 30 a 100 veces
mas sensible que los disefiados para el gen env®®. En un estudio llevado a cabo
en India®®, fueron evaluados iniciadores especificos que hibridan en el gen gag

para detectar BIV en muestras de sangre y leche; aunque en este estudio no se

20



estimo la sensibilidad, todas las muestras positivas fueron especificas al BIV
mediante nPCR y andlisis de restriccion.

Diagnostico seroldgico

El aislado R-29 ha sido utilizado como fuente de antigeno para ensayos
serolégicos desde antes de la disponibilidad de antigenos recombinantes hasta
1999%9%%%2 Hay autores que han especulado que el uso exclusivo del antigeno
derivado de BIV R-29 puede derivar en resultados falsos negativos en animales

infectados con otras variantes®*°,

Posteriormente, el uso de proteinas virales
recombinantes en sustitucion de proteinas nativas facilit6 el estudio de la
seroepidemiologia de la infeccién por el BIV>#%3%* E| ELISA indirecto basado en
proteinas recombinantes de capside o de la proteina de transmembrana
expresada en baculovirus ha sido utilizado por algunos investigadores para el
diagnéstico serolégico®*®*. También se ha clonado el gen gag del BIV en un
sistema de expresion en baculovirus y en sistemas procariontes como proteina de
fusion®. En el estudio de Zheng y cols® se cuantifico la parte bacteriana de la
proteina de fusion en el sistema TrPE en un 50% del total de la proteina aislada, lo
que ha implicado un problema para su uso en ensayos de ELISA. Por otro lado,
utilizaron la proteina recombinante de cépside para llevar a cabo ensayos de
Western blot y de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos contra BIV.
Finalmente, utilizando anticuerpos monoclonales anti-capside en ensayos de unién
competitiva lograron la identificacion de al menos tres distintos determinantes
antigénicos en la proteina®®. No existen reportes referentes a la evaluaciéon de

pruebas con inmunodifusion en gel agar.
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Epidemiologia

Los reportes de seroepidemiologia sugieren la presencia cosmopolita de la
infeccion por el BIV. Debido a la falta de aislados del BIV y las dificultades para
producir grandes cantidades de antigeno, hasta mediados de la década de 1990
sélo algunos paises habian realizado evaluaciones seroldgicas. Posteriormente, el
desarrollo de antigenos recombinantes facilitdé los estudios serologicos. La
expresion de la proteina p26 de capside del BIV en sistemas procariotas y el uso
de la proteina recombinante p26 en Western blot permitieron una exploraciéon mas

sencilla de la seroepidemiologia del BIV®,

El tamizaje seroldgico en ganado seleccionado aleatoriamente utilizando el aislado
R-29 como fuente de antigeno ha mostrado una distribuciéon no uniforme en los
EUA%® Del sureste y suroeste de los EUA, aproximadamente un 4% de sueros
dieron resultados positivos®®, mientras que aquellos provenientes del norte
raramente han resultado positivos®’. Un ensayo de Western blot
quimioluminiscente detect6 anticuerpos anti-BIV en el suero de 5.5% de 928 vacas
adultas en Ontario®®. En Alemania, las muestras de suero de 6.6% de 380 bovinos
fueron positivos a las presencia de anticuerpos anti-BIV mediante cell-ELISA e
inmunofluorescencia®. En Francia, un antigeno recombinante de 53kDa del BIV
R-29 se utilizé y mostré6 menor reactividad con estos sueros franceses, comparado
con aquellos de Louisiana, lo que sugirio la presencia de variantes del virus entre
ambas regiones’®. En Hokkaido, Japén, hay un reporte de la seroprevalencia del

BIV de 7.5% en un hato de 120 bovinos’*. Ademas de estos reportes, la evidencia

serolégica se ha reportado en Italia’?, Australia’®, Corea del Sur, Brasil’*, Zambia™
y Pakistan’® (CUADRO 1y FIGURA 5).
La transmision del BIV ocurre tanto horizontal como verticalmente’”’®, ya que se

ha determinado que este evento se presenta al compartir material contaminado
con sangre entre bovinos (agujas, material quirdrgico etc.), o bien al transferirse
via transplacentaria o lactogénica. También se ha encontrado ADN proviral en

muestras de leche y de semen de bovinos infectados’?.
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Por otra parte existe evidencia de que la inactivacion del BIV se logra ante su

exposicién a 47°C por 30min y mediante condiciones de pasteurizacion a baja y

alta temperatura’.

CUADRO 1 (1% parte). Recopilacion de los datos disponibles respecto a estudios de

presencia y/o prevalencia del BIV en diferentes paises

Referencia Ubicacion Prueba utilizada Poblacién estudiada Tasa de
geogréfica del prevalencia
hato estudiado en la

poblacién
estudiada
] Alemania cell-ELISA 380 BPL 6.6%
o Argentina iELISA (antigeno p26) 589 BPL 42%
3 Australia IELISA (antigeno p26) 690 bovinos 3.8%
e Brasil PCR (gen pol) 607 BA 4.4%
52 Camboya Western blot (antigeno 544 BPL 26.3
p26) 42 BA 16.7%
05 Canada Western blot 920 bovinos 5.5%
qguimioluminiscente
e Corea del Sur Western blot 260 BPC 33%
£ Costa Rica Western blot 1 caso aislado N/A
e EUA iELISA (antigeno p26) 442 BPL 50%
o Francia iELISA (antigeno p53) 398 BPL y BPC 3.8%
4 Gran Bretafia iELISA (antigeno p26) 514 BPC 5.1%
457 BPL 5.9%

BPL: Bovinos destinados a la produccion de leche

BPC: Bovinos destinados a la produccion de carne

BA: Bufalos acuaticos

iELISA: Inmunoensayo de adsorcion ligado a enzimas indirecto

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

IFA: Inmunofluorescencia
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CUADRO 1 (22 parte). Recopilaciéon de los datos disponibles respecto a estudios de

presencia y/o prevalencia del BIV en diferentes paises

Referencia Ubicacion Prueba utilizada Poblacién Tasa de
geografica del estudiada prevalencia
hato estudiado en la

poblacion
estudiada
e Holanda iELISA (antigeno p26) 957 BPL y BPC 1.4%
9 India PCR basado en gag 100 BPL 10%
e Indonesia iELISA (antigeno p26) 77 bovinos de 36.4%
raza balinés
50 Iran PCR (gen gag) 143 20.3%
[ Italia IFA 3166 BPL 2.5%
138 bovinos 5.1%
sementales
[ Japén Western Blot 390 bovinos 11%
8/ Nueva Zelanda Western Blot 1 caso aislado N/A
[ Pakistan Western blot 370 bufalos 10.3%
acuaticos
76 BPL 15.8%
88 Turquia iELISA (antigeno p26) 300 bovinos 12.3%
= Zambia iELISA (antigeno p26) 262 11.4%

BPL: Bovinos destinados a la produccion de leche

BPC: Bovinos destinados a la produccién de carne

BA: Bufalos acuaticos

iELISA: Inmunoensayo de adsorcion ligado a enzimas indirecto

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

IFA: Inmunofluorescencia
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FIGURA 5. Distribucion geografica de la infecciéon por el BIV. El BIV ha sido encontrado en todo pais que lo haya buscado, por lo que se
hipotetiza que su distribucién es cosmopolita. Resaltados en marrdn destacan los paises que cuentan con al menos un reporte de la presencia
y/o prevalencia de la infeccidn por el BIV, la profundizacién de esta informacion y las referencias se encuentran en el CUADRO 1.
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Estatus de la infecciéon en México

Observando el escenario internacional se hipotetiza la presencia del BIV en todo el
mundo, por lo que no seria sorpresa encontrar esta infeccion en ganado
mexicano. Por otro lado, el monitoreo intermitente de la infeccion por el BIV en

ganado puede ayudar a reconocer posibles cambios en el virus.
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2. JUSTIFICACION

En México no hay evidencia cientifica de la presencia de la infeccion por el BIV,
sin embargo se han correlacionado los cuadros de leucosis enzodtica bovina
(enfermedad clasificada por la SAGARPA como endémica de notificacion
obligatoria) con los de inmunodeficiencia bovina, principalmente en hatos lecheros
de Estados Unidos de América y Canada (donde ademas se ha reportado alta
frecuencia de la infeccion), paises de suma importancia en el aporte genético para
el ganado bovino mexicano. Asimismo, la transmisién del virus se facilita por las
recurrentes practicas inadecuadas de manejo del ganado, principalmente aquellas
que implican la utilizacion de material contaminado con sangre infectada. El
cuadro de inmunodeficiencia progresiva asociado a la infeccion por el BIV
representa una pérdida econdmica sustancial, ademas de favorecer infecciones
secundarias que pueden enmascarar la posible participacion del BIV como
patdgeno primario. Este aspecto hace necesario generar informacion que permita
monitorear la posible presencia del virus infectando ganado lechero nacional. Por
otra parte, no existe kit comercial para la identificacion de la infeccién por el BIV,
existen muy pocos aislamientos en el mundo y no es posible la obtencion del virus
mediante catalogos comerciales, por lo que es necesario el desarrollo y evaluacion

de herramientas de deteccion.
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3. HIPOTESIS

El Virus de Inmunodeficiencia Bovina esta presente en México y es posible
identificarlo mediante el uso de un disefio experimental con estrategias de

deteccidn seroldgica y molecular.
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4. OBJETIVOS

[ General

. Identificar la presencia de la infeccion por el BIV en bovinos ubicados

geograficamente en alguna unidad de produccion dentro de territorio mexicano.

[l Particulares

. Determinar la presencia del BLV en diversos hatos del pais, mediante el
uso de un Kit de ELISA comercial para detectar posible animales infectados con
BIV

. Realizar el disefio de un péptido sintético para su sintesis y posterior

utilizacion como antigeno en una prueba de {ELISA.

. Disefiar iniciadores que hibriden en el gen env del BIV para identificar ADN

proviral en leucocitos de sangre periférica (LSP) mediante la técnica de PCR.

. Estandarizar las condiciones de la PCR para la deteccion del BIV y si se

obtienen amplicones positivos secuenciarlos por el método de Sanger.
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5. MATERIAL Y METODOS

Los ensayos experimentales del presente trabajo se realizaron en el Laboratorio
de Virologia, Genética y Biologia Molecular (L-504) de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan (Carretera Cuautitlan-Teoloyucan Km. 2.5, San Sebastian
Xhala. Cuautitltan lzcalli Estado de Meéxico, coordenadas 19.6954734, -

99.1903910) perteneciente a la Universidad Nacional Autbnoma de México.
5.1 Obtencion y procesamiento de las muestras

La poblacién de estudio se conformé segun un muestreo no probabilistico por
conveniencia con productores cooperantes donde se consideraron bovinos
hembras que provinieran de una unidad de produccién lechera (UPL) (ver

apartado de RESULTADOS para consultar la poblacion conformada).

De cada bovino se obtuvo una muestra de sangre completa en tubos con
anticoagulante (10ml, 15 usp de heparina sédica, Vacutainer™, EUA) mediante
venopuncion coccigea. Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a
2500rpm para obtener dos fracciones: la fraccion acelular (plasma) se reservé
para la deteccion de anticuerpos anti-gp51 del BLV y de anticuerpos anti-gp45 del
BIV mediante un ensayo indirecto por inmunoadsorcién ligado a enzimas (IELISA)
para cada infeccién. La fraccién celular fue sometida a lisis de eritrocitos® con la
finalidad de recuperar los leucocitos de sangre periférica (LSP). De cada muestra
sanguinea, tanto los plasmas obtenidos como los LSP recuperados se
almacenaron en un ultracongelador (DW-86L728, Haier ®, Qingdao, China) a
-75°C con la finalidad de formar un banco tanto de plasmas como de ADN

genomico.

De los LSP se extrajo el ADN gendémico mediante adsorcion en membranas de
silice con columnas utilizando un kit comercial (FavorPrep™ Tissue DNA

Extraction Mini Kit, FavorGen® Biotech Corp., Pingtung, Taiwan). EI ADN se
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cuantificé en un espectrofotdmetro de micro-volimenes (Nanodrop Lite 2000°,
Thermo Scientific®, Waltham, MA, Estados Unidos) y se almacené a -75°C hasta

SuU USoO.
5.2 Analisis serolégico

5.2.1 [ELISA BLV

Con el fundamento de la asociacion reportada entre la infecciéon por el BIV y por el
BLV, en primera instancia se consideré reconocer la infeccion por el BLV mediante
la deteccion anticuerpos contra la proteina de superficie (gp51) de este virus con
un kit comercial (VMRD® Inc, Pulman, WA, EUA). El andlisis serolégico se realiz6
en la totalidad (n= 1168) de muestras de plasma colectadas, se siguieron las
instrucciones del fabricante; los resultados se expresaron como absorbancia a una
longitud de onda de 405nm, determinada en un espectrofotdmetro de microplacas
(Stat Fax® 3200, Awareness Technology Inc., Palm City, Florida, EUA).

5.2.1iELISA BIV

Para la identificacion primaria de animales infectados por el BIV se plante6 un
protocolo de iELISA de tercera generacion. Se realizd el disefio de un péptido
sintético derivado de una fracciéon de la regién de transmembrana (TM-BIV) para
su utilizacion como antigeno. Para ello, a partir de la deduccion aminoacidica del
gen env (nt 5415 — nt 8129) de la secuencia de referencia (NC_03020, GenBank'®)
del BIV, se realiz6 un andlisis in silico con las herramientas bioinformaticas
proporcionadas en linea Immune Epitope Database and Analysis Resource®; la
prediccion de epitopos inmunodominantes lineales se realiz6 con el algoritmo
Kolaskar y Tongaonkar®™ que identifica regiones antigénicas y con el algoritmo
Parker®® que predice regiones hidrofilicas. La secuencia final fue sometida a

93,94

alineamientos con el algoritmo Smith-Waterman en el software en linea
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BLAST™ y con el algoritmo ClustalW?® en el software Bioedit™ considerando las

secuencias de referencia (FIGURA 6).

Para la realizacion de los ensayos de iELISA se sensibilizaron microplacas de
poliestireno (Thermo Fisher Scientific®, Rochester, Nueva York, EUA) de 96 pozos
con 1200ng del péptido sintético “FESCunam_BIV1” en buffer de carbonatos pH
9.6 (marca y pais) durante 24 horas a 37° C. Considerando dos columnas con
péptido (duplicado de la muestra) y una columna solo con buffer de bicarbonatos
(control sin antigeno). El péptido fue diluido en buffer de carbonatos (pH9.6) a
4mg/mL y almacenado a -20°C hasta su uso.

Las placas sensibilizadas después de la incubacién fueron lavadas con buffer
fosfato salino (PBS) suplementado con Triton X100 al 0.05% (Sigma Chemical Co
®, Missouri, EUA) y blogueadas con caseina bovina al 2.5% (Sigma-Aldrich, pais)
por una hora a 37°C. Las muestras de plasma fueron diluidas en un factor 1/5 en
buffer diluyente (PBS conteniendo 1.25% de caseina bovina) y depositadas en
razén de 100ul por pozo y por triplicado con una posterior incubacién a 37°
durante 60 minutos. Se afiadié Proteina G conjugada con peroxidasa (Sigma-
Aldrich®, Missouri, EUA, Rochester, Nueva York, EUA) (1/500 en buffer diluyente)
y las placas se incubaron por 60 minutos a 37°C. Como sustrato, se agregd 100ul
de &cido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfénico) (ABTS) (EMD Milipore
Corp ®, California, EUA) por pozo y la lectura de la placa se realiz6 a una longitud
de onda de 405 nm (OD405) determinada en un espectrofotometro de microplacas
(Stat Fax® 3200, Awareness Technology Inc., Palm City, Florida, EUA) después
de 30 minutos.

Se consideré como control positivo a la muestra proveniente de un animal positivo
a PCR y a secuenciacién nucleotidica que después de diversos ensayos de
repetibilidad diera un valor de OD alto; mientras que el control negativo se
consider6 a la muestra proveniente de un animal negativo a PCR que después de

diversos ensayos de repetibilidad diera un resultado de OD bajo.
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Aquellas muestras con valores de OD superiores a 0.300 fueron consideradas
para la posterior etapa de evaluacion mediante PCR, dado que los valores altos de

OD sugieren la presencia de anticuerpos especificos.

Por otra parte, considerando los valores de OD de los controles positivo y negativo
de cada placa, se determiné el ratio de densidad Optica considerando la siguiente
formula®:

oD — 0D
Ratio OD = muestra control NEG

ODcontrolPOS - ODcontrolNEG

Los resultados con un valor superior a 1.0 sugieren la presencia de anticuerpos

especificos.
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FIGURA 6. Disefio de un péptido sintético para la implementacion de un ELISA de tercera
generacion. (A) Alineamiento con el software BLAST. La secuencia establecida de 17 aminoacidos
alinea con una identidad del 100% con la secuencia de la proteina de envoltura del BIV. (B)
Alineamiento con el algoritmo Clustal W. Se consideraron tanto la secuencia de referencia
(NC_001413) como una secuencia que contara con la totalidad de la proteina de envoltura, la
homologia fue del 100%, en rojo y resaltado en rectangulos se muestra la secuencia del péptido

disefiado que alinea en la regién TM

810 820 830 840 850
AP PETTY T EI  IRY E FETT BT e
YEVWTEEYNS LRILFATCEW DLLTPQLLQL PFFLLTLLLE LLWDIFRHAP
YEVWTEEYNS LRILFATCEW DLLTPQLLQL FFFLLTLLLE LLWDIFRHAP

del gen env.
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5.3 Deteccion molecular

5.3.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

A partir de muestras negativas a la infeccion por el BLV y con historial de
linfocitosis (lo que podria sugerir la infeccion por otro virus), se evalud la integridad
gendmica mediante el disefio de un ensayo de PCR (CUADRO 2) para la
amplificacion de un fragmento del gen SDHA. Una vez confirmada la integridad del

ADN se evaluaron estas muestras para la deteccion de la infecciéon por el BIV.

Para la deteccion del ADN proviral del BIV, se programaron ensayos de nPCR
siguiendo los procedimientos de Meas y cols®*™7®82 este protocolo ha
demostrado ser de utilidad para identificar la infeccion por el BIV en varios paises.

Las condiciones de ambas reacciones se muestran en el CUADRO 3.

Al finalizar la reaccioén, el producto fue separado mediante electroforesis zonal en
un gel de agarosa al 1.5% conteniendo bromuro de etidio (bromuro de 3,8-
diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio [IUPAC]) y visualizado en un transiluminador UV.
Los productos que generaran bandas del tamafio esperado, serian identificados
como positivos. Sin embargo ningun intento con este protocolo arrojé resultados

exitosos.

Por otra parte, a partir de las muestras tamizadas (405 OD >0.3) con el IELISA-
BIV, se utilizé el ADN gendmico de LSP para la amplificacion de un fragmento de
la region SU del gen env. Ess asi que se consideraron regiones conservadas
previamente descritas® de las secuencias del BIV disponibles en el GenBank!®
para la realizacion del disefio in silico de iniciadores en la paqueteria
bioinformatica del software BioEdit™® y Primer3 Input (versiéon 0.4.0)™%. La
sintesis consecuente fue llevada por la compafiia Integrated DNA Technologies®

Inc (Coralville, lowa, Estados Unidos). Las condiciones (CUADRO 4) de la reaccion
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fueron determinadas segun las especificaciones de sintesis y el disefio

experimental final.

CUADRO 2. Protocolo de PCR que amplifica una fraccidon de 373nt del gen SDHA

Fw 5’- AAGTTTCAGATGCGATCTCT - 3’ Rv 5’ - TGGTAGATCTTCCCATCTTC - 3’

Mezcla de la PCR Condiciones para la PCR

(volumen de reaccion de 25pul)
Buffer 1x Etapa Temperatura Tiempo
DNTPs 220um Desnaturalizacidn 95°C 4
inicial

MgCl, 1.5mM Desnaturalizacidn 95°C 30” 38 ciclos
Primer Fw 600nM Hibridacion 51°C 30”
Primer Rv 600nM Extension 72°C 33”
Taq polimerasa 2.5U/ reaccién Extension final 72°C 4

* El ADN molde fue constituido por 400 ng.

CUADRO 3. Protocolo para la nPCR que ha demostrado® amplificar ADN proviral del BIV
generando un producto finalde 298nt. del gen pol

Secuencia de los iniciadores

Primera PCR
(425pb)
Fw GTATCAGGCTCTTAAGGAAA Rv TAATCTTCTGGGTGGTAGTC
Segunda PCR
(298pb)
Fw TCCGAAGCTGCTTGGGATAA Rv TTCCACTGGAACCTCTCTAT
Concentraciones para la PCR (volumen de Condiciones para la PCR
reaccion de 30ul)
Tris-HCI 11mM Etapa Temperatura Tiempo
Sulfato de amonio 11mM Desnaturalizacidn 95°C 3’
inicial
MgCl, 4.5mM Desnaturalizacion 95°C 30”
2-mercatoetanol 6.7mM
EDTA 4.4mM .
BSA 113yg/ml 35 ciclos
DNTPs 1mM
Primer Fw 20pM Hibridacion 57°C 457
Primer Rv 20pM Extension 72°C 30”
Taq polimerasa 2.5U/ul Extension final 72°C 7'

* El ADN molde fue constituido por ng
Fw: Iniciador sentido
Rv: Iniciador antisentido’
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CUADRO 4. Protocolo de PCR que amplifica una fraccion de 519nt del gen env del ADN proviral

del BIV

Mezcla de la PCR
(volumen de reaccion de 30ul)

Condiciones para la PCR

Buffer 1x

DNTPs 220um

MgCl, 1.5mM

Primer Fw 600nM

Primer Rv 600nM

Taq polimerasa 2.5U/ reaccion

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 4

inicial

Desnaturalizacion 95°C 30” 38 ciclos
Hibridacion 51°C 30”

Extension 72°C 33”

Extensidn final 72°C 4’

* El ADN molde fue constituido por 400 ng.

De igual manera, el producto fue analizado y separado mediante electroforesis en

un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio y visualizado en un

transiluminador con luz UV. El producto procedente de bandas que se ubicaron en

el tamafio esperado (519pb) respecto al marcador de pares de bases fue

purificado mediante adsorcién en membranas de silice con columnas utilizando un

kit comercial (FavorPrep™ Gel Purification Mini Kit de Favorgen® Biotech Corp.,

Pingtung, Taiwan).

Adicionalmente, se disefid el protocolo para la deteccién de un fragmento de 355nt
de la region RT del gen pol (CUADRO 5)
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CUADRO 5. Protocolo de PCR que amplifica una fraccion de 355nt del gen pol de ADN proviral
del BIV

Mezcla de la PCR Condiciones para la PCR
(volumen de reaccion de 30ul)
Buffer 1x Etapa Temperatura Tiempo
DNTPs 200pum Desnaturalizacidn 95°C 4
inicial

MgCl, 1.7mM Desnaturalizacidn 95°C 30” 38 ciclos
Primer Fw 500nM Hibridacion 47°C 30”
Primer Rv 500nM Extension 72°C 25"
Taq polimerasa 2.5U/ reaccién Extension final 72°C 4

* El ADN molde fue constituido por 400 ng.

5.3.2 Fragmento génico sintético

Con el propdésito de establecer un control positivo para la deteccion molecular de
un fragmento del gen env del BIV, se disefid un fragmento génico de 550pb que
contemplara la secuencia blanco para su construcciéon mediante sintesis en fase
sélida (Integrated DNA Technologies® Inc, Coralville, IA, Estados Unidos). Los

iniciadores que amplifican el fragmento se muestran en la FIGURA 10.

5.3.3 Secuenciacién nucleotidica

Los amplicones provenientes de bandas con la longitud esperada fueron remitidos
a la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala (UNAM) para la secuenciacion mediante el método Sanger

utilizando el kit BigDye® (Applied Biosystems™, CA, Estados Unidos).
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5.3.4 Andlisis in silico de las secuencias obtenidas

Los cromatogramas obtenidos a partir de la secuenciacion se visualizaron
utilizando el programa Chromas® vy la identidad de cada secuencia fue confirmada
utilizando un alineamiento con el algoritmo Smith-Waterman en el software en
linea BLAST™.,
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6. RESULTADOS

La poblacién de estudio se conformé de muestras de plasma y de LSP/ADN a
partir de un total de 1168 bovinos segun un muestreo no probabilistico por
conveniencia con productores cooperantes en el que se consideraron bovinos
hembras que provinieran de una unidad de produccion lechera dentro de territorio
mexicano. El banco final consté de 1168 muestras de plasma y LSP/ADN; éstos
animales se encontraron en 17 distintas unidades de produccion (A - Q)
distribuidas en diez entidades federativas dentro del territorio mexicano; la relacion

de estos datos se esquematiza con mayor detalle en el CUADRO 6.

La tasa de seroprevalencia del Virus de Leucemia Bovina fue de 55.5%. Con
el banco de 1168 muestras de plasma bovino, se hizo un estudio serolégico para
detectar anticuerpos contra la glicoproteina 51 del BLV (anti-BLVgp51); se
detectaron 648 animales positivos, que representan un 55.5% de la poblacion
estudiada; la tasa de prevalencia mas alta (63.9%), se encontré en los animales
provenientes de los hatos P y Q, ambos ubicados dentro de Coahuila (92/144),
mientras que la mas baja (0%) provino del hato H, ubicado en Chiapas, cabe
destacar que en este caso la disposicion de muestras fue muy limitada (n=15). El
detalle de los resultados seroldgicos se muestra en el CUADRO 6 y la FIGURA 7.
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FIGURA 7. Situacidon de la infeccién por el Virus de Leucemia Bovina en una poblacién de 1168 bovinos. Se detectaron
anticuerpos anti-gp51 en el 55.5% de los bovinos estudiados. (A) Relacidn de la poblacion de bovinos provenientes de
diez entidades federativas de la Republica Mexicana. (B) Seroprevalencia del BLV en la poblacién estudiada.
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CUADRO 6. Relacién de las muestras obtenidas

seroldgicos de la infeccidn por el BLV

de agosto de 2015 a octubre de 2016 y resultados

Entidad federativa de UPL n Tasa de prevalencia BLV (+) BLV (-)
Procedencia hato estudiado

Hidalgo A 107 57% 61 46
Total 107 57% 61 46

Estado de México B 50 42% 21 29
C 10 0% 0 10

D 48 41.7% 20 28

Total 108 38% 41 67

Jalisco E 61 36.1% 22 39
F 101 82.2% 83 18

G 99 58.6% 58 41

Total 261 62.5% 163 98

Chiapas H 15 0% 0 15
Total 15 0% 0 15
Aguascalientes I 100 32% 32 68
J 95 67.4% 64 31

Total 195 49.2% 96 99
Querétaro K 11 90.9% 10 1
L 23 13% 3 20

Total 34 38.2% 13 21

Tlaxcala M 106 80.2% 85 21
Total 106 80.2% 85 21

Puebla N 97 40.2% 40 57
Total 97 40.2% 40 57
Guanajuato 0] 101 56.4% 57 44
Total 101 56.4% 57 44

Coahuila P 71 49.3% 35 36
Q 73 78.1% 57 16

Total 144 63.9% 92 52

TOTAL (N) 1168 55.5% 648 520

BLV = Virus de Leucemia Bovina
UPL= Unidad de produccion lechera
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El iELISA disefiado permitié el tamizaje de animales con anticuerpos que
reconocen un epitopo inmunodominante en la TM-BIV. Para identificar
animales con anticuerpos especificos, se disefid un iELISA basado en el uso del
péptido sintético FESCunam_BIV1 como antigeno. En la poblacion de 1168
plasmas provenientes de bovinos procedentes de unidades de produccion lechera
ubicadas dentro del territorio de diez entidades federativas de la Republica
Mexicana, se hizo un estudio seroldgico para detectar anticuerpos que reconocen
un epitopo inmunodominante en la TM-BIV; se detectaron 338 muestras con
valores de densidad Optica superiores a 0.300 (OD 405), que sugieren la
presencia de anticuerpos especificos, lo que permitié el discernimiento de
muestras para su evaluacion molecular. El detalle de los resultados seroldgicos se
muestra en la FIGURA 8

Se evaluaron 1168 muestras de plasma, 338 de ellas mostraron valores que
sugieren la presencia de anticuerpos especificos. El ensayo de ELISA nos
permitié la sectorizacion de muestras a evaluar mediante PCR para la busqueda
de ADN proviral del BIV, el test serologico se realiz6 a todas las muestras
colectadas en las regiones de produccién bovina dentro del territorio mexicano
(FIGURA 9).

El 31.02% de las muestras seropositivas al BLV muestran valores que
sugieren la presencia de anticuerpos especificos contra el BIV. De las 648
muestras seropositivas al BLV, 201 muestras presentan altos valores de densidad
Optica hacia el iELISA-BIV, esto representa el 17.21% de la poblacion estudiada,

lo que sugiere la coinfeccion con ambos retrovirus.

No fue posible identificar ADN proviral del BIV mediante el protocolo de
Meas y cols®**"®# Con la finalidad de realizar la deteccién primaria de animales
infectados por el BIV y de seleccionar un control positivo interno, se realizé una
serie de variaciones tanto en las concentraciones como en las condiciones de

amplificacion con la finalidad de generar secuencias de un fragmento del gen pol
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como herramienta de tamizaje proviral, sin embargo, en ningun intento se logré
reproducibilidad en los resultados o bien cuando se obtuvo una banda cercana al
tamafo esperado, ésta fue tenue o bien al purificarla no se recuperaba el
producto. Las pruebas se realizaron en muestras de ADN provenientes de

animales que tuvieran un cuadro clinico sugestivo de la infeccion por el BLV.
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FIGURA 8. Anilisis serolégico del BIV. Mediante el disefio de un protocolo de iELISA, se realizé un estudio de
tamizaje en 1168 muestras de bovinos provenientes de UPLs ubicadas en diez diferentes entidades federativas
de la Republica Mexicana. (A) Placa de iELISA basada en el uso del péptido FESCunam_BIV1. Las columnas 3, 6,
9, 12 representan pozos negativos que no fueron sensibilizados por el péptido FESCmx_BIV1. Las muestras estan
representadas por duplicado en direccién horizontal y en el eje vertical se representan diferentes muestras. (B)
Reactividad de los plasmas de la poblacién estudiada hacia el péptido FESCunam_BIV1. Las muestras con valores
superiores a 0.300 OD fueron consideradas para ser evaluadas a PCR.
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FIGURA 9. OD (405nm) Ratio del analisis seroldgico. Las muestras con valores de ratio superiores a 1.00
sugieren la presencia de anticuerpos especificos.

La PCR disefiada con iniciadores ubicados en la region SU del gen env
permitié detectar el ADN proviral del BIV. Posteriormente se evaluaron los
iniciadores disefiados para la amplificacion de un fragmento de la region SU del
gen env (FIGURA 10) del BIV (que al principio del disefio experimental se
consider6é como un paso posterior al tamizaje con la PCR del gen pol), y en este
caso si se logro reproducibilidad en los resultados y se logré la purificacion de los
productos obtenidos (FIGURA 11).
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env - SO PW mememmemememme—————— >

NC_001413.1 Complete mcm GACM m‘r mrmcau; CCAGMRTAC TI‘GC WLTCAG CTM
L04972.1 BIV R29

ENV del NC001413.1

U80937.1 BIV (OK02
LA43129.1 BIV OK 40
U80939.1 BIV OK 14
143127.1 BIV FL491
143126.1 BIV FL112 ...C.A. X .C.C.GA. YR, o
Primer SU Porward ---TGG mcnmc CTMTCA
Primer SU R

env - SU

I | I | I 1 1
NC_001413.1 Complete mmm AAATAAACGA GACACTGGTC AAACAGGTGT AMCAGGC COCOAMCAT TCGM}AGCCA q
L04972.1 BIV R29
ENV del NC001413.1

U80937.1 BIV OKO02
L43129.1 BIV OK 40
U80939.1 BIV OK 14
L43127.1 BIV FL491

L4126 3 BRIV Flil2
Primer SU Forward
Primer SU Reverse

NC_001413.1 Complete
L04972.1 BIV R29
ENV del NC001413.1

U80937.1 BIV OK02
L43129.1 BIV OK 40
UB0939.1 BIV OK 14
L43127.1 BIV FL491 G..
14126 3 a1y eras2 |G,

Primer SU Forward
Primer SU Reverse ACCTGATYTA TTGGAAGA

FIGURA 10. Alineamientos de la pareja de iniciadores disefiados para amplificar un fragmento del gen env del
BIV. Las secuencias de la region de superficie (SU) disponibles en el GenBank se alinearon mediante el algoritmo
ClustalW con la secuencia de referencia del BIV R29 (NUimero de acceso: NC_001413) y otras secuencias
parciales del gen env con la finalidad de realizar un andlisis in silico que permitiera disefiar una pareja de
iniciadores que amplificaran una fragmento de la regién SU. (A) Iniciador sentido. (B) Iniciador antisentido. A la
izquierda de cada secuencia se muestra el nimero de acceso correspondiente en el GenBank. Este analisis
también permitié el disefio de un fragmento génico sintético que funciond como control positivo y como
secuencia consenso.
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FIGURA 11. Amplificacion mediante PCR de una fraccién del gen env a partir de muestra de ADN de
bovinos de produccion lechera. Muestras proveniente de un bovino lechero proveniente de una UPL
ubicada en Torredn, Coahuila. El tamafio esperado del amplicon es de 519 pb
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Se evaluaron 338 muestras de ADN gendmico mediante PCR, 6 resultaron
positivas (1.8%). A partir de las muestras tamizadas mediante el ELISA, se
evaluaron las muestras con valores de OD405> 0.3 y se logré la amplificacion por
PCR en 6 de ellas.

La secuenciacion nucleotidica de productos procedentes de la PCR-SU vy el
andlisis in silico de las secuencias confirmaron la infeccién por el BIV. La
amplificacion de un producto de 519pb, la secuenciacion nucleotidica y el
alineamiento en el software BLAST de la secuencia proveniente de la muestra 39-
Coah demuestra la similitud con el Virus de Inmunodeficiencia Bovina (FIGURA 12
Y FIGURA 13).

Bovine immunodeficiency-like virus, complete proviral genome
Sequence ID: M32690.1 Length: 8482 Number of Matches: 1

Range 1: 5966 to 6394 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
333 bits(180) 3e-87 349/432(81%) 6/432(1%) Plus/Minus
Query 54 TCTCCTEATAATATTTTTGTCCCCACTGEATGGACCTACACGTTAGOATTGRAGCATCG 113
e e TR TR T o
Query 114  GAGAAGCAAACCCAAGGTGCCTGGCTGGTATCATTCACTACTTGATACCCTGRGRGACTE 173
e v TN e

Query 174 AGGATCATAGCCACATGTTGTTTTGTGGCATCTGCC-T-TTGATACATACATTCOCCAAC 231

LU LTI NI NI IIII|I||||IIII|I
Sbjct 6274 GTGACCATGGLTACATGTGACCCTGAGGCATTTACCCTATTG--ACATACATTCCCCAAC 6217

Query 232 AAGACTGATTAARAGAAT AACTACTAGTCTACTAAGACTCCATTCCCTGCGTOTRAGE 294
cvser ez16. JolLH ook chr e el R i
Query 281  COCCTGCCAATTTCCACCAAAAGCATTCCCCACATAAGACTAAGGCTCCCACARL 358
Ny 1 sy gty iy
Query 3531  CATCCACTTTTAAGGCTCTCTGGGTTCCTTTCCAGGACCCAGTATCCAATTATGOCCGOC 418
Sojct 6097 CAHLCTIHHoAbaTCH TasdTolt FHEATbALTAs AT MG T so3s
Query 411  AGAGGGGAAAGTATTAATATTATTGGAATAGTGACCTTTAGAGGTATTTCTTGATTAGCT 474
Sojct 6037 AAUGGBANGATATAMTATTATIAaAaMcamal G ATHEHATART  so7s
Query 471  GACATCCACCAA 482

Sbjct 5977 éLGLGééLééiﬂ 5966

FIGURA 12. Detecciéon molecular del Virus de Inmunodeficiencia Bovina. La secuencia obtenida en
de la amplificacién por PCR a partir de ADN de LSP de la muestra 39 proveniente de un bovino
lechero ubicado en Torredn, Coahuila; fue sometida a un alineamiento en el software BLAST
confirmando la infeccion por el BIV. En el recuadro se resalta la similitud obtenida.
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U80337.1 BIVOK isolat C.A. .C. A.C...G..C GT..G.ATCC .TG.vﬂC... TAA.GTC.AG AL T.C ..........
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FIGURA 13. Alineamiento de la secuencia 39Coah con la secuencia de referencia y otras secuencias del BIV.
Se observa divergencia entre la secuencia obtenida y la secuencia de referencia, caracteristica de los lentivirus.
En el recuadro se resalta la secuencia obtenida y en los 6valos se resaltan tanto el inicio como el final de la
secuencia.
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La secuenciacion nucleotidica de productos procedentes de la PCR-SU vy el
analisis in silico de las secuencias confirman la infeccion por el BIV. La
amplificacion de seis productos de 519pb, la secuenciacion nucleotidica, y el
alineamiento en el software BLAST de la secuencia proveniente de la muestra 39-

Coah demuestra la identidad del Virus de Inmunodeficiencia Bovina (FIGURA 13y

FIGURA 14).
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FIGURA 14. Anilisis in silico de las secuencias aminoacidicas de las secuencias obtenidas. El alineamiento de las

secuencias de aminoacidos derivadas a partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas permitié identificar regiones
e , . . . . 11

especificas de la proteina de superficie descritas previamente
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El alineamiento de las secuencias obtenidas permitié la identificacion de
regiones genéticas previamente caracterizadas. Se obtuvieron 6 secuencias
provenientes de animales de los hatos N (Puebla) y Q (Coahuila). La deduccion a
aminoacidos de estas secuencias demuestra que, como otros autores lo han

descrito, la regién V4 presenta mutaciones (FIGURA 14).
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7. DISCUSION

El papel del BIV en la salud bovina no ha sido estudiado como con otros retrovirus

que afectan a especies domésticas, por lo que hay autores®®®

gue sugieren la
urgencia mundial de evaluar diferentes estrategias para detectar las posibles

variantes del BIV, lo que a la vez permitiria estudiar:

e La presencia de la infeccion en lugares donde ésta ha sido estudiada poco
0 nada.

e Larelacion del BIV con su entorno.

e La evolucion del BIV.

e Larespuesta inmune del ganado vacuno hacia la infeccion.

e Las mejores técnicas de deteccion del BIV.

En el presente estudio se muestra una estrategia que, si bien sigue una
metodologia no probabilistica de muestreo, permitié por primera vez la deteccion
de la infeccién por el Virus de inmunodeficiencia bovina en animales que se
encuentran en unidades de produccion dentro de territorio mexicano. De manera
similar a otros estudios®33874 7881828898  aqi se muestran recursos
bioinforméticos y sintéticos, asi como procedimientos seroldgicos y moleculares

que confirman la infeccion por el BIV.

A lo largo del estudio de la presencia del BIV en diversos paises, han sido
desarrollados varios protocolos enfocados en la deteccidon serologica, estos en su
mayoria han evaluado variantes en la naturaleza del antigeno utilizado en el
ensayo. Asi, existe evidencia del uso de antigenos purificados a partir de cultivos

celulares”™, de antigenos recombinantes®-®*7%%

y mas recientemente de
antigenos sintéticos®®. En este trabajo se presenta un protocolo de ELISA indirecto
usando como antigeno un péptido sintético previamente disefiado mediante un

analisis in silico de secuencias disponibles en el GenBank.

54



Los inmunoensayos enzimaticos basados en el uso de péptidos de
transmembrana han sido Utiles para la deteccion de individuos infectados con
otros lentivirus como HIV®, FIv:102 EjAViS y SRV Debido a esto, en el
presente trabajo se optod por disefiar una estrategia similar para la deteccion de
anticuerpos especificos contra el BIV. Nuestro analisis de la secuencia
aminoacidica para la derivacién del péptido se bas6 en el registro #M32690
correspondiente a el BIV R29. Hay escasos aislados disponibles actualmente para

su estudio: el original BIVr2o®, BIVE 112 Y BIVELag1™

En este reporte, la glicoproteina TM de la envoltura del BIV se eligi6 como modelo
para el disefio del antigeno sintético, ya que se ha descrito que es un blanco para
los anticuerpos debido a sus epitopos inmunodominantes de linfocitos B1%°10410¢,
Ha sido descrito que por su conformacion proteica’®”, por sus propiedades
bioquimicas'® y por la disposicion estratégica de aminoacidos que permite la
formacion de asas'®®, la TM-BIV es una proteina con potencial inmunodominante.
Ademas hay estudios que demuestran la conservacion de esta region comparada
con la region SU'. El alineamiento con secuencias disponibles en el GenBank
correspondiente al sitio del péptido FESCunam_BIV1 evidencia conservacién
(FIGURA 6); esto confirma el valor de este epitopo inmunodominante como
reactivo para la deteccion de anticuerpos especificos. La secuenciacion de futuros
aislados es necesaria para examinar esta region a mayor detalle y para el posible

disefio y evaluacion de otros antigenos sintéticos.

La reactividad en este ensayo se restringi6 a una region inmunodominante
predicha de la region TM, definida por el péptido lineal FESCunam_BIV1. Scobie y
cols *® demostraron en 1999 que no habia diferencia significativa entre el uso de
un péptido lineal y uno ciclico de la misma region de la TM del BIV. Péptidos
derivados de un determinante inmunodominante de las glicoproteinas TM de

lentivirus han mostrado actividad inmunolégica para otros lentivirus?%106:109,
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Si bien la mayoria de los reportes serolégicos previos han sido enfocados en la
deteccion de anticuerpos contra proteinas de la capside (p26), Whetstone y cols
(1999) han demostrado que, aunque la seroconversion (dos semanas Pl) y el pico
de deteccion (6-8 semanas Pl) de estos anticuerpos suceden rapidamente, los
titulos suelen disminuir hasta ser indetectables a los 19-38 meses PI1*°. Por otra
parte, en un estudio realizado en 1995 por Isaacson y cols®®, se observé una
mayor persistencia de reactividad a la proteina env-BIV comparado con proteinas
de Gag. La tendencia evidente por enfocarse en la proteina p26 para ensayos
diagndsticos puede derivar en la infravaloracién de las tasas de infeccion y en la
tergiversacion del papel del BIV en la salud bovina.

El acercamiento serolégico nos permitié reducir el umbral para la confirmacion de
la infeccién por el BIV. No obstante, en este reporte no se pretende catalogar
como “seropositivos” a aquellos animales que tuvieron valores de densidad éptica
mayores a 0.3, estos valores solo sugieren la presencia de posibles anticuerpos
especificos contra el BIV. La principal ventaja de la utilizacibn de antigenos
sintéticos es su pureza y especificidad®®1931%,

Nuestro grupo de investigacidon se encuentra actualmente trabajando en la
validacion del ELISA-BIV comparandolo con métodos previos para la deteccidn de
este retrovirus y se esta estudiando la utilidad de este ensayo en el célculo de la
seroprevalencia de la infeccion por el BIV en el campo. La sensibilidad de este
ensayo no se establecid debido a la falta de una prueba gold standard de
anticuerpos antivirales especifica para el BIV. El protocolo de ELISA indirecto que
describimos en este estudio podria ser util en la detecciéon de ganado infectado

naturalmente con el BIV.

La coinfeccion por el BLV y BIV ha sido descrita previamente"*®; asimismo, existe

un estudio® que afirma que la infeccién por el BIV potencializa la expresién del
BLV. En el presente estudio, se realiz6 como primera instancia un tamizaje

110

serolégico contra el BLV (que forma parte de otro estudio enfocado al
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diagnostico, filogenia y epidemiologia del BLV), de donde se determind que
aquellos animales seropositivos tendrian una mayor probabilidad de presentar a la

vez la infeccion por el BLV.

Algunos ensayos llegan a ser poco rentables y pueden arrojar resultados falsos
positivos; ademas se ha visto™ que la respuesta inmune llega a disminuir a niveles
indetectables a escasos meses posteriores a la infeccién, lo que puede derivar en
resultados negativos falsos. En la mayoria de los trabajos enfocados al estudio de
la presencia del BIV se han detectado anticuerpos especificos utilizando pruebas
serologicas; sin embargo, el desarrollo y estandarizacion de pruebas de deteccion
directa asegura una mayor precision en la identificacion de cualquier retrovirus
dado que el ARN o ADN proviral puede ser detectado incluso en animales
seronegativos™*'. Es asf que los animales falsos negativos de ensayos seroldgicos

pueden ser transmisores potenciales de la infeccién®.

Los ensayos moleculares son una opcién rapida y sencilla, comparados con el

112 ademas

aislamiento en cultivo celular, que resulta mas dificil, costoso y tardado
de que incluso al realizar un aislamiento se sugiere la confirmacion molecular dada
la interferencia potencial de otros agentes virales, especialmente el Virus sincitial

bovino .

Han sido desarrollados y comparados diferentes ensayos de PCR para detectar el
BIV en cultivo celular infectados y en animales infectados tanto natural como
experimentalmente®*°88081113-116 " Fn ensayos de PCR, las regiones genéticas
utilizadas mas comiunmente para la deteccién del BIV son los genes env y pol
°8.758188.111 "En este estudio se documenta el disefio de un ensayo de PCR que
detectd un fragmento de la region SU del gen env del BIV, a partir de ADN
proviral, esto a su vez nos permitid generar informacion genética debido a que en
esta regién son mas frecuentes los cambios debido a presion selectiva'’; ademés
se evaluo también un ensayo de PCR basado en la amplificacion de un fragmento

del gen pol, sin embargo en este caso solo se logré amplificar DNA a partir de una
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sola muestra, asi mismo al replicar el protocolo de Meas y cols® no se lograron
resultados positivos, esto podria sugerir la presencia de una variante local con
diferencias genéticas especificamente en el gen pol**2.

Por otro lado, ha sido demostrado que pueden existir en el mundo variantes del
BIV''%: Meas y cols reportaron que las secuencias del gen env de virus circulantes
en Japén’t, Pakistan’® y Camboya®* fueron méas cortas y con demasiadas
sustituciones cuando se compararon con los aislamientos de los EUA (R29,
Florida 112 y Oklahoma 40), si bien estas regiones en virus circulantes en México
son desconocidas.

De las 338 muestras de ADN evaluadas mediante PCR, 6 (1.8%) amplificaron el
fragmento de 519 pb (FIGURA 11). Este valor representa una proporcion menor
comparado con resultados obtenidos por otros autores en Pakistan (10.3%)™ y
Camboya (16.7%)°. Sin embargo existen diferencias entre la deteccion ya que en
el caso de Pakistan la poblacion consté de 370 animales y en el estudio en
Camboya fueron 544, ambos fueron determinados con Western blot, cabe
destacar que en el presente estudio se detecté DNA proviral.

Al comparar la frecuencia de animales infectados por el BIV en la poblacién
estudiada, se observé que los hatos N y P (ubicados dentro del territorio de las
entidades federativas de Puebla y Coahuila, respectivamente) tuvieron el mayor
namero de animales infectados (n=3). Esta tendencia se puede asociar a la edad
de los animales, ya que en estos hatos las vacas eran viejas y se apreciaban
condiciones sanitarias precarias; los resultados también se pueden asociar a
practicas de manejo implementadas en esas unidades de produccion como el
hacinamiento en las casetas de manejo para vacunacién, diagnostico de
gestacién, coleccion de sangre para pruebas de tuberculina o brucelosis, entre
otros procedimientos que implican hacinamiento. El contacto entre animales a

través del intercambio de fluidos puede favorecer la transmision del virus. Ademas,
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la transmision del BIV puede suceder por via iatrogénica por agujas y otros fomites

que se comparten entre los animales’’.

Este analisis demuestra que la infeccion por el BIV es menos comidn que la
infeccion por el BLV en la poblacion estudiada proveniente de diez estados de la
Republica Mexicana; la frecuencia del BIV fue baja comparada con estudios
previos realizados en otros paises’’®/881.8288.112.118

Aqui se documenta la primera evidencia de la infeccién por el BIV en territorio
mexicano, por lo que es importante considerar la promocién de medidas de
prevencion y control. Para confirmar estos hallazgos preliminares, seria
interesante el planteamiento de un estudio serolégico mas grande con un enfoque
epidemiologico mas detallado y con una profundizacion en el rol del BIV como
agente patdgeno. La presencia de esta infeccion se puede facilitar por la
transmision horizontal mediada por vectores mecanicos como artropodos
hemato6fagos, por lo que el control de estos puede ser una tactica favorable para

19 propusieron

evitar a diseminacion del BIV en regiones célidas’®. Snider y cols
en 1996 que el tiempo que comparten los animales hacinados en practicas de

manejo puede incrementar la transmisién de virus en el hato.
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8. CONCLUSION

El presente estudio demuestra la primera evidencia de la infeccidén por el Virus de
Inmunodeficiencia bovina en ganado vacuno dentro de territorio mexicano. Asi
mismo, plantea y ofrece estrategias tedricas y experimentales que permiten la

deteccién de esta infeccion.

De manera adicional, en este escrito se plasma la primera revision actualizada
disponible en lengua hispana a lo descubierto hasta principios del afio 2018 en
materia del Virus de Inmunodeficiencia bovina y su papel tanto en la salud bévida,
y en el analisis de este lentivirus como modelo de estudio del HIV. La tendencia a
futuro de la investigacion en materia del BIV deberia considerar la disponibilidad

de mas aislamientos y de mas genomas integros.
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