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Resumen

Los Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LVPR) pertenecen a la familia
Retroviridae, género Lentivirus. Estos fueron identificados en ovinos en 1930 y en
caprinos en 1974. Producen infecciones de por vida que pueden generar cuadros
clinicos de mastitis; artritis; encefalitis y neumonia. La clasificacion basada en su
genoma Yy divergencia es de cinco genotipos, genotipo A, B, C, Dy E. Los LVPR
cuentan con tres genes principales, pol; gag y env. La region LTR se encuentra en
ambos extremos del genoma y presenta distintos sitios de unién a factores de
transcripcion en la region U3, entre estos se han identificado sitios AP-1, AP-4 y el
AML (vis). El objetivo del presente estudio fue obtener secuencias de LVPR que
infectan pequefios rumiantes de distintas regiones del pais, clonarlas para
asegurar su calidad y numero, y posteriormente analizarlas filogenéticamente.
Inicialmente mediante un cELISA comercial se realizé un tamizaje previo utilizando
como muestra plasma de ovinos y caprinos para determinar la seropositividad de
las mismas y enseguida con una PCR punto final se corrobor6 la infeccidn
detectando la presencia de ADN proviral en leucocitos de sangre periférica. Se
seleccionaron muestras positivas para clonar y posteriormente secuenciar, con
estas se construyd un arbol filogenético. Se lograron secuenciar 28 muestras de
distintas regiones del pais, en el alineamiento se observaron sitios altamente
conservados, AML (vis), AP-4 y la caja TATA, no obstante, se encontraron
diferencias nucleotidicas considerables en los sitios AP-1. El arbol filogenético
mostré que todas las secuencias mexicanas de LVPR obtenidas de ovinos y
caprinos se agruparon con los genotipos B1, en especial con Caev-Co, una cepa
americana.

Palabras clave: LVPR, clonacion, PCR, Filogenia, LTR.



ABSTRACT

The Small Ruminant Lentivirus (SRLV) form part of the family Retroviridae, genus
Lentivirus and were described in sheep in the 1930 and in goat in1974. Produce
infections for life and mastitis, arthritis, encephalitis and/or pneumonia can arise.
The classification by their divergence and genome comprehend five genotypes, A,
B, C, D and E. SRLV possess three principal genes, pol, gag and env. The LTR
region is find at both sides of the genome, here is where different transcription
factors binding sites lies at the U3 region, some of these factors are the AP-1, AP-4
and AML (vis). The aim of the present study was to gather sequences of SRLV
infecting sheeps and goats in different regions of Mexico, cloning them for the
assurance of good quality and quantity, for phylogenetic studies. With a
commercial cELISA a screening was made using plasma form sheep and goat for
the determination of seropositive samples for its later use in an end point PCR
looking for provirus on peripheral blood leukocytes, a way to ensure the presence
of the infection. These samples were cloned and then sequenced, with the
sequences a phylogenetic three and alignments were made. 28 samples were
sequenced, in the alignments highly conserved binding sites were observed, this
where AML (vis), AP4 and the TATA box, on the other hand, in the AP-1 site many
nucleotide differences were observed. The phylogenetic three showed an
aggrupation of the samples within the genotype B1, in special with the Caev-Co

strain, which is American.

Key words: SRLV, cloning, PCR, phylogeny, PCR



1. Introduccion

1.1 Situacién pecuaria nacional de pequefos rumiantes

Segun cifras del SIAP (Servicio de Informacion Agropecuaria y Pesquera) del afio
2015, en México la poblacion nacional de ovinos es de 8, 710, 781 de cabezas de
ganado, la principal produccién se encuentra representada en su mayoria por los
siguientes Estados: Estado de México con 1, 410, 238; Hidalgo con 1, 206, 673;
Veracruz con 666, 805; Oaxaca con 521, 458 y Puebla con 503, 384. En cuanto a
caprinos se cuenta con un total nacional de 8, 724, 946, los cinco Estados con
mayor numero de cabezas son: Puebla con 1, 280, 607; Oaxaca con 1, 250, 869;
Guerrero con 655, 055; Coahuila con 645, 903 y San Luis Potosi con 617, 514.

1.2 Situacién de la infeccidén por lentivirus en ovinos y caprinos de México

En México desde hace mas de dos décadas se ha descrito la presencia de la
infeccion por lentivirus de pequenos rumiantes (LVPR) en caprinos, enfermedad
previamente conocida como artritis encefalitis caprina (Leyva et al., 1998).
Posteriormente Daltabuit et al., (1999) reportaron el primer aislamiento del virus a
partir de caprinos con artritis. Por otro lado, la infeccion en ovinos se conocia
como maedi/visna y en 1983 se demostré una seroprevalencia del 23% en un
estudio que se realizd en el Estado de México y la Ciudad de México con 200
ovinos. En 1986 en un rebafo de 1000 cabezas de ganado ovino de la Ciudad de
México se observé una seroprevalencia del 8.2%; en el afio 2000 un estudio en
1078 cabras en Yucatan arrojé una seropositividad del 0.4%, en 2003 en distintos
estados del pais (Estado de México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Zacatecas) se
demostré en 70 ovinos una seropositividad del 17% y en 2011 se identificaron
ovinos seropositivos en el Estado de México, Jalisco y Chiapas (Ramirez et al.,
1983; Molina et al., 1986; Pérez et al., 2003; Torres-Acosta et al., 2003; Martinez
et al., 2011; Sanchez et al., 2013).



La importancia de estudiar la presencia de la infeccion por LVPR en ganado ovino
tomo mayor fuerza debido al hecho de que en 2007, 265 ovinos de distintas razas
(Kathadin, Damara, Blackbelly, Pelibuey, Dorset, Hampshire, Dorper y Mestizos)
exportados a Colombia fueron objeto de sacrificio por la deteccion de 17 animales
seropositivos, lo que signific6 una pérdida de aproximadamente 3 millones de
pesos (Urcastegui et al., 2007 Tértora et al.,, 2008). Asi mismo en los paises
norteamericanos se han reportado prevalencias de LVPR del 26% y en México
frecuentemente se lleva a cabo la importacion de ganado ovino de Norteamérica
sin controles sanitarios adecuados. En la ultima década han sido introducidos
animales provenientes de Nueva Zelanda en el Estado de México e Hidalgo
(Egiluz y Aluja, 1981; Torres-Acosta et al, 2003; Tértora et al, 2008; Ramirez et al.,
2011; Stonos et al, 2013).

El maedi/visna, como se encuentra publicado en el diario oficial de la federacion
del 4 de mayo del 2016, pertenece al grupo 3 que incluye a las enfermedades y
plagas que se encuentran presentes en el territorio nacional y son consideradas
como endémicas. La artritis encefalitis caprina se incluyd en este grupo desde la

publicacién en el diario oficial de la federacion del 5 de marzo de 1999.
1.3 Cuadros clinicos
1.3.1 Neumonia intersticial

Se observa principalmente en adultos de mas de dos afos de edad y , una mala
alimentacion, el clima adverso y eventos como la gestacion o la lactacidon
promueven la presentacion de signos. La evidencia mas temprana es el retraso de
la marcha en terrenos con pendientes, posteriormente se presenta disnea,
respiracion abdominal, extension de cuello con ollares dilatados. Al progresar la
enfermedad los signos se hacen mas evidentes yel animal termina con caquexia.
En los pulmones se observa inflamacion intersticial con infiltracion de linfocitos,
macrofagos, monocitos y células plasmaticas, hiperplasia del musculo interalveolar
y fibrosis (Trigo, 1991; Murphy et al., 2012; Gonzales et al., 2013).



1.3.2 Leucoencefalomielitis

Se presenta principalmente en cabritos de dos a cuatro meses de edad, los signos
clinicos tempranos incluyen cojera, ataxia de miembros posteriores e hiperreflexia.
Los signos aumentan gradualmente hasta presentarse paraparesia, tetraparesia o
paralisis, marcha en circulos, inclinacion de la cabeza, ceguera y nistagmos.
Histolégicamente se observan areas multifocales de necrosis y malacia en cerebro
y médula espinal, desmielinizacion perivascular, displasia cerebelar, inflamacién
difusa linfoplasmocitica y acumulacion masiva de macréfagos en la materia blanca
e infiltracién de linfocitos (Campbell et al., 1998; Callan et al., 2004; Gonzales et
al., 2013).

1.3.3 Mastitis indurativa

Se presenta de manera difusa, bilateral, crénica y sin dolor. La produccion lactea
se ve afectada hasta en un 10% y en casos graves puede presentarse agalactia.
Las lesiones microscopicas observadas son infiltraciones nodulares o difusas con
predominio de linfocitos en el intersticio y en la periferia de los ductos de la base
del epitelio e hiperplasia de los linfonodos retromamarios (Lujan et al., 2001;
Ravazzolo et al, 2006; Murphy et al., 2012; Gonzales et al., 2013).

1.3.4 Artritis

Puede presentarse de forma uni o bilateral, afecta principalmente la articulacion de
los carpos pero también pueden afectarse otras, como la articulacion del tarso o
femoro-tibio-patelar. Se caracteriza principalmente por un aumento en el tamafo y
engrosamiento de la capsula articular, tumefaccion articular, sinovitis proliferativa,
fibrosis y mineralizacion. El proceso inflamatorio disminuye la movilidad de los
animales afectados causando una pérdida de peso progresiva por la falta de
movilidad. A nivel celular ocurre una hiperplasia de la membrana sinovial con
infiltracion perivascular de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas (Lujan et
al., 2001; Murphy et al., 2007; Gonzales et al., 2013).



1.4 Transmision
1.4.1 Transmision vertical

El virus es transmitido por la ingesta de leche o calostro infectado, ya que el virus
puede ser encontrado en tejido mamario y células epiteliales mamarias in vivo. Se
han hecho estudios demostrando que los niveles del virus en el tejido mamario
puedan variar segun el estado de lactacién, época de paricidon, asi como la
induccién a la lactacién, lo cual puede estar relacionado con la expresion del
mismo virus. La alta permeabilidad del intestino del cordero en las primeras 48 hrs
después del nacimiento puede facilitar la entrada del virus libre o asociado a
células por medio de la infeccion del calostro, aunque el mecanismo de entrada
via intestino no esta totalmente dilucidado (Preziuso, 2004; Alvarez, 2005;
Daltabuit, 2005; Alvarez, 2006; Ponti, 2008; Reina 2008; Konishi et al., 2011;
Stonos et al., 2013, Hasegawa et al., 2017). Se ha descrito también la transmisién
intrauterina y/o transplacentarina en diferentes trabajos demostrando la presencia
de ADN proviral en los tejidos de utero, oviducto, ovario y corddén umbilical
(Ravazzolo, 2006; Reina, 2008; Sanchez, 2016; Martins et al., 2017).

1.4.2 Transmision horizontal

El comercio de animales infectados se considera la principal causa de transmision
horizontal de los LVPR, se considera que todas las secreciones corporales son
una fuente de infeccion. El confinamiento y hacinamiento de animales enfermos
con sanos resulta en el incremento de la diseminacion de la infeccion. Algunos
autores sugieren que la presencia del virus en semen se debe a la excrecion de
las células epiteliales del epididimo o leucocitos presentes en el semen. También
se ha demostrado que de manera intermitente hay ADN proviral en semen de
caprinos naturalmente infectados y en tejidos del tracto genital (Callan et al., 2004;
Ali Ahmad et al., 2008; Lamara et al., 2013; Peterson et al., 2008; Stonos et al.,
2013; Tu et al., 2017).



1.5 Diagnostico

Un diagnostico eficaz debe de basarse en un analisis que considere los niveles de
anticuerpos de una muestra. Las pruebas usuales para el diagnéstico son: la
prueba de inmunodifusion en agar gel (IDAG) y el ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). Aunque una cantidad elevada
de animales infectados nunca presentaran signos cinicos, debe tenerse en cuenta
que cualquier animal infectado lo estara de por vida por la presencia del provirus.
Algunos métodos de diagndstico son muy poco sensibles y pueden fallar, dando
reacciones negativas cuando el numero de anticuerpos en el suero es
relativamente bajo. Los métodos moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) hacen posible la deteccion de animales infectados sin
seroconversion al no depender de la presencia de anticuerpos, esta técnica se
basa en demostrar la presencia de material genético viral en el animal infectado.
Sin embargo, una de las dificultades encontradas en el diagndstico molecular es la
carga de material proviral limitado en sangre de animales infectados y la alta
variabilidad genética que tiene implicaciones en la hibridacién de los iniciadores
(De Andrés et al., 2005; Lacerenza et al., 2006; Blacklaws, 2008; Leginagoikoa et
al., 2009; Brinkhof et al., 2010; Barquero et al., 2013; Sanjosé et al., 2015).
Actualmente existen en el mercado kits de diagndstico basados en ELISA, algunos
de estos son: cELISA CAEV de VMRD Inc.; AG-CHEKIT de IDEXX y ELITEST-
MVV de Biomed (Sanjosé et al., 2015; Sanchez et al., 2016).



1.6 Etiologia

Los LVPR pertenecen a la familia Retroviridae, género Lentivirus y fueron
descritos desde 1930 en ovinos exportados a lIslandia, por eso el nombre de
maedi/visna, palabras en islandés que podrian traducirse como disnea y
emaciacion, respectivamente (Blacklaws, 2008). En caprinos la enfermedad se
reportd por primera vez en E.U. en 1974 por Cork et al. y se aislé en 1980,
posteriormente se identificé en Nueva Zelanda en 1982 y se le denomind artritis
encefalitis caprina por la signologia encontrada en los caprinos afectados. Estos
virus se caracterizan por tener un periodo de incubacion largo y de infeccién de
por vida (Cork et al., 1974; Crawford et al., 1980; Rowe et al., 1997; IICAB., 2015).
Para su estudio los LVPR se han dividido en cinco genotipos: A, B, C, Dy E, entre
estos existe hasta un 37% de diferencia en sus nucleétidos. De igual manera estos
genotipos se dividen en un gran numero de subtipos, el genotipo A en al menos
17, donde los subtipos A1, A3, A4, A5, A6, A9, A11, A12, A13, A16 y A17 han sido
aislados en ovinos y caprinos, el A2 y A15 s6lo en ovinos y el A7, A8, A10 y A14
s6lo en cabras; en cuanto al genotipo B se ha dividido en B1, B2 y B3, estos se
presentan tanto en ovinos como caprinos, los genotipos A y B son los mas
extensamente distribuidos en el mundo; el genotipo C se ha encontrado en ovinos
y caprinos de Noruega; el D en ambas especies en Suiza y Espafna y el genotipo E
cuenta con dos subtipos E1 y E2 encontrados soélo en caprinos de ltalia. En un
estudio realizado por Ramirez et al., (2011) se determind la presencia de cepas
asociadas al genotipo B infectando ovinos y caprinos del Estado de México.
Anteriormente se pensaba que la infeccion trans-especie no ocurria, sin embargo,
se ha observado que es posible la infeccion de ovinos por genotipos virales
conocidos previamente como exclusivos de caprinos y viceversa (Shah et al.,
2004a; Reina et al., 2006; Denner et al., 2007; Glaria et al., 2012; De Regge y
Cay., 2013; Fras et al., 2013; Ramirez et al., 2013; Santry et al., 2013; Pittavino et
al., 2014).



1.7 Genoma

El genoma de los LVPR esta constituido por tres genes principales, ellos son gag,
pol y env; el gen gag codifica para las proteinas estructurales p14 (nucleocapside,
NC), p17 (proteina de matriz, MA) y la p25 (capside, CA); el gen pol codifica para
la transcriptasa reversa (RT), pieza angular de la retrotranscripcion; RNasa H
(ribonucleasa H) degrada el ARN gendmico para permitir la sintesis de ADN; la
dUTPasa que promueve la formacion de dTTP inhibiendo la presencia de dUTP; la
proteasa (PR) que ayuda a la maduracion de los viriones cortando la poliproteina
gag-pol y la integrasa (IN) reconoce el recién formado ADN viral y lo transfiere al
nucleo para integrarlo al ADN celular; el gen env codifica para dos proteinas de la
envoltura, la gp135 (proteina de superficie, SU) y la gp44 (proteina de
transmembrana, TM). Existen ademas otros genes accesorios con funciones
regulatorias, estos son el vif (Viral Infectivity Factor) que eleva la infectividad viral,
vpr-like (Viral Protein R) que incrementa la expresién génica y el rev (Regulator of
virion protein expression) que regula la expresién de proteinas. La regién LTR
(Long Terminal Repeat) presenta algunos sitios conservados y se ubica en los
extremos 5’ y 3’ del ADN proviral y estda compuesta por la regién U3, Ry U5. La
LTR interviene en la integracion del ADN viral en el ADN hospedero con la ayuda
de la IN, en la transcripcién y en la poliadenilacion del ARN viral (Hess et al., 1989;
Peppin et al., 1998; Villet et al., 2003; Barros et al., 2005; De Andrés et al., 2005;
Gudmundsdattir et al., 2010; Cardinaux et al., 2013; Santry et al., 2013).



Envoltura

Nucleoproteina Proteina de
superficie
Proteina de
Transcriptasa transmembrana
reversa
Proteina
Proteasa de matriz
Integrasa Capside

dUTPasa ARN

Figura 1. Esquema de la estructura de los LVPR. Tomado de Cortez-Romero et al., 2013.

Figura 2. Estructura esquematica del genoma de LVPR. Tomado de Blacklaws, 2008.

La activacion transcripcional en la LTR se lleva a cabo y es regulada por la unién
de factores de transcripcion a los sitios especificos dentro de la region U3. Estos
factores son principalmente los sitios AP-1, AP-4 y AML (vis). Los sitios de union a
AP-1 presentan mas copias que los demas, para que en casos de presentarse
mutaciones o deleciones no quede abatida la transcripcion. Al tener mas copias de
sitios de union a factores de transcripcion en un virus, ésta se veria multiplicada y
con ello el desarrollo de enfermedad.
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Otro elemento importante en la region U3 es la caja TATA, la cual es un promotor
de transcripcion, en los LVPR se ha observado que la caja TATA y el sitio AP-4
son altamente conservados entre genotipos. La region LTR puede tener influencia
en el tropismo viral, puesto que la transcripciéon depende de la presencia de los
factores apropiados, la alta divergencia genética provoca distintos virus con
distintas actividades transcripcionales. Se han encontrado deleciones en la region
R en infecciones sin aparente signologia, aunque también se han encontrado
signos clinicos aun en presencia de deleciones en esta region (Hess et al., 1989;
Sutton et al., 1997; Angelopoulou et al., 2006; Reina et al., 2006; Angelopulou et
al., 2008; Reina et al., 2008; Gomez-Lucia et al., 2013 Blatti-Cardinaux et al.,
2016).

1.8 Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacion viral de los LVPR comienza con la union de la SU del virus
con su receptor en la superficie de la célula blanco. Se ha descrito que los
receptores de manosa pueden ser utilizados por los LVPR, posteriormente se
fusiona la membrana celular con la viral para que la capside pueda internalizarse.
Una vez dentro, el ARN genomico es retro-transcrito por la transcriptasa reversa
para conseguir un ADN de doble cadena, es en este paso cuando se forma la
LTR. Esta doble cadena se une al ADN del hospedero por medio de la IN
reconociendo los extremos de la LTR, a este ADN viral integrado se le conoce
como provirus. El virus depende de la maquinaria de transcripcion del hospedero
donde los factores de transcripcion se unen a la LTR en la regién U3 y R de la
LTR 5. Se producen los precursores gag, gag-pol y env, éste ultimo viaja al
reticulo endoplasmatico rugoso para ser glicosilado y llevado al aparato de Golgi
donde es dividido en la SU y la TM. El ensamblaje ocurre en el citoplasma con los
precursores y las copias del ARN viral, la PR fragmenta los precursores formando
al viribn maduro y en la zona de la membrana celular donde se encuentrala TM y
SU, el virion se externaliza por gemacion de la célula (Blacklaws, 2008;
Gudmundsdattir, 2010; Pedersen et al., 2011).
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1.9 Patogénesis y respuesta inmune

A pesar de ser una infeccion intratable, la mortalidad por LVPR es generalmente
baja, ésta puede verse aumentada por co-infecciones bacterianas o en presencia
de condiciones climaticas desfavorables. Las infecciones con estos virus afectan
principalmente las articulaciones carpales, el sistema nervioso central, la glandula
mamaria 'y pulmones. [Estos virus presentan un tropismo  por
monocitos/macréfagos y células dendriticas, aunque también se han encontrado
proteinas, ARN y ADN en células epiteliales renales, esplénicas, cardiacas y
neuroglia (Tesoro et al., 2003; Angelopoulou et al., 2006b; Peterson et al., 2006;
Brellou et al., 2007; Pritchard et al., 2007; Blacklaws, 2012; Konishi et al., 2011;
Barquero et al., 2013; Minguijon et al., 2015; Tu et al., 2017).

Una vez que se integra el ADN a la célula, ésta puede permanecer
persistente/latente con poca o nula expresion viral o también puede presentarse
una infeccién productiva. En esta ultima los factores de transcripcion presentes en
la LTR activan la transcripcion viral de manera mas franca y su presencia
aumentada o disminuida conlleva implicaciones en los niveles de patogenicidad
viral. El genotipo E presenta una delecion total de la dUTPasa, del vpr-like y
ademas otra de 70 pares de bases (pb) en la region U3, lo que provoca que la
infeccion generada por este genotipo sea latente y sin desarrollo de signologia. Se
ha especulado que la infeccidon con el genotipo E pueda disminuir la artritis en
coinfecciones, mediante una inducciéon de resistencia a una superinfeccién o al
disminuir la viremia. In vitro las cepas de LVPR reciben la clasificacion de slow/low
o rapid/high segun su tasa de replicacion, la cual se ve afectada por la presencia o
ausencia de sitios de unidn a factores de transcripcion (Angelopoulou et al., 2006;
Reina et al., 2008; Juganaru et al., 2010).
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Un ejemplo de esto es la cepa P10LV, denominada slow/low por la ausencia del
sitio AML (vis), aun cuando de forma experimental se le han adicionado otros
factores AP-1 para tratar de aumentar la transcripcion; un ejemplo de cepa
rapid/high es la cepa K1514, la cual se aislo de ovinos con signologia neuronal,
ésta posee una copia extra de AML (vis) y ademas Oskarsson en el 2007
menciond que existe una secuencia especifica (CANNTG) en la LTR que puede
tener una influencia importante para el tropismo neuronal, sobre todo si se
encuentran dos copias, ya que una copia no parece ser suficiente y si se eliminan
por completo no ocurre la transcripcion. En la cepa SA-OMVV se encuentra una
delecién en la region U3 de la LTR, sin embargo, presenta dos copias mas de
AML (vis) y AP-1, lo que indica que este factor es de gran importancia para la
transcripcion (Sargan et al., 1995; Singh et al., 1999; Lyall et al., 2000;
Agnarsdottir et al.,, 2000; Barros et al., 2004; Angelopoulou et al.,, 2006;
Angelopoulou et al., 2008; Reina et al., 2008; Juganaru et al., 2010; Reina et al.,
2010; Gomez-Lucia et al., 2013; Pittavino et al., 2014; Crespo et al., 2016).

La seroconversion en esta infeccion es variable y puede llevar tiempo en
desarrollarse, lo que limita el diagndstico seroldgico y facilita la transmisién. En
comparacién con otros retrovirus, no se presenta inmunosupresién en la infeccion
con LVPR. Diversos estudios han demostrado que los ovinos infectados
desarrollan una respuesta humoral mas lenta que en las infecciones agudas con
otros agentes. Los anticuerpos neutralizantes tipo especifico aparecen de 2 a 5
meses post infeccion (pi) y otros neutralizantes mas diversos aparecen hasta 4
afnos después. Se ha sugerido que la causa de esta diversidad en los anticuerpos
neutralizantes se debe a las mutaciones que se forman en las poblaciones virales,
aunque también se describe que es debido a la falta de reaccién a ciertos epitopos
conservados que son poco inmunogénicos. En el gen env, el menos conservado
de todos, se ha identificado una region que frecuentemente tiene mutaciones no
sinénimas para su beneficio inmunoldgico. Los anticuerpos en el suero suelen ser
del subtipo IgG1, cuando existe la presencia del subtipo IgG2 es cuando se
observa el desarrollo de signologia clinica.
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También se ha sugerido que los determinantes de neutralizacion de algunas cepas
virales no puedan ser detectados por los anticuerpos y que la alta divergencia
antigénica pueda ser otro factor que contribuye a que los anticuerpos no logren el
control inmunolégico (Andrésdattir et al., 2002; Truijillo et al., 2004; Barros et al.,
2005; Pisoni et al., 2007; Blacklaws, 2008; Leroux et al., 2008; Pritchard et al.,
2007; Brinkhof et al., 2010; Cortez-Romero et al., 2013; Sider et al., 2013).

1.10 Clonacién

La clonacién génica es el proceso en el cual se introduce ADN externo (un gen o
una porcion de él) en una célula hospedera procarionte o eucarionte. Para lograr
esto se utiliza un vector (una molécula pequefia de ADN) que al ligarse al ADN
externo se obtiene ADN recombinante, una secuencia de ADN nueva formada por
dos moléculas de ADN heterdlogas. Este es introducido a la célula hospedera
formando células recombinantes, las cuales al dividirse forman células hijas
idénticas llamadas clonas, logrando con esto la replicacién y/o expresion del ADN
externo (Chen y Janes, 2002; Wong, 2006). Uno de los objetivos de la tecnologia
del ADN recombinante y clonacion es obtener una gran cantidad de copias de un
gen particular o fragmento gendémico de interés para la investigacion. Por otro
lado, también se ve ampliamente utilizado en la produccion robusta de proteinas
y/o en la manipulacion de caracteristicas deseables o indeseables en vegetales o
animales (Valla y Lale, 2012; Chen y Janes, 2002).

1.11 Filogenia

El analisis filogenético es utilizado para estimar y describir las relaciones
evolutivas entre las especies reconstruyendo la historia de su diversificacion en
forma de un diagrama ramificado, esto da la informacion para la clasificacion de
organismos. Asi pues se utilizan los arboles filogenéticos para determinar la

relacion evolutiva intra o interespecies (Hillis, 1997; Hall, 2006).
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2. Justificacion

A partir de que los LVPR que infectan ovinos y caprinos han sido reconocidos
como endémicos para México, asi como a la falta de aislados virales y a la escasa
informacion filogenética de los LVPR presentes en el pais, se pone de manifiesto
la necesidad de establecer sistemas reproducibles que permitan caracterizar e
identificar los posibles genotipos virales. Adicionalmente, contar con controles de
ADN para la realizacion de pruebas de PCR, técnica molecular que en conjunto
con pruebas serolégicas son una gran herramienta para la deteccion de la
infeccion de LVPR.
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3. Hipotesis

Obteniendo secuencias nucleotidicas de fragmentos de la regiéon LTR de LVPR se
determinara la presencia del genotipo B infectando pequefios rumiantes en

distintas regiones del pais.

4. Objetivo general

Clonar fragmentos de la region LTR de LVPR, utilizando sistemas bacterianos

para determinar los genotipos prevalentes en el pais.
4.1 Objetivos particulares

Realizar la seleccion de pequenos rumiantes infectados con LVPR de diferentes

rebanos y regiones del pais con base en una prueba tamiz serolégica.

Estandarizar las técnicas de PCR-clonacion con el uso de productos amplificados

de la region LTR.

Realizar estudios filogenéticos con las secuencias nucleotidicas clonadas para
identificar los genotipos prevalentes que se encuentran infectando ovinos y

caprinos en diferentes regiones del pais.
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5. Material y métodos

El presente trabajo de tesis se llevd a cabo en el laboratorio de Virologia, Genética
y Biologia Molecular de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, campo 4,
UNAM en colaboracién con el Laboratorio de Epizootiologia del CENID-MA,
INIFAP.

5.1 Muestras

Se realizé un muestreo por conveniencia con productores cooperantes, colectando
un total de muestras de sangre periférica de 1014 ovinos (O) y 1383 caprinos (C)
mayores de un afo, sin distincion de sexo ni raza, de distintas regiones del pais
(Baja California Sur (O-69/C-93); Chiapas (0O-50); Durango (O-50/C-52); Estado de
México (0O-199/C-86); Hidalgo (0O-182); Coahuila (C-114); Querétaro (C-149);
Guanajuato (C-160); Sinaloa (O-71/C-324); Tlaxcala (0O-160/C-93); Sonora (O-
181/C-142) y Veracruz (0O-52/C-170). La sangre se recolectdé en tubos con
heparina (VACUTAINER® UK) mediante venopuncion yugular utilizando el
sistema vacutainer (BD® UK); se separaron los leucocitos por medio de
soluciones de lisis y centrifugacion para posteriormente extraer el ADN gendmico
segun el protocolo incluido en el kit comercial (FavorGen® Taiwan). EI ADN se
cuantific6 mediante un espectrofotdmetro (Nanodrop Lite™, Thermo Scientific™

USA) y se almacend a -75°C hasta ser utilizado.

5.2 Tamizaje seroldgico

Se determind la seropositividad hacia la enfermedad en los ovinos y caprinos con
un cELISA (ELISA competitiva) comercial (VMRD® USA) y a partir de los
resultados se realizo la seleccion del grupo de estudio.
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5.3 Deteccién molecular

Se realiz6 una PCR punto final que amplifica un fragmento de la region LTR (PCR-
LTR) utilizando iniciadores de un trabajo previo (Rodriguez, 2017). El producto de
amplificacion incluye un fragmento de la regién U3, Ry U5 de la LTR y tiene una
longitud de 291 pb. La secuencia del iniciador sentido (Fw) fue
TGTTGCACAGAWTWAGGRACG, mientras que la del antisentido (Rv)
corresponde a TCASKGTGACAAAGCAAAATGTAA. Se  utilizaron bases

degeneradas para poder cubrir la mayor cantidad de genotipos.

La mezcla de reacciéon de la PCR se presenta a continuacion en el Cuadro 1.

Cuadro 1.
Concentraciones de reactivos utilizados en la PCR-LTR de LVPR.
Reactivo Concentracién Volumen final 30 pl por reaccion
Agua grado biologia 16.7
molecular
Buffer 10x 1x 3 ul
MgCl, 1.5 uM presente en el buffer
dNTPs 280 uM 0.7 ul
Iniciador Fw 600 nM 1.8 ul
Iniciador Rv 600 nM 1.8 ul
Tag polimerasa 5U/ ul 1l
ADN molde 100 ng/ul 5ul
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Las condiciones de la PCR se presentan a continuacion en el Cuadro 2.

Cuadro 2.
Condiciones de amplificacién para la PCR-LTR de LVPR.
Segmentos Tiempo Temperatura °C
Desnaturalizacién inicial 5 minutos 95
Desnaturalizacién 30 segundos/45 ciclos 95
Hibridacion 30 segundos/45 ciclos 58
Extension 30 segundos/45 ciclos 72
Extension final 15 minutos 72

5.4 Integridad estructural del ADN

Se llevo a cabo una PCR que amplifica el gen SDHA (Succinato deshidrogenasa
subunidad A) (PCR-SDHA), un gen constitutivo, para comprobar la integridad
estructural del ADN de aquellas muestras negativas a LTR, las concentraciones de
reactivos utilizados y las condiciones de la PCR-SDHA se presentan en el Cuadro
3 y 4, respectivamente. El producto esperado fue de 384 pb. Las secuencias de
los iniciadores Fw 'y Rv son: CATGGAGGAGGACAACTG vy
TGGTAGATCTTCCCATCTTC, respectivamente.

Cuadro 3.
Concentraciones de reactivos utilizados en la PCR-SDHA.

Reactivo Concentracién Volumen final 15 yl por reaccion
Agua grado biologia 8.4
molecular
Buffer 10x 1x 1.5 ul
MgCl, 1.5 uM 0.75 pl
dNTPs 280 uM 0.35 pl
Iniciador Fw 600 nM 0.75 i
Iniciador Rv 600 nM 0.75 i
Tag polimerasa 5U/ ul 0.5 ul
ADN molde 100 ng/pl 2 ul
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Cuadro 4.
Condiciones de amplificacién de la PCR-SDHA.

Segmentos Tiempo Temperatura °C
Desnaturalizacién inicial 5 minutos 95
Desnaturalizacién 30 segundos/30 ciclos 95
Hibridacion 30 segundos/30 ciclos 53
Extension 30 segundos/30 ciclos 72
Extension final 5 minutos 72

5.5 Purificacion de productos de PCR

Una vez realizada la PCR-LTR las reacciones fueron analizadas por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (10mg/ml), para su posterior
visualizacion en un transiluminador con luz ultravioleta (UVP, USA). Cuando se
observaron amplicones positivos se cortaron los productos y se purificaron a partir
de gel de agarosa por medio de un kit comercial de purificacién (Favorgen®,
Tailandia) que utiliza el método de adsorcion de membranas de silice en

columnas.

5.6 Clonacién bacteriana

El protocolo de clonacién se llevé a cabo con el kit comercial Thermo Scientific
InsTAclone PCR Cloning (Thermo Fisher Scientific™ USA) y se utilizaron
bacterias E. coli termocompetentes DH-10p3. El vector incluido en el kit comercial
fue el plasmido pTZ57R/T, éste cuenta con un gen de seleccion de resistencia a
ampicilina y el gen lacZ en el cual se inserta el producto de PCR. El esquema del
plasmido pTZ57R/T se muestra en la Figura 3, la concentracion de ADN del
producto de PCR purificado se evalu6 de forma visual, comparando la intensidad
de bandas, con el marcador de pares de bases comercial CSL-MDNA-100BPH
marca Cleaver Scientific Ltd®, Reino Unido, se muestra la escala en la Figura 4.
Un esquema general de la técnica de clonacion se presenta en la Figura 5 y en el

Cuadro 5 se muestran los reactivos utilizados en la reaccion de ligacion.
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Figura 3. Esquema del plasmido pTZ57R/T (Thermo Fisher Scientific™ USA)

Figura 4. Escala del marcador de pares de bases. La banda de 500 pb tiene una concentracién de
ADN de 90 ng/5 pl (18ng/ul), asi pues, un purificado de PCR con intensidad similar a la banda de
500 pb, tendrd 18ng de ADN por pl, siempre y cuando se carguen volimenes idénticos de
marcador y purificado. (Cleaver Scientific Ltd®, Reino Unido)
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Cuadro 5.

Reactivos utilizados en la reaccién de ligacidn. El volumen final varia entre
10y 20 pul por la alta variabilidad de la concentracién de ADN del producto
de PCR purificado a utilizar en la reaccion.

Reactivo Concentracién Volumen final

Vector 55 ug/ul 1-2 pl

Buffer de ligacion 5x 2-4 ul

ADN Ligasa T4 5 U/l 1l

Producto de PCR Variable Cbp para 10-20 ul
(=50 pg/reaccioén)

Agua libre de nucleasas | - Cbp para 10-20 pl

g 3 53
T PcR  OA
vector dA met ddT vector
1 B

Incubacion de Bacterias cepa DH10pB
ligacidon a 4°C termocompetentes
-Elafsfmldo — — (100 pl/reaccion)
-Buffer d bl
-Ligasa T4 \
-Producto PCR

-Agua

N\

Transformacion
-Incubacién a 42°C por 1 minuto

Plagueo

vy
e -Doble seleccidn en
12 hrs a 37°C | LB
placa con agar
aﬁ“‘l‘——————‘:}ﬁ (ampicilina y Lacz).

Figura 5. Resumen esquematico de la técnica de clonacién. (Thermo Fisher Scientific™ USA)



Una vez realizada la transformacion bacteriana, la selecciéon fue por medio del
uso de placas con agar Luria-Bertani (LB) adicionadas con ampicilina, Xgal e
IPTG. Estos dos ultimos elementos son parte de la evaluacion cromatica, las
colonias bacterianas con plasmido e inserto viral seran de color blanco, aquellas
colonias con plasmido pero sin inserto viral seran de color azul, debido al gen
LacZ que permanece integro cuando no se realiza la insercion de ADN en el
plasmido. Se seleccionaron colonias blancas positivas y fueron inoculadas en 3 ml
de medio LB liquido con ampicilina para dejarlas crecer en estufa orbital a 37°C,
170 rpm por 12 horas, a estas bacterias se les realiz6 una PCR-LTR para
corroborar la presencia del producto clonado. Una vez confirmada la presencia del
producto clonado, el ADN plasmidico fue extraido por medio de un kit comercial

(Favorgen® Tailandia), los purificados fueron enviados a secuenciacion.
5.7 Secuenciacion

Los purificados plasmidicos fueron enviados a secuenciaciéon a la Unidad de
Biotecnologia y Prototipos de la FES-Iztacala, UNAM; donde se secuenci6 con el
equipo ABI 3130x1 (Genetic analyzer con 16 capilares). La secuenciacién se

realizé para la cadena 5’- 3’ utilizando el iniciador Fw de PCR-LTR
5.8 Filogenia

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se utilizaron para construir arboles
filogenéticos con la ayuda de herramientas bioinformaticas como Bioedit© 7.2.5 y
Geneious® 11.0.4 utilizando el programa MrBayes con un soporte estadistico de
las ramas de 1000 boostraps y secuencias de referencia de los genotipos A, B, C
y E. De igual forma se realizé un alineamiento de las secuencias obtenidas en el
trabajo con secuencias de referencia del genotipo B para observar e indicar los

sitios de union a factores de transcripcion.
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6. Resultados
6.1 Serologia

Con el uso de un cELISA se lograron identificar ovinos y caprinos seropositivos a
LVPR de distintos Estados del pais, excepto en Chiapas y Durango. Por Estado se

seleccionaron muestras para ser amplificadas por PCR-LTR (Cuadro 6)

Cuadro 6. Numero de granjas muestreadas y evaluadas por cELISA por
Estado de la Republica y por especie para la deteccion de anticuerpos
contra LVPR, ademads se muestran las granjas y animales positivos por
Estado y por especie.

Estado Granjas muestreadas | Granjas positivas/

animales positivos
Caprinos Ovinos Caprinos | Ovinos

Baja 3 2 1/5 1/9

California

Sur

Coahuila 3 3/20

Hidalgo 9 1/20

Estado de |7 7 3/48 1/52

México

Guanajuato | 27 25/96

Querétaro 1 1117

Sinaloa 12 7/32

Sonora 10 13 4/19 4/15

Tlaxcala 3 1M1

Veracruz 2 1 2/128 1/11

Total 68 32 47/466 8/107
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6.2 Detecciéon molecular

Mediante la amplificacion por PCR punto final se logré detectar material proviral de
LVPR en muestras de pequefos rumiantes de distintos Estados del pais (Cuadro
7 y Figura 6), las muestras fueron sometidas a purificacion por medio de un kit

comercial y se evalud la concentracion de ADN (Figura 7).

Cuadro 7. Muestras positivas a la PCR-LTR para la deteccidn de ADN
proviral de LVPR por Estado de la Republica y por especie.

Estado Muestras positivas a PCR-LTR
Caprinos Ovinos

Baja California Sur | 2/5 3/9

Coahuila 10/18

Hidalgo 2/15

Estado de México 6/15 33/40

Guanaijuato 1119

Querétaro 14/57

Sinaloa 6/8

Sonora 2/2 6/6

Tlaxcala 11

Veracruz 23/29 6/10

Total 75/154 50/80
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MPB C- C+ 1 2 4 5 6 7 8

500 pb

300 pb

Figura 6. Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% con amplificados de la PCR-LTR. MPB:
marcador de pares de bases. C-: control negativo. C+: control positivo. 1-8: muestras de
pequefos rumiantes.

MPB 1 2 3 4 5 6 7
500 pb

300 pb

Figura 7. Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% con purificados de la PCR-LTR. MPB:
marcador de pares de bases. 1-7: purificados de muestras de pequefnos rumiantes.

La relacion de resultados positivos entre el cELISA y la PCR-LTR fue de un

62.50% en ovinos y de 48.70% en caprinos. (Cuadro 8)

Cuadro 8. Se presenta el numero total de muestraspositivas a cELISA evaluadas por PCR-
LTR y aquellas que resultaron positivas a la PCR-LTR y ademas la relacién de positivos
entre ambas pruebasexpresada en porcentaje.

Especie | Positivos a cELISA | Positivos a PCR-LTR | % de concordancia

Ovinos 80 50 62.50

Caprinos | 154 75 48.70
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En el Cuadro 9 se muestran las muestras negativas a la PCR-LTR.

Cuadro 9. Muestras negativas a la PCR-LTR para la
deteccién de ADN proviral por Estado de la Republica y

especie.

Estado Pruebas negativas a PCR
Caprinos Ovinos

Baja California | 3/5 6/9

Sur

Coahuila 8/18

Hidalgo 13/15

Estado de México | 9/15 7/40

Guanajuato 8/19

Querétaro 43/57

Sinaloa 2/8

Veracruz 6/29 4/10

Total 79/154 30/80
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6.3 PCR-SDHA

Las muestras negativas a PCR-LTR se evaluaron con la PCR-SDHA, asi se pudo
discernir si la integridad del ADN no era la adecuada para la PCR-LTR o si en

verdad la muestra era negativa (Figura 8 y Cuadro 10).

Cuadro 10. Muestras evaluadas por PCR-SDHA por Estado de la
Republica y especie, se muestran primero aquellas positivas
(verdaderas negativas) y a continuacion las negativas.

Estado Muestras evaluadas por PCR-SDHA
(+/-)
Caprinos Ovinos
Hidalgo 4/1
Estado de México 8/- 31
Querétaro 19/-
Veracruz 2/- 4/-
Total 29/- 11/2
MPB 1 2 3 4 5 6
500 pb
400 pb

Figura 8. Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% con amplificados de la PCR-SDHA. MPB,
marcador de pares de bases; 1-5, muestras de pequefios rumiantes positivas; 6, muestra

negativa.
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6.4 Clonacion

De las muestras positivas purificadas de la PCR-LTR, se eligieron al menos dos
muestras por Estado del pais y por especie para su clonacién y ulterior
secuenciacion, al final se logré obtener al menos una secuencia por Estado y por

especie (Cuadro 11).

Cuadro 11. Numero de muestras clonadas y
secuenciadas por Estado del pais y por especie.

Estado Muestras clonadas /
Muestras secuenciadas
Caprinos | Ovinos

Baja California Sur | 2/2 2/2

Coahuila 3/2

Hidalgo 2/2

Estado de México | 3/3 3/3

Guanaijuato 31

Querétaro 312

Sinaloa 3/2

Sonora 2/2 2/2

Tlaxcala 11

Veracruz 3/2 2/2

Total 23/17 11/11
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Después de la incubacion de las bacterias transformadas, se discrimind entre
colonias blancas y azules, eligiendo solo las colonias blancas que son las que en

principio tendrian el producto de la PCR-LTR (Figura 9).

Figura 9. A. Placa de agar LB con ampicilina, Xgal e IPTG con bacterias transformadas con
producto de PCR-LTR. B. Zoom de una placa con colonias blancas y azules para demostrar la
clara distincién entre ambas.

Las clonas seleccionadas como positivas fueron corroboradas realizando una
PCR-LTR del ADN plasmidico (Figura 10).

Figura 10. Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% con 10 amplificados de la PCR-LTR a

partir de 2 pl de ADN plasmidico extraido con miniprep de bacterias transformadas.
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6.5 Secuencias

Se lograron obtener 28 secuencias del ADN plasmidico clonado, 17 en caprinos y
11 en ovinos (Figura 11). A partir de estas secuencias se realizaron los estudios

filogenéticos.

\v'm

Figura 11. Mapa de México mostrando los Estados muestreados, en verde donde no se
lograron muestras positivas a la PCR-LTR y en naranja donde se consiguieron secuencias de
LTR de LVPR a partir de ovinos y/o caprinos. A-BCS- O&C, B-Son-0&C, C-Sin-C, D-Coah-C, E-
Gua-C, F-Que-C, G-Hid-0O, H-Mex-0&C, I-Tla-C, J-Ver-O&C, K-DUR, L-CHP.

6.6 Filogenia

Con las secuencias nucleotidicas obtenidas se construyé un arbol filogenético
(Figura 12) incluyendo distintas secuencias de referencia. Se puede observar que
todas las secuencias de este trabajo se agruparon con las secuencias de
referencia del genotipo B, sobre todo con la cepa Caev-Co aislada de caprinos de
E.U.A, Gansu y Shanxi de China y 496 de Espana. Otro grupo de secuencias del
presente estudio se asociaron con la secuencia FESC derivada de un caprino de
México. Es notoria la agrupacion del resto de los genotipos bien delimitada,
excepto por el genotipo C que se asocia con las secuencias del genotipo B3.
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Figura 12. Arbol filogenético construido con el algoritmo MrBayes utilizado en el programa bioinformatico

Geneious, se muestran los valores de boostraps significativos que soportan las ramas. Las secuencias de

referencia del genotipo A se muestran en un recuadro azul, el genotipo B dentro de un recuadro rojo junto

con las secuencias conseguidas por clonacion del presente estudio, en verde el genotipo C y B3, y en

amarillo el genotipo E representadas como outgroup. Las secuencias clonadas fueron nombradas con su

origen geografico (Estado del pais), en seguida de la especie, Ca para caprino y Ov para ovino, y al final el

numero de la muestra por Estado.
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El alineamiento demostré una gran conservacion de los sitios de unién AP-4, AML

(vis), caja TATA y el sitio poli A. Se pudieron encontrar cuatro sitios AP-1, en el

primero se logran ver cambios de nucledtidos en la mayoria de las secuencias

derivadas de este trabajo (Figuras 13a, 13b y 13c).
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Figura 13a. Alineamiento de secuencias de referencia del genotipo B y aquellas obtenidas por

clonaciéon. Se encierran en un recuadro verde el sitio de unién a factores de transcripcién AML (vis), en

color azul los sitios AP-1y en color amarillo el sitio AP-4.

33



Gansu
FESC
Caev-Co
Shanxi
ov4 96
Mex-0Owv-1
Mex-0Ov-2
Mex—-0Ov—3
Hid-0Ow-1
Hid-0wv—-2
Ver-Owv-1
Ver-owv-2
BCS—0Owv-1
BCS-0wv—2
Son-0Owv—-1
Son-0Ov-2
Son—-Ca-1
Son-Ca-2
Ver-Ca-1
Ver-Ca—-2
Mex—-Ca—-1
Mex-Ca-2
Mex-Ca—-3
Que-Ca-1
Cue-Ca-2
BCS-Ca—-1
BCS-Ca—2
Coa-Ca-1
Coa-Ca-2
Sin-Ca-1
Sin-Ca-2
GCua-Ca-1
Tla-Ca-1

Uus R

Caja TATA 3

GTATAT AL C AR AT TTG O T GO T TG A - C T T A GAGT T T AGCAG ARG TTCC TCC TAGRA CTC TCCTC TCCGAGEAGGTACC GAGACT
b P B - T e e e G i i i it it i e e e e e e e e
Y GCTECT .GCRA——. .. TR Cnnna e i
(o . T - Tk eaa e B Gt i s s s s m e e e
A - G s r e, e Gun s i s s s s me s e e
I - =i e i e i e Gt i s s s s m e e e
i S - L Col e G i i it s e i e e e .
T B - e i it it e e i i e
I T - L Cen e Gttt te st s s s s e e
I - =i e i e i e Gt i s s s s m e e e
A - G—..... Geve e e Gun s i s s s s me s e e
I - =i e i e i e B
T B - e i e i, Cnnna e i
T G it i s -. T e s e s e s aaaaa e B
L B - TR B
T B c - G s r e, e G it i s s e e e e
I - =i e i e i e B
T T - G s r e, e i
T T - e i e i, Cnnna e i T eeeen ensnnnnnnns s
O o GC..... B e Cen e B
I - =i e s, L e Gt i s s s s m e e e e
A - G s r e, e i
L T - T aaa e G L
T B - TR i
T B R - L Cen e B
A e - e e i, Cnina e i
T T..G. it ie s n - L Cen i B
I - =i e i e i e B
T B - T e ] L
b P B - L Col e B
A e - e e i, Cnina e i
T T - e e i, Cnina e i =

Figura 13b. Alineamiento de secuencias de referencia del genotipo B y aquellas obtenidas por

clonacién. Se encierra en un recuadro rojo la caja TATA y se marcan los limites de la region U3 y la

region R.
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Figura 13c. Alineamiento de secuencias de referencia del genotipo B y aquellas obtenidas por
clonacién. Se encierra en un recuadro morado el sitio poli A y se marcan los limites de la regién R con
la regién US.

35



7 Discusion

En las secuencias del presente estudio se observd una sola copia de los sitios
AML (vis) y AP-4, ambas altamente conservadas, y cuatro sitios AP-1, por lo que
hipotéticamente las cepas virales estudiadas podrian contar con una actividad
funcional en su transcripcidon, dicho de otra manera, estos virus cuentan con
capacidad replicativa, esto se refleja en los dos unicos casos documentados con
signologia: una cabra de Baja California Sur con artritis y un ovino del Estado de
México con neumonia.

El estudio filogenético demostré que todas las secuencias obtenidas en el trabajo
se agruparon con las de referencia de los genotipos B1 y B2, en los que la
secuencia CAEV-CO es la mas representativa geograficamente ya que proviene
de un aislado de EUA. Ramirez et al., (2011) realizaron una serie de estudios con
secuencias derivadas de la LTR, gag y env de LVPR obtenidos de muestras de
ovinos y caprinos del Estado de México, criados y nacidos en México e
identificaron que estos animales estaban infectados con una cepa muy similar a
CAEV-CO, la cual denominaron como FESC-752. Al analizar los resultados
obtenidos, los hallazgos fueron muy similares, lo que indica que se siguen
presentando infecciones causadas por virus americanos prevalentes en el pais y
que el genotipo B, antes conocido como genotipo modelo de los virus tipo AEC,
también afecta a ovinos. Esta es la primera descripcion de genotipos B de LVPR
infectando a ovinos en varios Estados del pais.

La asociacion de secuencias de referencia del genotipo B3 al genotipo C puede
deberse a que las secuencias con las que se realizd el arbol filogenético son
demasiado cortas para poder diferenciar de manera adecuada los genotipos, para
poder separarlos bien se podrian utilizar secuencias mas largas de genes como

env o gag.
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Se pudo determinar un porcentaje del 48.70% de concordancia entre el cELISA y
la PCR en caprinos y 62.50% en ovinos. La deteccién de anticuerpos ha sido la
estrategia mas utilizada para el diagndstico de los LVPR, en un principio con el
uso de IDAG y actualmente con el uso de distintos tipos de ELISA. Una ventaja del
ELISA es el alto rango de muestras con las que se puede llevar a cabo la prueba
(suero, plasma, semen y leche), sin embargo, estos métodos de diagndstico se
encuentran con las siguientes dificultades: el disefio de antigenos para las
pruebas puede ser complicado por la alta variabilidad génica y antigénica de los
LVPR y ademas los titulos de anticuerpos pueden oscilar después de la infeccién,
por lo que se pueden encontrar respuestas intermitentes de anticuerpos, dando
resultados fluctuantes en un mismo rebafio. Hasta ahora no se puede establecer
el ELISA como una “prueba de oro” pero siendo mas sensible y especifica que la
IDAG, si ha sido utilizada como la prueba de eleccion para el diagnéstico de
LVPR. La PCR, una prueba molecular que puede detectar material proviral, es
capaz de dar resultados positivos en aquellos animales con seronegatividad,
aunque la alta heterogeneidad del virus y la baja carga viral afectan la capacidad
de deteccion de la prueba (se ha mencionado que en una poblacién de un millén
de leucocitos puede llegar a presentarse uno solo infectado). Utilizando regiones
mas conservadas como pol y LTR se puede aumentar la fidelidad de la prueba,
inclusive Zanoni et al., (1992) mencionan que usando iniciadores ubicados en la
LTR se consiguieron mejores resultados que con los de los genes pol y gag (Celler
et al., 2000; Alvarez et al., 2005; de Andrés et al., 2005; Karanikolaou et al., 2005;
Reina et al., 2006; Brinkhof et al., 2008; Ramirez et al., 2009; Reina et al., 2009;
L’'Homme et al., 2011; de Andrés et al., 2013). Asi pues la concordancia entre las
pruebas resulté relativamente baja por las diferencias inherentes de ambas
pruebas, por otro lado, evaluando un numero similar de muestras se podria

comparar de manera mas franca la concordancia de las pruebas entre especies.
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Para un trabajo posterior seria interesante evaluar la sensibilidad y la especificidad
de la PCR-LTR para determinar su capacidad de deteccion. Gonzales et al.,
(2013) mencionan que utilizando una PCR anidada se logré6 aumentar
considerablemente la capacidad de deteccién de provirus. Esta variante consta de
una segunda ronda de PCR cuyo producto se encuentra dentro del amplicon de la
primera PCR, asi pues, utilizando este tipo de PCR en un trabajo posterior podria

aumentarse la capacidad de deteccion.

8. Conclusiones

Con la ayuda de un cELISA se pudo identificar ovinos y caprinos serolégicamente

infectados con LVPR y delimitar el grupo de estudio a evaluar por PCR.

Con la estandarizacion de la técnica de clonacién utilizando sistemas bacterianos
se pudieron clonar fragmentos de la regién LTR de LVPR con los cuales se

obtuvieron secuencias nucleotidicas calidad.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas permitieron identificar que el genotipo B

esta ampliamente distribuido en los rebafos de ovinos y caprinos del pais.
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