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RESUMEN

Loeza Cortina Jossué Gabriel Deteccién serolégica y molecular de lentivirus de
pequefios rumiantes que circulan de forma natural en ovinos de dos estados del
altiplano mexicano. Tesina de Especialidad en Produccién Ovina. Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autonoma del Estado de México.
Bajo la asesoria de Dr. Jorge Pablo Acosta Dibarrat, MC. Jazmin De la Luz
Armendariz y MC. Luis Gomez Nufez

Los lentivirus de pequefios rumiantes (LVPR) presentan una amplia distribucion
mundial, provocan enfermedades multisistémicas, crénicas degenerativas e
incurables en ovinos y caprinos. En 2010, se realiza la primera secuenciacion del
genoma completo de LvPR en México y se clasificd dentro del subgrupo B1. Para
el 2016, las infecciones por lentivirus en los ovinos fueron incluidas en el Diario
Oficial de la Federacion. Por lo que los reportes sobre la infeccion natural por
LVPR en ovinos son pocos, el objetivo de este trabajo fue detectar serolégica y
molecularmente la infeccion por lentivirus en ovinos y caprinos de dos estados de
la region del altiplano mexicano y la evaluacién de la capacidad antigénica de una
proteina recombinante CAp25. Se encontré la presencia de anticuerpos de ovinos
y caprinos contra la proteina SU, gp135, y solo de caprinos contra la CA, p25, el
analisis de los epitopes antigénicos se encontraron diferencias antigénicas en las
regiones inmunodominantes de la proteina CA, p25 en aislamientos ovinos
previamente reportados por otros autores. Aunado a esto, en el presente trabajo,
se logré determinar la presencia de provirus tanto en ovinos como en caprinos.
Con lo que se podemos concluir que la combinacién entre métodos moleculares y
serologicos, representa una estrategia importante para la identificacion de

infecciones por LVPR en los ovinos y caprinos.

Palabras clave: Lentivirus, serologia, molecular, proteina, epitopes.
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l. INTRODUCCION

Antecedentes.

Los lentivirus de pequefios rumiantes (LvPR) presentan una amplia distribucion
mundial, provocan enfermedades multisistémicas, cronicas degenerativas e
incurables en ovinos y caprinos. Los LVPR, comprenden al virus maedi-visna
(VMV) y artritis encefalitis caprina (VAEC). El vMV, se describié por primera vez en
Islandia en ovinos Karakul importados de Alemania en la década de los 50°S
(Sidgursson et al., 1957), mientras que el VAEC, fue descrito en caprinos en los
Estados Unidos de América en 1974 (Pétursson et al., 1976; Pétursson et al.,
1992). Las infecciones por lentivirus en ovinos y caprinos anteriormente se
consideraban especificas de especie, el vMV en ovinos y VAEC en caprinos. Sin
embargo, a partir del 2004, estos dos virus fueron reclasificados como lentivirus de
pequefios rumiantes (LVPR), con base en estudios de epidemiologia molecular
que demostraron su estrecha relacion filogenética (Shah et al., 2004). Los LVPR
presentan una marcada predisposicion por el sistema reticulo endotelial,

respiratorio y nervioso central.

En México, se identifico la infeccion por lentivirus en caprinos importados de
Estados Unidos de América, en 1984. La prevalencia determinada fue de un
27.1% positivos por serologia (Adams et al., 1984). Por otra parte, en 1986, se
realizd un estudio seroldgico en ovinos para identificar anticuerpos contra vMV, los
resultados determinaron una frecuencia positiva por serologia del 8.2% (Molina et
al., 1986). A finales de la década de los 90's se reportd el primer aislamiento de
lentivirus de caprino, utilizando co-cultivos de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) (Daltabuit et al., 1999). Posteriormente, en 2010 se realizd un
estudio serolégico en caprinos provenientes de la region centro del pais, que
origind la secuenciacion del genoma completo denominada como FESC-752 (No.
de acceso HM210570.1) perteneciente al subtipo genético B1 de LVPR (Ramirez
et al., 2011).
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Aunque existian reportes de la presencia de anticuerpos contra lentivirus en
caprinos y ovinos, solamente la artritis y encefalitis caprina (AEC) era considerada
enfermedad enzodtica, de notificacion obligatoria y reporte mensual, razon por la
cual la mayoria de los reportes de seroprevalencia, se enfocaron al estudio de
lentivirus en esta especie. En el afio 2003 se reportd la presencia de anticuerpos
contra LVvPR en caprinos del estado de Yucatdn con un 3.8% de prevalencia
positivas por serologia (Torres Acosta et al.,, 2003). En otro estudio realizado en
caprinos en 2008, se reportd una frecuencia del 39.35% de animales positivos a
anticuerpos contra LvPR (Vazquez et al., 2008). En el afio 2007, se noatifico, la
pérdida econdémica de aproximadamente 3 millones de pesos, por el sacrificio de
265 animales ovinos exportados de México a Colombia, la razén fue la deteccion
de anticuerpos contra LVPR en 17 animales positivos a serologia por la prueba de
inmunodifusion en gel de agar (IDGA) (CONASA, 2013). En 2016, las infecciones
por lentivirus en los ovinos fueron incluidas en el Diario Oficial de la Federacion
publicado el 4 de mayo de 2016 (DOF,2016).

Agente etioldgico.

Los LvVPR pertenecen a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae,
género Lentivirus. Su genoma estd compuesto por dos copias idénticas de ARN
lineal de polaridad positiva de 8.4 - 9.2 kb de longitud. La particula viral mide entre
80 a 100 nm de diametro, sensible al calor, detergentes y formaldehidos. Los
LVPR se conforman de aproximadamente un 60% de proteinas, 35% de lipidos,
3% de carbohidratos y 1% de ARN (Sidgursson et al.1957, Pétursson et al, 1992,
ICTV 2009).

El Género lentivirus incluye al virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1y 2
(VIH), virus inmunodeficiencia felina (FIV), virus de la anemia infecciosa equina
(EIAV), Virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS), virus de la inmunodeficiencia
bovina (VIB), y virus de la artritis y encefalitis caprina y virus maedi-visna (LvPR)
(ICTV, 2009).
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El genoma ARN viral posee tres genes que codifican para las proteinas
estructurales, organizados de la siguiente manera: 5’-gag-pol-env-3’ (Figura 1). El
gen gag (antigeno especifico de grupo), presenta un tamafo entre 1229 — 1479
nucleotidos de longitud que codifican para una poliproteina de 55 kDa (p55),
precursora de las proteinas de la nucleocapside (pl4), capside (p25) y matriz
(p17). El gen pol, Comprende entre 2934 — 3333 nucledtidos de longitud, codifica
para las enzimas virales; transcriptasa reversa, proteasa e integrasa viral, las
cuales son esenciales para iniciar el ciclo replicativo y la integracion del ADN en la
célula hospedadora en forma de provirus. Aunado a esto, el gen pol codifica para
la enzima dUTPasa, necesaria para la infeccibn en monocitos/macrofagos y
células dendriticas. Por ultimo, el gen env comprende 2, 549 - 2, 999 nucledétidos
de longitud, que codifican para dos proteinas, la primera denominada de
transmembrana (TM, gp45) y la segunda de superficie (SU, gpl135). La proteina de
superficie, es la encargada del reconocimiento y fusién con el receptor de la célula
hospedadora y la induccion de anticuerpos neutralizantes. Como otros lentivirus,
los LVPR, contienen ademas otros genes que codifican para proteinas accesorias
implicadas en los procesos de transcripcion y replicacion viral. La proteina vif
denominada factor de la infectividad viral, es una proteina altamente conservada,
que induce una respuesta débil ante el sistema inmunolégico del hospedero en
condiciones in vivo, ademas de estar involucrada en los procesos de replicacion y
patogenicidad viral. La proteina vpr-like, incrementa la expresién genética viral y
por ultimo, la proteina rev, regula la expresion de proteinas del viridn y sintesis de
los transcriptos de ARN viral (Narayan et al., 1990, Pétursson et al, 1992,
Clements et al., 1996, Murphy, 1999). A continuacién, en la figura 1 se muestra
una representacibn esquematica de la estructura de un lentivirus y su

conformacién proteica.
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de lentivirus de pequefios
rumiantes. Adaptado de Glaria, 2015.

Una de las caracteristicas de los lentivirus en su ciclo de replicacion es la
integracion de una copia de ADN intermediario en el genoma de la célula
hospedadora denominado como provirus. El provirus se encuentra flanqueado en
sus extremos por una regiéon no codificante de repeticion larga (LTR, Long
Terminal Repeat) (Figura 2.). La secuencia LTR, regula la transcripcion, el periodo
de latencia y la expresion viral. El provirus de los lentivirus se transcribe en el

nucleo celular donde se sintetiza el genoma. (Pétursson et al, 1992).

Figura 2. Representacion esquematica del provirus de LvPR. Adaptado de
Minguijon 2015.
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Actualmente los LVPR, se clasifican en 5 grupos genéticos denominados del A-E,
los cuales presentan una diferencia de un 25 — 37% en sus secuencias de
nucleotidos de dos fragmentos del genoma, uno de 1.8 Kb procedente del gen gag
y el segundo de 1.2 Kb perteneciente al gen pol. En el grupo genético A se han
reconocido 15 subtipos genéticos diferentes (A1-A15), mientras que para el grupo
B, solamente tres subtipos genéticos (B1-B3), en el grupo C, se encuentran
clasificados los aislamientos de Noruega, y en el genotipo D las secuencias de
Suiza y Espafia (Reina et al., 2010, Glaria et al., 2012, Shah et al., 2004, Kuhar et
al, 2013, Rachid et al, 2013, Workman et al, 2017). EIl grupo genético E contiene
dos subtipos genéticos procedentes de aislamientos en Italia (Greco et al., 2009)
(Figura 3).
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Figura 3. Clasificacion de los grupos genéticos de lentivirus de pequefios

rumiantes (LvVPR). Adaptado de Ramirez et al., 2016.
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Se ha descrito que los genotipos B, C y D, asi como los genotipos Al, A3, A4, A5,
A6, A9, All, A12 y A13, son capaces de compartir la infeccion entre los ovinos y
caprinos. Los subtipos que se han descrito solamente en una de las dos especies
son: A2 y A15 en ovinos; y A7, A8, A10, Al4; E1 y E2 en caprinos (Pisoni et al.,
2010).

Replicacién viral.

El ciclo de replicacion inicia cuando la glicoproteina de superficie SU, gp135 de los
lentivirus reconoce al receptor celular presente en las células permisivas a la
infeccion con LvPR como los monocito/macréfago y células dendriticas,
posteriormente, se da un cambio conformacional de la proteina de Ila
transmembrana (TM gp46) que conlleva a la fusion de la membrana viral con la
membrana celular, la nucleocapside es liberada dentro del citoplasma, para la
transcripcion del ARN viral, posteriormente la transcriptasa reversa sintetiza una
copia complementaria de ADN (provirus), la cual es transportada al nacleo para su
integracion en el ADN cromosomico de la célula. La integracion del provirus se
lleva a cabo mediante secuencias cortas ubicadas en la region no codificante LTR,
las cuales son complementarias con las secuencias del ADN cromosémico de las
células permisivas fagociticas-mononucleares. El provirus permanece en forma
latente en los monocitos hasta la maduracion en macréfagos, en este momento se
activan factores transcripcionales que inician la expresion de ARN mensajero
(ARNmM) para la expresion de proteinas y sintesis de nuevas particulas virales. Las
proteinas codificadas por los genes estructurales gag y pol son sintetizadas en los
ribosomas libres en el citoplasma celular, mientras que las proteinas codificadas
por el gen env se sintetizan en el reticulo endoplasmico rugoso, para después ser
modificadas en el aparato de Golgi y ensambladas junto con ARN gendmico para
formar la estructura viral. Estas estructuras son liberadas por gemacion a través
de la membrana plasméatica, sin producir lisis celular, de este modo el virus
asegura la continuidad de la infeccion (Figura 3). (Coffin, 1996, Cunha et al., 2001,
Rauddi, 2005)
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Figura 4. Esquema de replicacion viral de LvPR. Adaptado de Perdigones, 2004
Mecanismo de transmisién de los LvPR.

La infeccion por LVPR, se da durante los primeros meses de vida principalmente
por la ingesta de calostro procedente de hembras previamente infectadas
con LVPR, sin embargo, se ha descrito que los ovinos y caprinos puede adquirir la
infeccion por aerosoles a través del contacto directo prolongado y por agua y/o
alimento contaminado (Blacklaws et al., 2004), se ha detectado la presencia de
ADN proviral en el tracto reproductor de las hembras por lo que es posible la
transmision de forma intra-uterina, asi como en el tracto genital de machos y
liguido seminal (Barlough et al., 1994, Mohamad et al., 2012, Andréia et al, 2013)

Patogenia viral.

Una vez que entra el virus al animal es absorbido a nivel intestinal, por las células
blanco monocitos y macréfagos, cuando los monocitos maduran a macréfagos, la

replicacion del virus aumenta, de esta forma el virus puede ser trasladado a
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distintos organos del hospedero evadiendo la respuesta inmune, mecanismo
conocido como “Caballo de Troya”. Los ovinos y caprinos infectados con LvPR,
presentan un estado de viremia breve, que conlleva a la induccién de anticuerpos
contra las proteinas de superficie SU, gpl35 y de capside CA, p25. Los
anticuerpos contra la infeccion por LVPR, se producen en las fases tempranas, sin
embargo, la respuesta inmune en el hospedero, es incapaz de mantener titulos
altos de anticuerpos neutralizantes, cuando la infeccion pasa de un estado latente
(provirus) a productiva (infeccion persistente). La infeccidon latente se caracteriza
por una replicacion viral en concentraciones reducidas, principalmente en ganglios
linfaticos, en donde es captado por células presentadoras de antigenos, las cuales
van a ser contenidas por los linfocitos, lo que conlleva a procesos inflamatorios
cronicos en los érganos blanco, y por lo tanto, la aparicion de los cuadros clinicos.
(Peluso et al., 1988, Narayan et al., 1989, Cheevers et al., 1988, Blacklaws et al.,
1995).

Los LVPR, se replican en monocitos ubicados en sangre, pulmones, bazo y
médula, células dendriticas, células de plexo coroideo, células epiteliales vy
fibroblastos de piel de ovino (Gendelman et al., 1985; Peluso et al., 1988, Brodie et
al., 1993)

Cuadros clinicos.

El periodo de seroconversion por LVPR en ovinos y caprinos, se estima a partir de
los seis meses a los dos afios de edad, sin embargo, la mayoria de las infecciones
en los ovinos pueden ser asintomaticas (ausencia de cuadros clinicos), la cual,
depende directamente de las propiedades genéticas y antigénicas de la cepa viral.
De acuerdo con algunos autores, solamente un 30% de los animales infectados
desarrollan la enfermedad clinica, la cual esta directamente relacionada con la
expresion viral. Los cuadros clinicos comunmente presentados en los ovinos
incluyen problemas neuroldgicos, respiratorios y en caprinos jévenes problemas

neuroldgicos y en el estado adulto articulares (Pétursson et al., 1976).
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a.- Nerviosos

La presentacion nerviosa se suele presentar en animales jovenes entre los dos a
seis meses de edad, en la cual se puede observar leuco encefalomielitis,
caracterizada por ataxia unilateral o bilateral de los miembros posteriores vy
cojeras. Al inicio de la presentacién de los cuadros clinicos se puede observar
dificultad al caminar, debilidad de miembros posteriores, postracion, inclinacion de
la cabeza, torticolis, temblor en los labios, paraplejia, temblores musculares,
ausencia de fiebre y muerte por inanicion. En cerebro y médula espinal se
observan lesiones inflamatorias con infiltracion de células mononucleares de forma
multifocal con gliosis astrocitica y desmielizacion (Trigo, 1991, Pétursson et al.,
1992, Ramirez et al., 2010).

b. Respiratorios

La forma respiratoria se presenta en animales adultos mayores de los dos a cuatro
afos de edad, uno de los primeros signos que se pueden observar es la pérdida
de peso (caquexia), retraso en el crecimiento e intolerancia al ejercicio, pudiendo
incluso llegar a la muerte por anorexia. Los cuadros clinicos respiratorios incluyen,
neumonia cronica, tos seca, sin fiebre, lo que conlleva a la muerte por problemas
respiratorios por agentes secundarios, principalmente bacterianos. Los pulmones
aumentan de peso y volumen, conteniendo focos mdultiples de 1 — 1.5 mm de
diametro de color gris bien delimitados, las lesiones microscopicas incluyen
engrosamiento de los alvéolos pulmonares con infiltracion de células
mononucleares, hiperplasia del musculo liso y fibrosis (Pétursson et al., 1990,
Pétursson et al., 1992, Brodie et al., 1998, Ramirez, 2010).

c.- Articulares

La presentacion de cuadros artriticos es una de las manifestaciones mas
importantes en los caprinos. Los animales con este problema presentan

deformidades en las articulaciones, siendo las mas afectadas suelen ser las
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articulaciones del carpo y las del tarso, la artritis puede ser unilateral o bilateral, los
animales que se ven afectados pierden peso hasta quedar postrados. La cantidad
de liquido sinovial en las articulaciones incrementa, al igual que la concentracion
de células mononucleares, las articulaciones pueden contener fibrina y color rojizo
o pardusco. Microscopicamente, se observa sinovitis proliferativa crénica,
hiperplasia de membrana sinovial con infiltracion de macrofagos, linfocitos y

células plasmaticas (Narayan et al., 1990, Trigo 1991., Pétursson et al., 1992).
d.- Glandular

La presencia de mastitis se pude presentar tanto en ovinos como en caprinos, la
ubre aumenta de tamafio, se vuelve asimétrica y dura. La mastitis es indurativa
difusa, bilateral, crénica, no dolorosa, los ganglios linfaticos supramamarios se
hipertrofian. Una de las causas mas importantes que se observa es una reduccién
en la produccién y calidad de la leche, lo que conlleva a pérdidas econémicas.
Este tipo de mastitis por LVPR se caracterizan por presentar una inflamacion no
supurativa con infiltrado difuso de células mononucleares (Trigo, 1991, Pétursson
et al., 1992)

Diagnostico.

Las pruebas para la deteccion de anticuerpos contra LvVPR en los ovinos y
caprinos incluyen, el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
(Daltabuit, 2006, Ramirez et al, 2013), que actualmente se encuentran disponibles
de forma comercial los cuales emplean diferentes formatos y disefios como, virus
purificado, proteinas recombinantes y péptidos sintéticos y/o la combinacion entre
ambos. La prueba de ELISA tipo competitiva se basa en el reconocimiento de
anticuerpos contra la proteina de superficie SU gp135 (Small ruminant lentiviruses
antibody test, VMRD) (Houwers et al., 1982, Ramirez et al., 2013), mientras que la
prueba de ELISA indirecta, se basa en la combinacion de una proteina
recombinante denominada p28 y un péptido inmunogénico sintético contra la
proteina TM gp46 codificada por el gen env (Chekit CAEV/IMVV, IDEXX). Los
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métodos de ELISA comerciales emplean proteinas que derivan de los genes gag y
env (Zanoni et al., 1994). Otro método disponible para la deteccidén de anticuerpos
contra LVPR, es por inmunodifusion en gel de agar con el antigeno Pourquier p28
(Pourquier® AGID CAEV p28 Ab Test). Las pruebas complementarias para la
confirmacion de anticuerpos contra LVvPR, incluyen Western blot,
inmunofluorescencia, radioinmunoprecipitacion e inmunohistoquimica, sin
embargo, requiere de personal capacitado y tiempos relativamente prolongados
para la realizar la identificacion, asi como un alto costo por la prueba. Las pruebas
seroldgicas cuentan con algunas limitaciones como son; tiempos prolongados para
inducir seroconversion, bajos titulos de anticuerpos que, en pruebas poco
sensibles, pudiera otorgar resultados falsos negativos y una reducida
compatibilidad con los antigenos utilizados en la prueba diagnéstica (Ramirez et
al, 2013)

Los métodos moleculares, han sido de gran utilidad como pruebas
complementarias para la deteccion del ARN viral o provirus. La técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y PCR tiempo real, han sido las
mayormente utilizadas, para confirmar la ausencia de provirus en células
mononucleares de sangre periférica en ovinos y caprinos negativos a la serologia.
Los métodos moleculares al igual que las pruebas seroldgicas también presentan
algunas limitaciones, por lo tanto, se debe evaluar la especificidad de los
iniciadores y realizar una correcta eleccion de la region blanco del genoma que se
desea amplificar, actualmente, se han reportado diversos métodos
experimentales, para la identificacion del provirus que incluye la identificacion de la
region no codificante de terminacion larga (LTR), y los genes estructurales gag,
pol y env de LvPR. (Barquero et al, 2013, Ramirez et al, 2013, Kuhar et al, 2013)
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. JUSTIFICACION

La produccién ovina en el Estado de México y Querétaro aportan un 16% de la
producciéon anual nacional (SIAP, 2016). Sin embargo, existen pocos reportes
sobre la infeccion natural de LvPR en ovinos ya que hasta 2016 se integré dentro
del grupo 3 de enfermedades de reporte obligatorio mensual del Diario Oficial de

la Federacion.
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. OBJETIVO GENERAL

e Detectar serologica y molecularmente la infeccidn por lentivirus en ovinos y

caprinos de dos estados de la region del altiplano mexicano.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Detectar anticuerpos especificos contra la proteina de superficie (SU,

gp135) de LVPR, utilizando una prueba comercial.

e Evaluar la propiedad antigénica de una proteina recombinante de la capside

CAp25 de LVPR, en sueros provenientes de ovinos y caprinos.

e Identificar el provirus en células mononucleares de sangre periférica e

hisopados nasales de ovinos y caprinos.
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V. MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental.

Se realizd un muestreo transversal no probabilistico (muestreo de sujetos
disponibles) en sistemas de produccion en donde co-habitaban caprinos y ovinos
del Estado de México y Querétaro. EI nUmero de muestras fue calculado con la
férmula de Canon y Roe con un limite de confianza del 95%, utilizando una
frecuencia previamente reportada en ovinos de 5% por Sanchez, et al., 2016. El
namero de muestras de sangre con anticoagulante (heparina), sin anticoagulante
e hisopados nasales a colectar fue de 35 ovinos y caprinos por unidad de

produccion.

En México, la infeccion por lentivirus en los ovinos puede presentarse de forma
asintomatica (ausencia de cuadros clinicos), sin embargo, existe evidencia
cientifica que el subtipo genético B1 enzodtico en caprinos, representa un factor
de riesgo para la transmision interespecie. Con base en esta informacién, se
eligieron unidades de produccion en donde cohabitaran ambas especies, con la
intencidn de incrementar la probabilidad de encontrar la presencia de anticuerpos

y provirus en la especie ovina.
Coleccion de muestras.

Las muestras colectadas fueron sangre sin anticoagulante para la separacion de
suero, sangre con anticoagulante para la separacion de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) e hisopados nasales, los cuales fueron colocados en
criotubos con 1 ml de Medio de transporte medio minimo esencial modificado
Dulbecco (DMEM).

Todas las muestras se transportaron a 4°C para su procesamiento en el
laboratorio de Virologia del CENID-Microbiologia Animal del INIFAP.
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Procesamiento.

Suero

Las muestras de sangre sin anticoagulante fueron centrifugadas durante 15
minutos a 800 x g, posteriormente se colectd el suero en dos alicuotas cada una
de 1 ml. Los sueros fueron almacenados -20°C, para realizar la deteccion de

anticuerpos contra LvVPR.
Células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

A partir de las muestras de sangre con heparina se realizdé la separacion de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por gradiente de densidad
empleando el reactivo comercial Ficoll-Paque PREMIUM® (GE Healthcare), de
acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Brevemente. En un
tubo falcon de 15 ml, se colocd tres mililitros (ml) del reactivo Ficoll-Paque
PREMIUM®, posteriormente se afadieron tres ml de sangre con heparina, las
muestras fueron centrifugadas a 1,800 rpm durante 30 minutos en condiciones de
refrigeracion (4°C). Posteriormente, se identificé en el gradiente de densidad, las
CMSP, las cuales fueron colectadas con una micropipeta en tubos de 1.5 ml

nuevos y estériles. Finalmente, las CMSP fueron almacenadas a -20°C.

Extraccion de ADN de células mononucleares de sangre periférica e

hisopados nasales.

La extraccibn de ADN gendmico, se realiz6 con el producto comercial Quick-g
DNA Mini Prep (Zimo Research No. Cat. D3025), siguiendo las especificaciones
proporcionadas por el fabricante. Posterior a la extraccion las muestras fueron

conservadas a -20°C.

Deteccién de anticuerpos en ovinos y caprinos contra la proteina de

superficie (SU, gp135) de LVPR, utilizando una prueba comercial.

15 I Jossué Gabriel Loeza Cortina



DETECCION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES QUE 2017
CIRCULAN DE FORMA NATURAL EN OVINOS DE DOS ESTADOS DEL ALTIPLANO MEXICANO

Ensayo inmunoenziméatico de tipo competitivo (ELISAC).

La prueba se realiz6 con un paquete comercial para la deteccion de anticuerpos
dirigido a la proteina de superficie (SU, gpl35) de LvVPR (Small Ruminant
Lentivirus Antibody Test Kit VMRD No. Cat. 289-2), siguiendo las especificaciones
proporcionadas por el fabricante.

Posteriormente se realizo la lectura de las absorbancias y se calculo el porcentaje

de inhibicion con la siguiente férmula:

% | = 100 [1 — (densidades Opticas de las muestras / el promedio de las

densidades Opticas de los controles negativos)].

Los resultados fueron interpretados de la siguiente manera. Sueros con un
porcentaje mayor o igual a 35%, fueron considerados como positivos, mientras

gue los sueros con un porcentaje menor a 35%, se consideraron como negativos.

Evaluacion de la propiedad antigénica de una proteina recombinante de la

capside CAp25 de LVPR, contra sueros provenientes de ovinos y caprinos

A partir de una clona de Escherichia coli BL21 (E. coli BL21) que expresa la
proteina recombinante de la capside (CA, p25) de LvPR generada por, Valladares,
2016. Se comenzo el proceso de produccion y purificacion para la evaluaciéon de la
propiedad antigénica de la proteina recombinante de la capside (CA, p25) de
LvPR. Con base en los resultados obtenidos en la deteccidén de anticuerpos contra
LVPR por la prueba comercial, se seleccionaron un suero testigo positivo con el
mayor porcentaje de inhibicién y un suero testigo negativo con el menor porcentaje
de inhibicién tanto de ovino como de caprino, para determinar los parametros de
cantidad de antigeno, dilucion inicial de suero y titulacion del conjugado.
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Produccion y purificacion de proteina recombinante P25 de LVPR.

La proteina recombinante de la capside (CA, p25) de LVPR, expresada en E. Coli
BL21, se inocul6 en un precultivo, de 10 ml de medio Luria-Bertani (LB), el cual fue
incubado por 12 horas, con una agitacion de 200 rpm y una temperatura de 37°C.
Posteriormente a los precultivos, se les midié absorbancia, y se tomé un mililitro
para transferirlo a 50 ml de medio LB, a partir de una absorbancia de 0.1
unidades, los cultivos fueron colocados en agitacion por una hora hasta que
alcanzaron 0.3 - 0.4 unidades de absorbancia, posteriormente, fueron inducidos
con 1.0 milimolar (mM) de IPTG e incubados en agitacion, durante 18 horas y al
dia siguiente se obtuvo el paquete celular para realizar la extraccion de proteinas
totales de la fase soluble e insoluble donde se recuperaron y purificaron los

cuerpos de inclusién (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Protocolo del CENID-MA para la obtencion de cuerpos de inclusion.

Centrifugar los 50 ml de medio de expresion a 6000 rpm por 10 minutos.
Lavar con 20 ml de agua y centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos.

Resuspender el paquete celular en 5 ml de sacarosa al 2%.

1

2

3

4 Agitar a 250 rpm por 10 minutos.

5 Centrifugar a 6000 rpm por 20 minutos.

6 Resuspender en Tris-HCP 50 mM pH?7.

7  Agitar a 250 rpm x 10 minutos.

8 Aifadir 5 ml de perlas y romper en vértex por 1.5 horas intercalando 5 minutos
de contacto con hielo por 10 minutos en vortex.

9 Separar las perlas con una gasa y lavar con 2 ml de Tris — HCL 50 mM a pH?7.

10 Centrifugar el lisado a 6000 rpm por 20 minutos.

11 Resuspender el paquete celular en 5 ml de tritén 1%.

12 Agitar a 250 rpm por 10 minutos.

13 Centrifugar a 6000 rpm por 20 minutos.

14 Re suspender el precipitado en 5 ml de agua Milli Q.

15 Agitar a 250 rpm por 10 minutos.

16 Centrifugar a 6000 rpm por 20 minutos.

17 Re suspender el precipitado en 5 ml de Tris-HCP + urea 8M a pH 7.5.

18 Centrifugar a 6000 rpm por 20 minutos.

19 Al precipitado agregarle 5 ml de sarcocyl 5%.

20 Agitar por 1 hora a 250 rpm.

21 Dejar al menos por 6 horas en inclinacién.

22 Ajustar pH 8.

23 Centrifugar a 6,000 rpm por 20 minutos.

24  Filtrar la parte soluble en 0.45 pm.

25 Se coloca en membrana de dialisis con buffer de Tris Hcl 5mM pH 7.5. con 3

cambios de buffer.
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La visualizacion de la proteina CA, p25 recombinante de LvPR se llevo a cabo en
geles de poliacrilamida al 12.0%. En la figura 5, se muestra las fases de
purificacion de la proteina recombinante expresada en E. coli BL21, y la proteina

purificada por columna de afinidad (Figura 6).

M 1 2 3 4 5 6 7

<
180 kDa
<
100 kDa
. <
70 kDa
< —
55kDa
Peso estimado de 41 kDa
40 kDa

<
35kDa

Figura 5. Deteccion de la proteina recombinante CA, p25, de LvPR. M.- Marcador
de peso molecular, carril 1.- proteina de los cuerpos de inclusién, 2.- Filtrado de
proteinas, 3.- Proceso de lavado, de los carriles 4 al 7 elusion de la proteina
recombinante CA, p25 de LvPR. Fuente: Cerritefio et al., 2017 (Publicaciéon en

proceso).

180 kDa

100 kDa
70 kDa

55kDa

<4—
40 kDa ”Peso estimado de 41 kDa

35kDa

Figura 6. Gel de poliacrilamida con la proteina recombinante CA, p25 de LvPR

purificada. Fuente: Cerritefio et al., 2017 (Publicacién en proceso).
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La cuantificacion de la proteina recombinante CA, p25 de LVPR, se realizé por el
método de Bradford, utilizando como referencia una curva estandar de albumina
sérica bovina con concentraciones descendentes previamente conocidas (Figura
7). Posteriormente, fueron calculadas las concentraciones de expresion en pg/ml
de la proteina recombinante purificada, utilizando un analisis de regresion lineal

con una eficiencia del 0.9873 (Figura 7).

En la curva se observa la formula empleada para cuantificar la proteina CA, p25

por pg/ml.

CURVA DE ALBUMINA
0.6
0.5 - = — @
"‘-‘ )
g 04 ® >
w
203 - —
8 P y =0,0214x + 0,0129
e e R? = 0,9873
0.1 - - -
¥
0 ¢
0 5 10 15 20 25 30
Contracion.

Figura 7. Curva de albumina sérica bovina para cuantificar de la proteina
recombinante CA, p25 de LVPR.

Los sueros testigos positivos y negativos de ovinos y caprinos fueron evaluados

por Western blot (Cuadro 2, Figura 8).
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Cuadro 2. Procedimiento para prueba de Western Blot.

10

11

12

13

14

15

Sumergir la membrana por 30 segundos en metanol.

Lavar en agitacion constante en agua por 5 minutos.

Lavar el gel y la membrana en buffer de transferencia en agitacion constante
por 10 minutos.

Mojar por capilaridad seis papeles filtro en buffer de transferencia.

Colocar en la superficie del equipo de transferencia (Trans-Blot® Turbo™)
tres papeles filtro, posteriormente la membrana, el gel de poliacrilamida con
las proteinas a transferir y por ultimo, y otros tres papeles filtro, procurando
gue no queden burbujas al interior.

Cerrar el equipo colocando las condiciones de transferencia, a 200
miliamperios (mA), 24 voltios, por 50 minutos.

Sacar la membrana lavar en agitaciéon constante con agua por 10 minutos,
después lavar en TBS+Tween por 10 minutos.

Poner en agitaciéon en rojo de ponceau, para ver que se hayan realizado la
transferencia de las proteinas a la membrana de PVDF.

Poner las membranas en TBS+Tween con el 5% de leche, en agitacién
constante por toda la noche a 4°C.

Colocar el suero diluido en TBS+Tween con el 5% de leche, en agitacion
constante por 2 horas a temperatura ambiente.

Lavar con TBS+Tween por 10 minutos en tres ocasiones.

Colocar el anticuerpo secundario diluido TBS+Tween con el 5% de leche, en
agitacion constante por 2 horas a temperatura ambiente.

Lavar con TBS+Tween por 10 minutos en tres ocasiones.

Revelar, con 12 mg de DAB disueltos en 10 ml de PBS 1x, agregando 300 pl
de agua oxigenada al 3.34%, hasta observar las bandas.

Detener la reaccion con agua Milli-Q.
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Figura 8. Western Blot de los sueros testigos positivos y negativos. Los carriles
denominados como C+, indican la reaccién antigeno-anticuerpo de la proteina
recombinante CA, p25 recombinante confrontada con el suero testigo positivo. Los
carriles C-, indican la ausencia de reaccion antigeno — anticuerpo de la proteina
CA, p25 confrontada con el suero testigo negativo. los controles negativos de la
prueba y M14, corresponde a una muestra de suero testigo positivo para validar la

prueba. Fuente: Cerritefio et al., 2017 (Publicacion en proceso).

Utilizando la proteina recombinante CA, p25 de LVPR purificada, se llevd a cabo
una ELISA indirecta, para la detecciébn de anticuerpos en sueros de ovinos y
caprinos, estableciendo previamente un protocolo preliminar indicado en el cuadro
3. Los resultados fueron interpretados con los valores de absorbancia y

correlacionados con los de ELISA competitiva comercial.
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Cuadro 3. Procedimiento para la prueba de ELISA.

10

11
12

Sensibilizar la placa con la proteina CA, p25 diluida con buffer de carbonatos
0.05M pH 9.6 con 100ul por pozo y dejar reposando por 24 horas, a 4°C.
Lavar con PBS + tween 0.05% con 250ul por pozo en tres ocasiones.
Bloguear con albumina al 2% o leche 5% en PBS + tween con 100yl por pozo
dejando incubar toda la noche a 24°C.

Lavar con PBS + tween 0.05% con 250ul por pozo tres ocasiones.

Colocar los sueros diluidos en PBS + tween o leche al 5%, 100ul por pozo,
dejando incubar por 1 hora a 37°C.

Lavar con PBS + tween 0.05% con 250ul por pozo en tres ocasiones.
Colocar el anticuerpo secundario + HRP diluido en PBS + tween o leche al
5%, 100ul por pozo, dejando incubar por 1 hora a 37°C.

Lavar con PBS + tween 0.05% con 250ul por pozo en tres ocasiones.
Colocar 100ul por pozo de solucion de rebelado, (esta debe estar a
temperatura ambiente), y a una solucién de 1:1 de los dos componentes de la
solucioén.

Tapar para que no llegue la luz a la placa, hasta que se vea la coloracién azul
de la reaccion 10-20 min aproximadamente.

Detener la reaccion con 100ul por pozo de acido sulfarico 2M.

Leer la placa con un filtro de 450 nm.

Identificacidén del provirus en células mononucleares de sangre periférica e

hisopados nasales provenientes de ovinos y caprinos.

Reaccion en cadena de la polimerasa punto final.

A partir del ADN purificado a partir de CMSP de ovinos y caprinos, se realizo la

amplificacion de 233 nucleodtidos de la region no codificante larga terminal (LTR)

de LVPR, de acuerdo a lo reportado por Sanchez et al., 2016. A continuacion, se

muestra la secuencia de los iniciadores utilizados en la Prueba de PCR punto final
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Secuencia de los iniciadores.

Nombre Secuencia Tamano
FWLTR GAAACTTCGGGGACGCCTG
RV LTR CCTCGCCATGTCTCTATCTAG

233

La reaccion de PCR, se llevé a cabo en un volumen final de 12.5 ul, empleando
una polimerasa comercial (PCR, Master Mix (2X), Thermo Scientific) (Cuadro 5).
Las condiciones de PCR, fueron desnaturalizacion inicial a 95°C por tres minutos,
desnaturalizacién a 95°C por 15 segundos, alineamiento a 56°C por 30 segundos,
extension a 72° por 30 segundos (40 ciclos) y un ciclo de extensién final a 72°C

por 10 minutos. (Figura 9)

Cuadro 5. Mezcla de reaccion de PCR.

Componente ul
Master Mix 6
Iniciador FW 1
Iniciador RV 1
H20 2
ADN 2.5
Total 12.5
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45 ciclos
95°C 95°C
3 min. 15 seg. 120 LA
se’c - 30seg. 10 mi
30 seg.
1 Temp. 3 Temp 2Temp

Figura 9. Representacion esquematica de las condiciones térmicas programadas

en el termociclador
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V. RESULTADOS y DISCUSION

Deteccién de anticuerpos en ovinos y caprinos contra la proteina de

superficie (SU, gp135) de LVPR, utilizando una prueba comercial
Ensayo inmunoenzimético de tipo competitivo.

La deteccion de anticuerpos contra la proteina de superficie Su, gp135 de LVPR,
se realiz6 en 71 sueros de ovinos y 44 sueros de caprinos prevenientes del Estado
de México (Cuadro 6) y Querétaro (Cuadro 7), las muestras fueron analizadas por

duplicado.

Cuadro 6. Resultados de la prueba de ELISAc en ovinos y caprinos del Estado de

México.

Muestras Negativo Positivo  Total
Ovino 32 4 36
Caprino 8 1 9

Para las muestras procedentes del Estado de México se obtuvo un 11.1% de
serologia positiva a la prueba de ELISAc en los ovinos como en caprinos, en esta

unidad de produccion el manejo es semi-intensivo.

Cuadro 7. Resultados de la prueba de ELISAc en ovinos y caprinos para el estado

de Querétaro.

Muestras Negativo Positivo  Total
Ovino 33 2 35
Caprino 29 6 35

Se obtuvo un 5.7% de frecuencia serologica positiva a la prueba de ELISAc en

ovinos mientras que en caprinos fue un 17.1%, para las muestras procedentes del
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estado de Querétaro, cabe destacar que en esta unidad de produccién tiene un
sistema de produccion intensivo, en el que tanto ovinos como caprinos se ordefian
para la elaboracién de quesos. Destacando que la seropositividad en ovinos fue
mayor en el Estado de México a diferencia de Querétaro y la de los caprinos fue

mayor en el estado de Querétaro.

Cuadro 8. Resultados de la prueba de ELISAc en ovinos y caprinos en dos

estados de la region del altiplano mexicano.

Muestras Negativo Positivo  Total

Ovino 65 6 71
Caprino 37 7 44

De acuerdo con la interpretacion planteada en material y métodos se obtuvo seis
muestras con un porcentaje de inhibicion mayor al 35%, lo que corresponde a una
frecuencia seroldgica positiva del 8.4% en los sueros ovinos, por otra parte, en
caprinos siete sueros presentaron un porcentaje de inhibicibn mayor al punto de
corte, lo que corresponde a una frecuencia serolégica positiva del 15.9%. En un
estudio realizado por Flores en 2015, en el estado de Sinaloa en el cual reporta
gue con la prueba comercial de ELISA para la deteccion de anticuerpos contra la
proteina de superficie (SU, gp135), no detecté anticuerpos contra la proteina de
superficie SU, gp135 en sueros de ovinos, mientras que en caprinos encontré una
seroprevalencia del 13.47% (Flores, 2015). En otro estudio reportado por Sanchez
y colaboradores en 2016, analizaron sueros de ovinos pelibuey para la deteccion
de anticuerpos contra la proteina de superficie utilizando la ELISA comercial, los
resultados mostraron la ausencia en la deteccion de anticuerpos, sin embargo, a
través de un ELISA indirecta basada en péptidos sintéticos contra la proteina de la
transmembrana (TM, 46) la frecuencia serologica positiva fue del 24 al 28%
(Sanchez et al., 2016).

Por otra parte, Gonzalez y colaboradores en 2016, detectaron un 19.2% de

frecuencias serolOgicas positivas en sueros de ovinos provenientes de diferentes
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estados de la republica mexicana (Gonzalez et al., 2016). La prueba comercial de
ELISA competitiva, se basa en la deteccidn de la proteina de superficie Su, gp135
proveniente de una cepa estandar de caprino que pertenece al subtipo genético
B1, por lo tanto, la variacion de los resultados, puede estar asociada a la
transmision interespecie del subtipo genético B1 en los ovinos, para los casos
positivos con la ELISA competitiva comercial o por otra parte, en los sueros
negativos de ovino, la variabilidad antigénica en regiones inmunodominantes o la

presencia de otros grupos genéticos diferentes al B1.

Evaluacion de la propiedad antigénica de una proteina recombinante de la
capside CAp25 de LVPR, contra sueros provenientes de ovinos y caprinos.

La concentracion de la proteina recombinante de la capside (CA, p25)
determinada por el método de Bradford, mostré un rendimiento de 16.42 pg/m.
Para estandarizar el ensayo preliminar se sensibilizaron placas Maxisorp con
concentraciones ascendentes de la proteina recombinante de la cépside (CA,
p25), la cual fue evaluada con sueros testigos positivos y negativos de caprinos,
en la grafica se muestra los valores de absorbancia para cada una de las

concentraciones evaluadas.

: I
o ? S ? 8

450 m
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Figura 10. Gréfica para determinar la concentracion de proteina.

28 I Jossué Gabriel Loeza Cortina



DETECCION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES QUE 2017
CIRCULAN DE FORMA NATURAL EN OVINOS DE DOS ESTADOS DEL ALTIPLANO MEXICANO

Con base a los resultados se determiné que la concentracion de 100 ng, fue la
Optima para llevar a cabo la sensibilizacién de las placas Maxisorp, debido a que
los valores de absorbancia de los controles testigos positivo y nhegativos,
presentaron la proporcion mas amplia en unidades de absorbancia. La cantidad de
antigeno empleado en el presente estudio concuerda con lo reportado por Sanjosé
y colaboradores en el 2016, que utilizaron 100 ng de dos péptidos sintéticos para
la deteccion de anticuerpos contra la proteina de la transmembrana de LVPR
(Sanjosé et al., 2016), sin embargo en otros estudios donde se ha empleado virus
purificado para el desarrollo de ELISAS, han utilizado hasta 3.0 ug por cada pozo
para la sensibilizacion de las placas Maxisorp, lo que representa 30 veces mas a

la cantidad utilizada en nuestro estudio (Sardi et al., 2010).

Posteriormente , se determind la dilucion de los sueros testigos positivos y
negativos incluidos en la evaluacién a partir de 1:50, 1:100, 1:250 y 1:500, como
se observa en la figura 11, los valores de absorbancia del suero testigo negativo
en una dilucién de 1:100 fue menor a comparacion de una diluciéon de 1:50, por lo
gue se establecié como dilucion inicial para la identificacion de anticuerpos, con el
argumento de que las infecciones por lentivirus en ovinos y caprinos, pueden
presentar titulos de anticuerpos reducidos. En las diluciones 1:250 y 1:500 se
visualiz6 una reduccion significativa de la proporcion de los valores de
absorbancia de los sueros testigos positivo y negativo, lo que pudiera dar origen a
una reducida sensibilidad para el reconocimiento de la proteina recombinante de
la cipside (CA, p25) y conducir a resultados falsos negativos. Con esta prueba se
pudo determinar las diluciones del suero quedando como la mejor condicién 1:100
con la dilucién del anticuerpo secundario con 1:7500, pero se hicieron mas
diluciones del anticuerpo secundario para determinar si la lectura de los valores de
absorbancia basal del control testigo negativo presentaba mayor reducciéon (Figura
12). Para el desarrollo de un método estandarizado es importante realizar la
evaluacion de la concentracion de antigeno, dilucién inicial de las muestras

problema vy titular el conjugado.
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En el presente estudio, se realiz6 los ensayos preliminares para desarrollar una
prueba de ELISA, basada en una proteina recombinante homéloga a la de un
lentivirus que circula de forma natural en los caprinos altamente relacionado con el
subtipo genético B1. En un estudio reportado por Nascimento y colaboradores en
2013, evaluaron diferentes concentraciones de antigeno a partir de 0.125 pg hasta
1.0 pg, la dilucion inicial de los sueros problema a partir de 1.50 hasta 1:200 y
titulacion del conjugado a partir de 1: 2, 000 a 1:10, 000, las concentraciones
optimas finales que los autores reportan para su ensayo fueron de 0.25 pg de
antigeno, dilucién inicial del suero 1:200 y titulo del conjugado en 1: 3, 000
(Nascimento et al., 2013).

2.0

1.0 7

Walores de ABS 450 nm

0.0 -

[ o] [ o] = = [ o] [ o] = =
bl L =2 =2 g?l g?l Ly Loy
= o - -
= o = o
= = o [ o [ o [
Muesiras

Figura 11. Gréfica para poder determinar las diluciones de los sueros con

anticuerpos secundario 1:7500.
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Figura 12. Grafica para poder determinar las diluciones del anticuerpo secundario.

De igual forma se realiz6 un estudio preliminar para determinar la propiedad
antigénica de la proteina recombinante de la capside (CA, p25), en sueros ovinos
utilizando las mismas constantes de proteina determinada en la prueba de
caprinos, y utilizando los controles de caprino como testigos positivos y negativos
de la prueba, donde se busco6 determinar las mejores condiciones de la dilucion de
los sueros las cuales iban desde: 1:2, 1:10 y 1:20 y del anticuerpo secundario que
fueron de 1:5000, 1:7500 y 1:10000. (Figura 13).
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Figura 13. Grafica para determinar la dilucion de suero y anticuerpo secundario en

ovinos.

Como se observa en la figura 13 no se encontré reconocimiento de los sueros de
ovinos a la proteina recombinante de la capside (CA, p25), por lo que se
analizaron las secuencias la proteina de la capside para determinar variabilidad en
los epitopes antigénicos de esta proteina en los 10 subtipos de LVPR, reportados
gue afectan a los ovinos KV1514 (No. access. M60610), LV1 (No.
access.M10608), Kv1772 (No. access. L06906), Fonni (No. access. JF502416),
Volterra (No. access. JF502417), Spain 496 (No. access. FJ195346), Spain 697
(No. access. HQ848062), SA — MVV (No. access. M34193), P1OLV (No. access.
AF479638), 85/34 (No. access. AY101611) reportadas en el Gen Bank, todas

analizadas contra la proteina recombinante de la capside (CA, p25),
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Esta proteina presenta 8 determinantes antigénicos potenciales de los cuales solo
en cinco de ellos se encontr6 homologia con los epitopes previamente reportados
para lentivirus en caprinos, siendo la cepa espafiola 496 la que presentd mayor

compatibilidad antigénica (cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion de los epitopes de la proteina de la capside CA, p25 con
la secuencia de referencia de LvPR 496/Espafia.

Proteina p25 Secuencia Spain 496

Cododn Cododn Cododn Codon
n de Secuencia de n de Secuencia de

inicio término inicio termino
1 22 MFQQLQTVAMQHGLVS 37 1 14 SWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVS 37
2 41 ERQLAYYA 48 2 41 ERQLAYYA 48
3 55 DILEVLA 61 3 55 DILEVLA 61
4 95 GGLTVDQ 101 4 95 GGLTVDQ 101
5 120 ARQICLQWVISALRAVRH 137 5 120 ARQICLQWVISALRAVRH 137
6 159 FAARLLEA 166 6 159 FAARLLEA 166
7 168 DAEPVTQAIKEYLKLTLSY 186 7 168 DAEPVTQPIKEYLKLTLSY 186
8 197 MDRVLGQRVQQAS 209 8 197 MDRVLGQRVQQAS 209

Se realizd la prueba de ELISAI solo con los 44 sueros de caprinos para la
evaluacion de la proteina recombinantes de la capside (CA, p25) y detectar los

anticuerpos especificos para LVPR, los resultados se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Gréfica de dispersion con los valores de absorbancia de sueros de

caprinos.

En el estudio de Flores, 2015 en donde trabajo con una prueba de ELISAI con
péptidos sintéticos reportadas por de Andrés y colaboradores en 2013, En los que
con la prueba de ELISAI en Espafia encontraron la presencia de anticuerpos en
ovinos y caprinos, mientras que en este trabajo la proteina recombinante que se
utilizé para la ELISAI, no reconocio anticuerpos de ovinos contra LvPR (De Andrés
et al., 2013; Flores, 2015)

Identificacidén del provirus en células mononucleares de sangre periférica e

hisopados nasales provenientes de ovinos y caprinos.

Reaccidn en cadena de la polimerasa punto final.

La deteccion de provirus en células mononucleares de sangre periférica se llevo a
cabo a partir de 71 muestras de ovino y 44 de caprino. Los resultados por PCR
punto final presentados en el cuadro 7 mostraron una frecuencia positiva a la

deteccion del provirus del 9.8% para ovinos y un 18.2% de frecuencia positiva a la
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deteccion del provirus en caprinos. Asi mismo, se realizd la deteccion en
hisopados nasales en donde la frecuencia positiva fue del 1.4% en ovinos y un 0%
para los caprinos. La deteccion de provirus es importante en el diagnostico de
LVPR, como pruebas complementarias para detectar ovinos y caprinos con
infecciones latentes, que aun no han seroconvertido, y por lo tanto en la
evaluacion seroldgica son considerados como negativos. La deteccion de la region
no codificante LTR, ha sido ampliamente explorada para el desarrollo de
herramientas moleculares, en ovinos de la raza pelibuey se logré la deteccion de
un 31% de animales positivos por serologia (Sanchez et al., 2016) y en ambas

especies (Barquero et al., 2013).

Cuadro 10. Pruebas de PCR en ovinos y caprinos de Estado de México.

CMSP HN
+ - Total |+ - Total
Ovinos 0 36 36 |0 36 36
Caprinos 0 9 9 |0 9 9

Especie

En el Estado de México no se encontro la presencia de provirus.

Cuadro 11. Pruebas de PCR en ovinos y caprinos de Estado de Querétaro.

CMSP HN
+ - Total |+ - Total
Ovinos 7 28 35 |1 34 35
Caprinos 8 27 35 |0 35 35

Especie

En las muestras del estado de Querétaro se detectd la presencia de provirus en
ambas especies, siendo un 20% de positivos en ovinos y un 22.8% en caprinos
para la prueba de PCR de células mononucleares de sangre periférica (CMS) y un
2.8% en ovinos y 0% en caprinos para la prueba de PCR de hisopados nasales.
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Figura 15. Gel de agarosa de prueba de PCR para la deteccion de provirus por
LTR. En los carriles 1 y 21 se encuentra el marcador de peso molecular, en el
carril 2.- control negativo de reaccion, 3.- control positivo a partir de un purificado
de proteina de LTR, de los carriles 4 al 15 son muestras de CMSP de ovinos, del
carril 16 al 26, son muestras de CMSP de caprinos, del carril 27 al 35 son

muestras de hisopados de ovinos.

Se observan ligeramente bandas del tamafio esperando en los carriles 8, 10, 17 y
25, en los otros carriles se alcanza a ver bandas con mayor expresion las cuales

son considerados componentes de la reaccion de PCR.
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Figura 16. Gel de prueba de PCR amplificacion de fragmento de LTR. Los carriles
1 y 16 son los marcadores de peso molecular, carril 2.- control negativo de
reaccion, 3.- control positivo a partir de purificado de proteina de LTR, de los

carriles del 4 al 24 son muestras de CMSP de ovinos.

Se observa una banda de amplificacion del tamafio esperado en los carriles 6, 7,
8, 9, 11. El resto de los carriles no se aprecio esa banda por lo que se consideran

negativos.

Posteriormente se realiz6 una evaluacion de la relacion de los animales positivos a
las diferentes pruebas para, poder identificar que animales pudieran estar con la
etapa de latencia del virus y aparte diseminando o que tenga anticuerpos contra
los LVPR (Cuadro 12 y 13).

37 I Jossué Gabriel Loeza Cortina



DETECCION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES QUE 2017
CIRCULAN DE FORMA NATURAL EN OVINOS DE DOS ESTADOS DEL ALTIPLANO MEXICANO

Cuadro 12. Comparativo entre pruebas de ovinos positivos.

ELISA PCR
Comercial (gp 135) CMSP HN
1 -- + +
2 -- + --
3 -- + --
4 -- + --
5 -- + --
6 -- + --
7 -- + --
8 + -- --
9 + -- --
10 + -- --
11 + -- --
12 + -- --
13 + -- --

Para esta evaluacion solo se tomé en cuenta la prueba de ELISA comercial y las
pruebas de PCR, debido a que el ELISAI interno, los sueros que se probaron
como controles negativo y positivo no presentaron reacciéon ante la proteina
recombinante. En este cuadro se observa que solo un ovino repitié resultados en
las dos pruebas de PCR, y que los demas animales dieron solo positivos en una

de las tres pruebas.

En un estudio realizado en Espafia por Barquero et al., 2013, en los que buscaron
por medio de una prueba de ELISA y PCR, la presencia de provirus y anticuerpos
en ovinos y caprinos, describe que en varias muestras de ovinos en los que
encontré positividad en PCR, estas bajaron cuando se llevdo a cabo la
seroconversion, algo muy similar a lo que se reporta en este trabajo en el que se
encontraron animales, que fueron positivos solo al ELISA, y no asi para las
pruebas de PCR.
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Los autores consideran, que la respuesta inmune en los ovinos es muy eficiente
para el control y neutralizacién del virus, lo que podria sugerir una causa probable
de los resultados obtenidos en este estudio. En caprinos ellos encontraron muy
bajos resultados de animales positivos ELISA y en PCR un 54.8%, fueron
positivos, lo que podria deberse a que en Espafa la presencia de LvPR en ovinos
es mucho mas importante a diferencia de México en donde la presencia de LVPR

en caprinos es mas estudiada que en ovinos.

Cuadro 13. Comparativo entre pruebas de caprinos positivos.

ELISA PCR
Comercial (gp 135) Interno (P25) CMSP HN
1 - 1.449 + -
2 + 1.010 -- -
3 -- 1.096 + --
4 -- 1.274 + --
5 + 1.198 -- -
6 + 1.184 + --
7 + 1.001 + --
8 -- 0.743 + --
9 -- 0.858 + --
10 + 1.052 -- --
11 -- 0.954 + --
12 + 1.684 - --

Se tomaron en cuenta las pruebas de diagndéstico y solo los valores de
absorbancia de la prueba de ELISAI con la proteina recombinante de la capside
(CA, p25), donde el valor de absorbancia del testigo negativo fue de 0.895 y se
observa que solo dos sueros de los animales no fueron superiores al valor de
absorbancia del testigo negativo. Se observa que dos caprinos repitieron como
positivos con el ELISA comercial y PCR de CMSP, y los demas animales dieron

positivos a una sola prueba.
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VI. Conclusion.

La epidemiologia de los lentivirus de pequefios rumiantes, se deben considerar el
estudio en ambas especies (ovinos y caprinos). En el presente estudio se realizé
la deteccion de anticuerpos contra la proteina de superficie SU,gp135 y la proteina
recombinante de la capside CA, p25 en sueros de caprinos, sin embargo, solo
existié reconocimiento para la proteina de superficie SU, gp135 en los sueros de
ovinos, lo que pudiera ser interpretado como variabilidad genética en los
determinantes antigénicos de la proteina de la capside de los lentivirus que
circulan naturalmente en ovinos o incluso la presencia de otros grupos genéticos
al B subtipo 1 de LvPR. La combinacién entre métodos molecular y seroldgicos, es
una estrategia adecuada para la identificacion de infecciones latentes a través de
la amplificacion de un segmento de provirus, que permita mejorar las estrategias

para el control de la infeccion en estas especies.
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