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1. RESUMEN

Los Lentivirus de Pequefios Rumiantes (SRLVs) estan presentes en todo el mundo y se ha
descrito su presencia en la provincia de Buenos Aires en 2017, sin embargo, se desconoce la
extension de la infeccién y su importancia en la provincia de Salta. El objetivo del trabajo fue
identificar, aislar y caracterizar molecularmente los SRLVs presentes en la provincia de Salta
para detectar las estirpes circulantes y desarrollar métodos diagndsticos con los que disefiar
planes de control. Se muestrearon 927 animales adultos de 32 hatos distribuidos en tres
ecorregiones, Chaco Saltefio (CS), Valles y Quebradas Aridas (QA) y Valles Templados (VT),
acompafiados por una encuesta socioeconémica y productiva de cada lugar. Uno de los
establecimientos se utiliz6 como rebafio experimental para la toma de muestras biolégicas,
practica de medidas de manejo y seguimiento clinico de un caso testigo. Se cribaron los hatos
con ELISAs indirectos comerciales y se realizaron pruebas de concordancia entre ellos. La
seroprevalencia general fue de 8,26% y por ecorregiones fue de 9,17% en CS, 6,48% en QA
y 11,35% en VT. Se obtuvieron secuencias de la region gag que permitieron la caracterizacion
molecular de las cepas como subtipo B1, el desarrollo de PCRs diagnésticas especificas y la
expresion y purificacién de la proteina recombinante virica p25, seguida de la realizacion de
los primeros pasos en la evaluacion de su uso potencial en un ELISA indirecto. Se produjeron
y caracterizaron cultivos primarios de origen ovino y caprino y se desafiaron con in6culos
virales obteniéndose efectos citopaticos, sin éxito a la hora de aislar estirpes virales infectivas.
A partir de los datos de la encuesta, se realizé un analisis de factores de riesgo para la
presencia de la infeccién, hallando un riesgo mayor si el hato no realiza desparasitaciones o
emplea ordefie mecanico y crianza en guachera colectiva. Finalmente, se propuso un
protocolo de manejo para el control de los SRLVs basado en la identificacién temprana de los
animales infectados y eleccién de los indemnes para la reposicion.

Los resultados reflejan la presencia de SRLV en la provincia de Salta probablemente derivada
de la importacion de animales; la importancia de la actividad ganadera en la zona estudiada;
y la necesidad de elaborar planes de vigilancia especificos para su control, evitando asi la

diseminacioén de la infeccion.



SUMMARY

Small Ruminant Lentiviruses (SRLV) are present worldwide and recently described in Buenos
Aires province in 2017, however extension and infection importance in the Salta province is
unknown. The aim of the study was to identify, isolate and molecularly characterize the SRLVs
present in the Salta province in order to detect the circulating strains and develop diagnostic
methods to be applied in control programs. About 927 adult animals were sampled from 32
herds distributed in three ecoregions, Chaco Saltefio (CS), Valles y Quebradas aridas (VA)
and Valles Templados (VT), together with a socio-economic and productive survey at each
site. One of the farms was used as an experimental herd for biological sampling, practice of
management measures and clinical follow-up of a control case. Herds were screened with
commercial indirect ELISAs and concordance tests were performed. The overall
seroprevalence was 8.26% and by ecoregion: 9.17% in CS, 6.48% in VA and 11.35% in VT.
Sequences were obtained from the gag region, which allowed the molecular characterization
of the strains as a Bl subtype, the development of specific diagnostic PCRs, and the
expression and purification of the viral recombinant protein p25, followed by the first steps in
the evaluation of its potential use in an indirect ELISA. Primary sheep and goat cultures were
produced, characterised and challenged with viral inocula obtaining clear cytopathic effects,
but unsuccessful in isolating infective strains. Based on the survey data, risk factor analyses
for the presence of the infection were carried out, being more risky if the herd is not dewormed,
mechanically milked or collectively bred. Finally, a management protocol was proposed for the
control of SRLVs based on the early identification of infected animals and the selection of
uninfected animals for restocking.

The results reflect the presence of SRLVs in the Salta province, probably derived from animal
importations; the importance of livestock activity in the area studied; and the need to develop

specific surveillance plans for SRLV control, thus avoiding the spread of the infection.



2. INTRODUCCION

2.1 Historiade los Lentivirus de Pequefios Rumiantes

Los lentivirus de los pequefios rumiantes (SRLV), pertenecen a la familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae. Comparten su taxén con los virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV), anemia infecciosa equina (EIAV), inmunodeficiencia felina (FIV),
inmunodeficiencia de los simios (SIV) y la inmunodeficiencia bovina (BIV).

Los SRLV forman un grupo con dos integrantes, el virus Maedi Visna (VMV) y el Virus de la
Artritis Encefalitis Caprina (CAEV), tomando su nombre de los animales y cuadros clinicos
observados inicialmente (da Cruz et al. 2013). Sin embargo, hoy sabemos que ambos virus
presentan importantes semejanzas filogenéticas y se transmiten naturalmente entre ovejas y
cabras (Shah et al. 2004b), por ello son considerados miembros de un mismo grupo.

Los primeros reportes compatibles con la enfermedad datan de 1862 en ovinos Texel (Loman
1862), esta raza holandesa seria fuente de diseminacion de la virosis a otras regiones. En
1915 la enfermedad fue descrita como un problema respiratorio crénico en ovejas de
Sudéfrica, para luego ser reportado en Montana, Estados Unidos, en 1923 y 15 afios mas
tarde en Islandia donde la patologia finalmente fue atribuida a estos lentivirus (Sigurdsson et
al. 1952). El origen de la enfermedad en el pais nérdico, de donde proviene su nombre mas
conocido Maedi Visna (Maedi, disnea o respiracion fatigosa y Visna, desgaste en islandés),
parece remontarse a 1933. La importacion de 20 carneros Karakul provenientes de Halle,
Alemania, con la intencién de realizar mejoras genéticas en la lana introdujo sus valiosos
genes y tres enfermedades mas: la paratuberculosis, el Maedi Visna (MV) y la adenomatosis
pulmonar ovina (APQO). La vacunacién de la reposicibn mantuvo a raya a la paratuberculosis
y la APO fue controlada en los siguientes afios, a través del sacrificio total de los rebafios en
los que aparecian animales afectados y de su sustitucién por ovinos de zonas no afectadas;
permitiendo identificar una enfermedad respiratoria (maedi) y otra nerviosa (visna) causadas
por un nuevo agente etioldgico. Con la misma metodologia de sacrificio completo del rebafio
afectado y repoblacién con animales sanos se controlaron en 1965 ambas enfermedades
(Maedi y Visna) antes de saber que eran producidas por un solo virus. Las pérdidas fueron
muy cuantiosas, el nimero de animales muertos por la enfermedad y de animales sacrificados
sobrepasoé con creces los 800.000 (Lujan et al. 1989). Se les debe a las investigaciones en
Islandia de Sigurdsson y colaboradores (Sigurdsson et al. 1957; Sigurdsson 1954; Sigurdsson
and Palsson 1958), la primera clasificacion de enfermedades de curso lento. El periodo de
latencia puede variar desde varios meses hasta afios, mientras el agente etioloégico se

propaga silenciosamente dentro del animal y contagia a otros, antes de causar



manifestaciones evidentes de enfermedad, que también es de curso prolongado y con
desenlace fatal. Estos largos periodos de incubacion fueron comparados por el autor con otras
enfermedades que ingresaron con los carneros Karakul, la APO, la paratuberculosis y también
el scrapie (Sigurdsson 1958; Sigurdsson 1956; Sigurdsson 1954; Sigurdsson 1952). El VMV
fue aislado por primera vez en ovinos del brote islandés en 1960 (Sigurdsson et al. 1960),
mientras que los primeros reportes en caprinos de Artritis y Encefalitis Caprina (CAE) son los
descritos por la estadounidense Cork (Cork et al. 1974). El virus fue aislado por Narayan
(Narayan et al. 1980) y también por Crawford (Crawford et al. 1980) en 1980. Otras
investigaciones fueron reportando la presencia de la enfermedad en Suiza (Stunzi et al. 1964),
Alemania (Stavrou et al. 1969), Japon (Nakagawa et al. 1971), Australia (O’Sullivan et al.
1978), Suecia (Sundquist 1981), Nueva Zelandia (Oliver et al. 1982), Gran Bretafia (Dawson
et al. 1983), Canad4, Francia, Noruega, Kenia, México, Perd (Adams et al. 1984) y Espafia
(Badiola et al. 1983). Los estudios moleculares posteriores reclasificaron los SRLV en cuatro
genotipos principales: el genotipo A (agrupa los aislados VMV), el genotipo B (agrupa los
aislados clasicos de CAEV), y los genotipos C y E tan solo descritos en Noruega e ltalia,
respectivamente.

La presencia de SRLV es practicamente mundial, a partir de estas primeras descripciones en
Islandia y EEUU se han descrito animales seropositivos en todo el mundo. Si bien la mayoria
de estudios se han centrado en Europa, estudios recientes ponen de manifiesto la presencia
de la infeccién con estirpes mundialmente distribuidas (genotipos A y B) o geograficamente
restringidas (genotipos C y E), en regiones poco exploradas hasta el momento como Asia,
Africa (Carrozza et al. 2023) y sobre todo Sudamérica.

En Sudamérica, la situacién epidemioldgica no es clara, mientras que paises como Paraguay,
Ecuador, Colombia, Pera y Bolivia figuran como libres de la enfermedad, la circulacion viral
es reconocida a nivel del Mercado Comun del Sur (MERCOSUR) con la Resolucion
MERCOSUR N° 597/2014, publicada en el Boletin Oficial por el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentaciéon argentino (Minagri), dado que es obligatorio realizar la
determinacién de SRLV en los animales para exportacion o en los donadores de gametas
reproductivas (Minagri 2014). La ausencia de notificaciones en algunos paises podria ser
consecuencia de la falta de una busqueda activa de la enfermedad en planes de vigilancia,
cribados seroldgicos, o reglamentacion sobre la importacion y movimiento de animales (OIE
2009a; 2009b; OIE 2005a; 2005b). Existe una clara discrepancia entre los datos
epidemioldgicos reportados en estudios de investigacion y los declarados por los diferentes
paises a la OIE (de Miguel et al. 2021).

De los paises limitrofes con la Argentina, Bolivia, en su reporte 2014 para la OIE, califica a
CAE y MV como “Enfermedad nunca reportada” (Vargas Terén et al. 2014), aunque este pais

en 1996 declar6 en la seccién web de la OIE (seccién HANDISTATUS II/ Incidencia de la
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enfermedad por pais): “Enfermedad presente con datos cuantitativos, pero el nUmero de focos
es desconocido”, no volviendo proporcionar datos de la circulacién viral (OIE 2020a; OIE
2020b; OIE 2005a; OIE 2005b). Al igual que Bolivia, Paraguay en su reporte sanitario de 2009
declara: “Enfermedad nunca senalada” no sujeta a declaracion obligatoria ni con la implicacion
de un sistema de vigilancia epidemiolégica (Thiermann and Gonzalez 2009). Como en el caso
anterior, en la pagina web de la OIE, seccion HANDISTATUS II/ Incidencia de enfermedad
por pais, se registran en 2007 y en 2009 “Enfermedad presente sin datos cuantitativos” y
“Enfermedad limitada a una o mas zonas” respectivamente, para a partir de ese momento
enunciar: “Ausencia de la enfermedad” hasta la fecha (OIE 2020a; OIE 2020b; OIE 2005a;
OIE 2005b).

La Republica Oriental del Uruguay en su reporte sanitario de 2014 para la OIE declar6 CAE
como: “Enfermedad presente”, en el listado de enfermedades de declaracién obligatoria y
sujeta a vigilancia epidemioldgica. Mientras que para Maedi Visna, su estatus fue de: “nunca
sefalada” con declaracion obligatoria (Hutter et al. 2014). Los focos declarados en
HANDISTATUS ll/Incidencia de la enfermedad por pais de CAE discurren a partir del afo
2011 y se contintan detectando hasta el momento (OIE 2020a; OIE 2020b; OIE 2005a; OIE
2005Db).

Por su parte, Chile a través de la su Servicio Agricola Ganadero del Ministerio de Agricultura
(SAG) declar6 ante la OIE la presencia de CAE desde el afio 2001 y de Maedi Visna desde el
afio 2000 (SAG 2017) aunque Shuljak (Shuljak 2006) indica que las declaraciones de la
presencia de Maedi Visna ante la OIE comienzan el 1988, presentando brotes intermitentes
desde entonces. Las lentivirosis en este pais son de declaracién obligatoria, poseen un
sistema de vigilancia epidemiolégica e incluso cuentan con la certificacion de establecimiento
libre, con adhesién voluntaria desde 2013 (Ariztia Reyes 2013; Gémez Meza 2016). Es
Urcelay quien realiza la primera referencia serolégica sobre la circulacion viral en Chile en
1993 (Urcelay et al. 1993), y para el afio 2004 Chacon y Naranjo publican en el boletin oficial
la erradicacién de la enfermedad en dos regiones del pais trasandino (Chacén and Naranjo
2004).

El Estado Federativo de Brasil, reconoce la existencia y circulacién viral de SRLV desde 1996,
con intermitencia de casos reportados (de Boer et al. 1978; Houwers and Nauta 1989;
Minguijon et al. 2015; Pérez et al. 2013; Schipper et al. 1985) y al igual que Chile, posee un
sistema nacional tendiente al control y erradicacion de la enfermedad dependiente del
Ministerio de Agricultura Pecuaria y Abastecimiento. Ademas, diferentes estados realizan sus
propios programas de control (DEFESA 2001; Giovanna Coelho 2014; MAPA 2017). Brasil es
el pais sudamericano que més estudios y publicaciones ha realizado sobre esta virosis. Los
primeros casos ocurrieron en caprinos de Rio Grande do Sul en 1986, luego en ovinos en

1997. Su confirmacion por aislamiento se dio recién en la década de los 90 primero en
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caprinos por Hotzel y en ovinos por Milczewski (Hotzel et al. 1993; Milczewski et al. 1997).
Los primeros datos moleculares fueron aportados por Marchesin y luego por Castro (Castro
et al. 1999; Marchesin et al. 1998). Ya en el afio 2001 existian evidencias de la distribucién
viral en al menos 13 estados, circulando el subtipo B1 (Castro et al. 1999; Hasegawa et al.
2016; Ravazzolo et al. 2001).

La Republica Argentina reconoce la presencia de casos de MV a partir del afio 2001 y de CAE
a partir del aflo 2005 (OIE 2005a, 2005b, 2009a, 2009b). El primer caso nacional se detecto
serol6gicamente en 2001 en un tambo ovino en la provincia de Rio Negro (Robles et al. 2003),
a partir de ese momento comenz6 un cribado provincial a cargo del Servicio nacional de
Seguridad Agroalimentaria (SENASA) y se comunicé el hallazgo a la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OIE). En ese relevamiento, se obtuvo un 5,37% de establecimientos
ovinos y el 11% de establecimientos caprinos con serologia positiva para SRLV (Trezeguet et
al. 2008) y a partir de entonces se han detectado serolégicamente en numerosas provincias
(Trezeguet et al. 2017; Trezeguet et al. 2013; Trezeguet et al. 2010), sumado a casos clinicos
como el que describe Bedotti en la provincia de La Pampa (Bedotti et al. 2007). Tras las
denuncias de brotes en la provincia de San Luis (Rossanigo et al. 2016), Salta (Dodero et al.
2016b) y Buenos Aires (Panei et al. 2017; Robles and Martinez 2017), el Minagri comunica en
el Boletin Oficial, Resolucion 528/2016, medidas tendientes al control de reproductores
caprinos y sobre la circulacion y venta de los mismos dentro del pais (Minagri 2016). En 2017
se logra el primer aislamiento viral de cepas bonaerenses y la publicacién de las primeras

secuencias de SRLV argentinos (Panei et al. 2017).

2.2 Importancia en la produccidén animal

La lenta progresion de esta enfermedad y su largo periodo de latencia hace que muchas veces
no sea evidenciada hasta que la infeccion esta ampliamente distribuida dentro del rebafio.
Ademas, se calcula que aproximadamente el 35% de los animales infectados dentro de un
rebafio presentan manifestaciones clinicas de la enfermedad (Rowe and East 1997), esto
sefala la necesidad de contar con métodos de deteccién de animales infectados ya que el
diagnéstico clinico es muchas veces tardio. El movimiento y comercializacién de animales se
ve afectado directamente por esta virosis y su posibilidad de diagndstico ya que no solo es
una enfermedad de declaracion obligatoria para la OIE (OIE 2021a) sino que nacionalmente
y para muchos paises, implica una certificacion de seronegatividad para el movimiento y
transporte de reproductores (Minagri 2016; Minagri 2014; OIE 2021b; OIE 2009b; OIE 2005a;
OIE 2005b).

Los casos de afeccion respiratoria (Maedi seco o disnea seca) son los mas descritos en ovinos
(Hamza and Ozkan 2017; Lujan et al. 2019; Sigurdsson 1958; Sigurdsson et al. 1952),
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mientras que las mastitis merman directamente la produccion lechera, los casos de encefalitis
en cabritos de 2 a 6 meses (Sigurdsson 1954) son los que causan una pardlisis progresiva
que lleva a la muerte. El efecto general de la virosis no es catastroficamente visible, ya que
no suele producir ni sintomas claros, en el corto plazo, ni muchas muertes directas de
animales. Pero se ha demostrado el descenso progresivo en la productividad con sus
consecuentes pérdidas econdmicas debido a la presencia de infecciones subclinicas y por,
sobre todo un alto niumero de animales eliminados prematuramente y el consiguiente
incremento del porcentaje de reemplazo. Existen estudios realizados en cabras Murciano
Granadinas que muestran un descenso en la produccion lactea del 9% (Martinez Navalén et
al. 2002) sin alteraciones en la calidad de la leche y otros, que consideran un 15% de
reduccion con alteraciones cualitativas y menores contenidos de grasa (Martinez-Navalon et
al. 2013; Ryan et al. 1993), dato importante dado que la mayor parte de la leche de estos
animales esta destinada a la produccion de quesos (Suarez et al. 2017b; Suarez et al. 2015).
En ovinos lecheros se ha detectado una reduccién en la produccion media anual entre el 3%
y el 6,71% (Echeverria et al. 2020; Juste et al. 2020). Mientras que el contenido de grasa
puede ser 2% menor (Christodoulopoulos 2005) o mayor segun otros (Echeverria et al. 2020;
Martinez-Navalon et al. 2013). La cantidad de células somaticas en leche puede
incrementarse hasta el 60% (Echeverria et al. 2020; Leitner et al. 2008; Martinez-Navalén et
al. 2013).

Las pérdidas productivas varian con el tipo de produccion y sistema utilizado, siendo las
explotaciones intensivas mas facilmente afectadas debido al contacto estrecho/cercano entre
animales en la estabulacion, los encierres y el sistema de parideras. Esto incrementaria el
contagio y por consiguiente las pérdidas productivas (Leginagoikoa et al. 2009; Leginagoikoa
et al. 2006b). Un estudio de riesgo realizado por la Universidad de lllinois, sefiala que los
animales seropositivos tienen 3,5 veces mas posibilidad de desarrollar mastitis subclinicas
detectables con test de California para mastitis (CMT), mayor riesgo de mastitis clinicas y
cronicas, mientras que influyen negativamente sobre la siguiente generacion, incrementando
el riesgo de mortalidad predestete, disminuyendo el nUmero de crias por madre, las ganancias
de peso de los corderos y, por tanto, el peso al destete o incrementando su tiempo de
terminacion (Echeverria et al. 2020; Keen et al. 1996).

Sin embargo, algunos estudios no detectan diferencias productivas en animales infectados
(Arsenault et al. 2003; Nalbert et al. 2019; Snowder et al. 1990).

El empleo de test diagndsticos parcialmente evaluados, con valores de sensibilidad y
especificidad desconocidos en la poblacion en estudio podria explicar en parte el fallo a la
hora de cuantificar el impacto de la infeccion, como se ha descrito recientemente (Echeverria
et al. 2020).



La mortalidad producida por la enfermedad se ve incrementada cuando se asocia a mala
nutricién, parasitosis 0 se alna con enfermedades oportunistas y con otras afecciones como
por ejemplo la APO (Sigurdsson 1958; Sigurdsson et al. 1957; Sigurdsson et al. 1952). Estas
son situaciones tipicas de las economias de subsistencia presentes en el Noroeste argentino,
donde el ganado ovicaprino cobra vital importancia para el mantenimiento y desarrollo de las
zonas rurales, siendo muchas veces la fuente proteica utilizada por las familias y casi su Unica

herramienta de comercializacion (Suarez et al. 2017b; Suarez et al. 2017a; Suarez et al. 2015).

2.3 Estructurade los SRLV

Segun los estudios de microscopia electrénica, la particula virica es esférica y mide entre 65
-120 nm de diametro. Su capside (CA) es troncocédnica recubierta por una matriz proteica
(MA), la cual a su vez se ve recubierta por una envoltura, derivada de la célula hospedadora,
que posee una glicoproteina de transmembrana de origen viral con dos subunidades
proteicas, una externa, gpl35 o SU y otra que se inserta en la membrana, gp46 o TM. Su
centro electro denso, mide entre 15 y 40 nm (Takemoto et al. 1971; Thormar 1961a), y se
corresponde con la nucleocapside (NC) en el interior de la capside. La NC tiene una estructura
coOnica y contiene en su interior sus dos moléculas idénticas de ARN de unos 8-10Kb, junto
con la proteasa viral, la integrasa y la transcriptasa inversa (RT) entre otras proteinas (Lin and
Thormar 1970; Pépin et al. 1998). Como puede verse en la Figura 1.

Surface Protein (SU)

ENV
Transmembrane Protein (TM)
Integrase (IN)

Protease (PR) POL
nscriptase (RT)

GAG

RNA (viral genome)

(Minguijén et al. 2015)

Figura 1: Virion de lentivirus de pequefios rumiantes (SRLV).

Se muestran sus principales componentes, entre ellos las dos cadenas de ARN de sentido positivo, las
proteinas estructurales de la nucleocapside, NC; capside, CA y matriz, MA;(proteasa, PR, retro
transcriptasa, RT e integrasa, IN) y las glicoproteinas de superficie, SU y transmembrana, TM
distribuidas en la envoltura lipidica de origen celular.



2.3.1 Genomadelos SRLV

El genoma viral consistente en dos cadenas idénticas de ARN de hebra sencilla de polaridad
positiva, contiene los genes estructurales gag, pol y env y los genes regulatorios vpr-like, vif y

rev, y una region terminal repetitiva no codificante (LTRs) (Pépin et al. 1998) (Figura 2).

2.3.2 Genes estructurales

El gen gag (Group specific AntiGen) codifica una poliproteina precursora Pr55 que es digerida
por una proteasa viral dando como resultado tres proteinas especificas:

= pl4 (NC): proteina de la nucleocapside que engloba el ARN.

= pl7 (MA): proteina matriz que une la cipside y la envoltura.

= p25 (CA): proteina de la capside que forma el nacleo/core hidrofébico que contiene la
NC.

Es un gen relativamente conservado en el caso de los lentivirus. La proteina p25 (CA) produce
una gran respuesta inmunolégica humoral, y por ello, se ha utilizado como base para
desarrollar pruebas diagnoésticas y estudios filogenéticos (Gomez-Lucia et al. 2018; Pépin et
al. 1998).

El gen pol (Polymerase) contiene la informacién necesaria para la sintesis de:

e Transcriptasa inversa (RT): permite la retro transcripcion del ARN virico en ADN.
Ademas, posee actividad ARNasaH.

e Proteasa (PR): actia sobre los precursores proteicos virales digiriendo de forma
especifica la poliproteina Pr55.

¢ Endonucleasa / integrasa (IN): permite la integracién del ADN virico en el genoma de
la célula hospedadora.

e UTPasa: Hidroliza dUTP en dUMP vy pirofosfato. Su actividad reduce la relacion
dUTP/TTP. Esto facilitaria la sintesis de ADN virico en células con niveles bajos de
desoxinunleétidos trifosfato y permitiria la replicacion del virus en células que no se
dividen como macrofagos o neuronas.

El gen env (Envelope) codifica la glicoproteina gp160 y una proteasa celular la escinde en:

e gpl35 (SU): glicoproteina de superficie, con forma de pomo y que sobresale
marcadamente de la particula virica.

e gp46 (TM) glucoproteina transmembrana, que ancla gpl35 (SU) a la envoltura
(Gomez-Lucia et al. 2018; Pépin et al. 1998).

Las proteinas codificadas por el gen env inducen la formacion de anticuerpos neutralizantes
e intervienen en el reconocimiento del receptor celular responsable de la infeccion (Clavijo

and Thorsen 1995). La proteina ENV expresada en la membrana de las células infectadas,



media la fusion de dicha célula con una célula vecina no infectada, permitiendo la formacién

de sincitios y la infeccion de la dltima (Sanchez et al. 2002).

2.3.3 Genes regulatorios

El gen Vpr-like (viral protein R): Anteriormente denominado tat (transactivador de la
transcripcion) en SRLV por su analogia posicional con el HIV, codifica una proteina no
esencial de 15KDa mas parecida a VPR de HIV y de ahi su nueva denominacion (Villet et al.
2003). Es una proteina con un papel importante en la formacién del complejo de preintegracion
viral en el nucleo (PIC, Preintegration complex). Facilita la replicacion viral en células que no
se dividen, como los macrdfagos; induce el bloqueo del ciclo celular en la fase G2 y la
apoptosis en células en proliferacion que puede llevar a desérdenes en varios 6rganos
(Hayman et al. 1993; Vellutini et al. 1994; Villet et al. 2003) y a disfunciones del sistema
inmunitario (Villet et al. 2003).

El gen vif (Viral Infectivity Factor) codifica una proteina reguladora de 29KDa, gracias a la cual
se excluye a la proteina celular APOBEC3, que es capaz de inhibir el ciclo viral (Gomez-Lucia
et al. 2018). También protege el genoma viral de las nucleasas celulares durante la retro
transcripcion (Kristbjornsdaéttir et al. 2004).

El gen rev (Regulator of Virion protein expression) codifica una proteina de 19kDa que esta
implicada en el splicing (corte y empalme) que ocurre en la maduracion de los ARNm virales
y en el transporte y proteccion de los mismos en el citoplasma. Para ello, posee sefales que
le permiten atravesar la membrana nuclear y ejercer su accién reguladora mediante unién a
RRE (Rev Responstible Element) situado en el gen env. Esta proteina es esencial para la
replicacioén viral (Gomez-Lucia et al. 2018; Pépin et al. 1998; Saltarelli et al. 1990; Tiley et al.
1991).

LTR

LTR (Long Terminal Repeats), estas secuencias no codifican proteinas y actlan como
reguladoras de la actividad transcripcional. La extension varia entre cepas, siendo su longitud
entre 300 y 500pb. Son lugares de unién para factores de transcripcion regulando las fases
latentes y productivas. Se encuentra duplicada a ambos extremos del genoma cuando éste
se encuentra integrado en el genoma celular y esta dividida en tres regiones U3, R y U5.

U3 es el extremo 5’ del provirus y contiene la zona enhancer, rio arriba de la caja TATA.

R contiene la sefal para la poliadenilacién del ARNm y la presenta una zona repetida se ha
relacionado con el desarrollo de la enfermedad (Angelopoulou et al. 2006).

U5 es la primera secuencia que se retro transcribe y constituye el extremo 3’ del provirus.
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Figura 2: Estructura gendmica de los SRLV.
Esquema de la distribucién génica en el genoma proviral de los SRLV (LTRs, gag, pol, vif, vpr-like,
rev y env) y sus marcos de lectura.

2.4 Ciclo de infeccion

El ciclo de los SRLV, como el de otros lentivirus, consta de siete fases: entrada en la célula
hospedadora, retro transcripcion de ARN a ADN, su integracion en el genoma de la célula
hospedadora, la expresion de las proteinas virales, su ensamblaje como virién, la maduracion

de las particulas virales y finalmente la salida de la célula.

2.4.1 Entrada ala célula

Cuando la particula virica entra en contacto con una célula susceptible, se produce un anclaje
de la gp135 (SU) con receptores celulares, no caracterizados por completo hasta el momento
(Lyall et al. 2000), como podria serlo el receptor de la manosa (Crespo et al. 2012),

produciéndose la fusion entre la membrana celular y la envoltura virica.

2.4.2 Retro transcripcion (RT)

Hay autores que postulan que la RT puede comenzar aldn antes que el virus penetre en la
célula (Abbink and Berkhout 2007; Trono 1992) y observaciones preliminares indican que
ocurre asi en SRLV (Dr. Glaria, comunicacion personal), mientras que otros investigadores
postulan que tras la adsorcién a la célula hospedadora y antes que la nucleocapside se
desarme ya comenzaria la RT dentro de la capside (Fassati and Goff 2001; Nermut and
Fassati 2003). No se sabe exactamente si la RT finaliza antes que la CA se desarme o luego,
en el propio citosol (Menéndez-Arias et al. 2017; Ryu 2017).

La retro transcriptasa virica comete muchos errores en la sintesis del cCADN ya que no posee
sistemas de correccion (Menéndez-Arias et al. 2017), esto da lugar a mutaciones, que algunas
veces, pueden resultar ventajosas para el virus. La enzima también posee actividad
ribonucleasa (ARNasa H) que degrada el ARN viral durante la sintesis de la segunda hebra

de ADN antes de ser liberado en el interior celular.
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2.4.3 Integracion
La doble cadena de ADN es transportada al nicleo mediante la red de microtibulos. Se forma

el complejo de preintegracion (PIC) (Ryu 2017). EI ADN viral con ayuda de las proteinas del
PIC, atraviesa la membrana nuclear asistido por otro grupo de proteinas, las del complejo del
poro nuclear (NPC) que median el anclaje y paso por la membrana nuclear (Figura 3). Durante
este transporte se produce la desencapsidacion (Poletti and Mavilio 2018).

En el nucleo, el genoma viral es integrado en el cromosoma del hospedador por medio de la
integrasa (Clements and Zink 1996; Ganser-Pornillos and Pornillos 2019). Y asi, recibe el
nombre de provirus. Es muy estable transmitiéndose a las células hijas como un caracter mas
(Farnet and Bushman 1997; Schroder et al. 2002).

2.4.4 Transcripcion y expresion de proteinas virales

El ADN viral integrado en el nucleo celular puede permanecer latente por periodos
indeterminados. El inicio de la transcripcion del genoma viral se produce por la interaccion del
complejo factores de transcripcion AP y la ARN polimerasa |l celular (Behre et al. 1999;
Clements and Zink 1996; Ryu 2017) promueve entonces la sintesis del ARN gendmico viral y
también sus ARNm (Rampersad and Tennant 2018; Ryu 2017). Las proteinas virales GAG y
POL se expresan como poliproteinas que sufren modificaciones postraduccionales para
producir las formas maduras (Ryu 2017), mientras que la proteina ENV es enviada al reticulo
endoplasmico y traslocada al lumen de dicha organela, donde se glicosila y luego sigue su

camino hacia la membrana celular (Mselli-Lakhal et al. 1999).

2.45 Ensamblaje y salida

Las glicoproteinas SU y TM se encuentran ancladas en la membrana celular. Las proteinas
de gag y pol reconocen la sefial de empaquetado (packaging signal @) en la hebra dimérica
del ARN viral mediante la NC, y asi poder dirigirse a la zona de la membrana celular marcada
por las glicoproteinas SU y TM. De esa forma se van asociando a la membrana, rodeando el
ARN y formando la particula viral hasta producir su gemacion (Ryu 2017; Turner and Summers
1999) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo viral de SRLV.
El retrovirus entra en la célula a través de la fusion mediada por receptor/es. La retro transcripcion (RT)
se produce en el citoplasma durante la entrada formando la doble hebra de ADN viral y acoplandose
las proteinas que forman el complejo preintegracién (PIC). El PIC ingresa al nacleo por un poro y el
ADN viral se inserta en el genoma para convertirse en “provirus”. Se transcriben dos tipos de ARN
virales: gendmicos y subgendmicos. La traduccion de las proteinas ENV (SU y TM) se inicia en el
citosol, para continuar en el reticulo endopldsmico, modificarse en el aparato de Golgi y luego son
dirigidas a la membrana plasmética. Las proteinas GAG reconocen y empaquetan dos moléculas de
ARN genomico. Los capsdmeros se rednen en la membrana plasmética a la vez que se realiza la
gemacion.

2.4.6 Maduracion
Las proteinas de gag y pol terminan de formarse y separarse en todos sus fragmentos por las
proteasas viral y celular respectivamente, luego se producen los cambios conformacionales

de plegamiento y el virus adopta su estructura tipica (Ryu 2017).

2.5 Mecanismos patogénicos de los SRLV

Los SRLV causan una infeccién de caracter lento y persistente gracias a la existencia de
diferentes mecanismos para escapar a la respuesta inmune del rumiante, que desarrollara
sintomatologia clinica con el paso de los afios, finalmente llevando a la muerte del animal
(Begara et al. 1996; Clements and Zink 1996; Pépin et al. 1998).
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La infeccidn puede dividirse en seis etapas:

2.5.1 Viremiainicial

El virus ingresa al organismo y circula brevemente en sangre hasta llegar a sus células diana
(Amorena et al. 2001). Los destinos principales son fagocitos mononucleares (monocitos,
macrofagos, células dendriticas) (Narayan et al. 1982), aunque se ha aislado o detectado en
los tejidos donde produce lesiones como membrana sinovial, plexo coroideo, neumaocitos,
células bronquiales, encéfalo, mama u otros como intestino, tiroides, células de la granulosa
u oviductales (Bolea et al. 2006; Carrozza et al. 2003; Lamara et al. 2002b; Lamara et al. 2001;
Ryan et al. 2000; Staskus et al. 1991; Zink et al. 1990). El virus integrado en los monocitos es
capaz de replicarse en los tejidos, una vez éstos maduran a macrofagos. Al exponer éstos
sus antigenos, generan la cascada inflamatoria, la activacion de los linfocitos T y B,
provocando una respuesta inmune vigorosa que restringe la replicacién viral a niveles

indetectables pero que es incapaz de eliminar al ahora provirus (Amorena et al. 2001).

2.5.2 Seroconversion

La respuesta inmune inicial produce gran cantidad de anticuerpos que tardan en aparecer
entre una semana y 6 meses. Estos anticuerpos son detectables y nos sirven para el
diagnostico, pero nada logran con el provirus integrado en el genoma celular. Ademas, la
amplia variabilidad genética y, por tanto, antigénica que presentan los SRLV, hace que el
reconocimiento de los anticuerpos y, por tanto, su efectividad sea débil. Los titulos de
anticuerpos fluctdan durante la vida del animal y existen momentos en que pueden no ser
detectados (Amorena et al. 2001; Blacklaws et al. 1995; Johnson et al. 1992).

2.5.3 Latencia

Paralelamente a la seroconversion hay una disminucién en la circulacion viral que estaria
dada por la integracion de virus al genoma de los monocitos. El tiempo que pasa un animal
en fase de latencia no esta del todo aclarada, pero depende de una compleja interaccion de
factores de transcripcion viricos y celulares, de la cepa infectante y el factor mas determinante
de dicha fase es la carga genética individual del animal (Amorena et al. 2001). En estos
momentos el virus utiliza a los monocitos circulantes como “caballo de Troya” (Peluso et al.
1985) para llegar a diferentes regiones donde se replica luego de su diferenciacién a
macrofagos (Amorena et al. 2001; Blacklaws et al. 1995; Johnson et al. 1992; Pépin et al.
1998) (Figura 4).
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Figura 4: Estrategia del “Caballo de Troya” del virus Maedi Visna (VMV).

El monocito sanguineo lleva integrado el ADN virico y, al alojarse en los tejidos y madurar a macrofago
tisular, el virus se replica utilizando los recursos celulares.

2.5.4 Signologiay formas clinicas

Los primeros signos pasan desapercibidos manifestdndose una pérdida de peso que puede
ser debida al dolor producido por la artritis 0 a la intolerancia al ejercicio por la afeccion
respiratoria.

Los signos suelen aparecer en animales mayores de 2 afios a excepcién del cuadro nervioso
que puede presentarse en cabritos y corderos entre 2 y 4 meses (Benavides et al. 2009;
Benavides et al. 2007; Cork et al. 1974; Pépin et al. 1998). El porcentaje de animales que
manifiestan cualquiera de las formas clinicas varia segun el tropismo de la cepa virica, la raza
del animal, la carga genética individual, la edad, la ruta inicial de la exposicién, la existencia
de infecciones secundarias, el manejo y la carga viral en un 6rgano dado (De La Concha-
Bermejillo et al. 1996).

La infeccién lentiviral puede tener cuatro formas clinicas clasicas en rumiantes: articular,
mamaria, pulmonar y nerviosa, que en caprinos se dan en este mismo orden de frecuencia
(Crawford and Adams 1981; Minguijon et al. 2015; Rowe and East 1997). Mientras que en
ovinos el orden decreciente de las frecuencias clinicas son pulmonar, mamaria, nerviosa y en
ocasiones articular (Ramirez et al. 2013). Cabe destacar que es comdn encontrar animales
en los que confluyan mas de una manifestacién clinica a la vez siendo frecuentes la
combinacién de afeccién pulmonar y articular o articular y mamaria (Lujan et al. 2019;
Minguijon et al. 2015).

2.54.1. Forma articular

Esta manifestacion clinica es la tipica de cepas aisladas en caprinos, pero también se ha
detectado en ovinos e incluso se citan hallazgos histopatoldgicos que cursan con enfermedad
articular subclinica en ovinos (Lujan et al. 2001; Pérez et al. 2015). Los animales presentan
claudicaciones o rengueras, dificultad en la marcha o simplemente se rehlisan a deambular.
Los casos mas severos presentan una tumoracion que inicialmente es caliente para luego

transformarse en fria y dura, que lleva a contracturas y pérdida de la movilidad.
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Las articulaciones carpales son las mas afectadas identificandose en animales “rodilludos”
(Figura 5), seguida de la tarsal y con menores frecuencias pueden verse afectadas las
interfalangicas y coxofemorales. Es muy llamativo el caso de la afectacion de la articulacion
atlanto-occipital (Figura 6) que suele ir asociada a una bursitis e inflamacién del ligamento

nucal muy evidente a simple vista (Lujan et al. 2001; Minguijén et al. 2015).
; : -

(Rossanigo et al. 2016)

Figura 5: Patologia articular.

Pueden verse diferentes animales un hato con la tipica patologia en la articulacion tarsal, bilateral en
la mayoria de los casos. También puede apreciarse el mal estado general que se produce, mala
condicion corporal, pelo hirsuto.

(Wilkinson 1997)

Figura 6: Patologia afectando las bolsas del ligamento nucal de un animal.
Pueden verse las bolsas sinoviales que protruyen a simple vista por debajo de la piel.

Macroscopicamente se caracteriza por una sinovitis proliferativa cronica con fibrosis de la
capsula articular, engrosamiento, con erosion y destruccion del cartilago y exposicion del
hueso subcondral (Figura 7). El liquido articular suele presentarse turbio (Lujan et al. 2001,

Minguijon et al. 2015). La evolucidon suele ir de una artritis serosa que se transforma en
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proliferativa y en los casos mas graves puede apreciarse incluso necrosis caseosa (Lujan et
al. 2019; Lujan et al. 2001).

(Wilkinson 1997)

Figura 7: Lesiones macroscopicas de la articulacion tarsal de animales.
A, se aprecia la presencia de necrosis caseosa. En By C puede verse la proliferacion de tejido conectivo

gue rodea la capsula articular y en C la estructuracion del tejido en panal de abejas.

La histopatologia se caracteriza por la proliferacion de la membrana sinovial y una severa
infiltracién de linfocitos, células plasmaticas y macrofagos subsinoviales y perivasculares
(Figura 8). Pueden aparecer fibrina y depdsitos de inmunoglobulina en la membrana sinovial,
pudiendo evolucionar hacia una degeneracion del cartilago articular, mineralizacion de la
capsula articular y su reemplazo por crecimiento periostial (Cheevers and McGuire 1988;
Crawford et al. 1980; Lujan et al. 2001; Minguijon et al. 2015; Narayan and Clements 1989).

(Lujan et al. 2001)

Figura 8: Fotografia con microscopio 6ptico comun de un cuadro articular (hematoxilina/eosina 100x).
Articulacién carpal de una oveja afectada por SRLV. Obsérvese la sinovitis proliferativa y la infiltracion

de células redondas (principalmente linfocitos) alrededor de vasos subsinoviales.
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25.4.2. Forma mamaria

Es una afeccion que puede pasar desapercibida y genera pérdidas en animales subclinicos
(Minguijon et al. 2015). Esta forma se presenta como una mastitis indurativa crénica indolora,
de caracter difuso y bilateral, juntamente con tumefaccion de los linfonédulos retro mamarios,
solo apreciable durante el periodo de lactancia, mediante palpacion.

Actualmente es reconocida como una forma clinica importante en el contagio eficiente de los
recién nacidos. En ocasiones el descenso en la produccion se evidencia por la presencia de
crias débiles y con baja ganancia de peso, existen casos de secado postparto en animales
infectados, que se da mas frecuentemente en hembras primiparas (Lujan et al. 2001;
Minguijon et al. 2015).

A simple vista, no se observan cambios macroscopicos evidentes, si bien los cambios son
importantes. La consistencia de la glandula puede ser de firme a tersa y a veces muy
endurecida (Figura 9). En la seccién presentan un aspecto no glandular, siendo uniforme la
superficie. Se observa la tumefaccion de los linfonédulos.

(Wilkinson 1997)

Figura 9: Imagenes de mastitis intersticiales en animales con CAEV.
A simple vista no se aprecian anormalidades, pero las glandulas se encuentran endurecidas al tacto,

por fibrosis del intersticio. B, la glandula presenta una deformacion que eleva levemente un medio
mamario sobre el otro, también presenta un leve incremento de la temperatura del medio mamario.

Las lesiones histolégicas son de una mastitis intersticial crénica con infiltracién linfocitaria e
hiperplasia de foliculos linfoides. Los acinos mamarios presentan una destacada infiltracion
linfocitaria que se sitta alrededor del epitelio glandular. Esto provoca la descamacion y acaba
eliminando y reemplazando al acino. La lesién se repite en el conducto galactoforo, pero se
encuentra ausente en el tejido conjuntivo. Los foliculos linfoides peri ductales hacen protrusion
hacia la luz ductal y producen hiperplasia, vacuolizacién, necrosis y descamacion del epitelio
ductal cercano. Un hallazgo destacado es la marcada fibrosis del intersticio del estroma
mamario, lo que colabora en la induracion mamaria, la estenosis y obliteracién ductal (Lujan
et al. 2001; Minguijon et al. 2015).
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2.5.4.3. Forma pulmonar

Se presenta en adultos y, al igual que el resto de formas, suele darse de manera lenta,
progresiva y desapercibida. En caprinos suele ser un hallazgo casual mientras que en ovinos
se describe el famoso cuadro de Maedi o0 disnea seca, con intolerancia al ejercicio que
evoluciona con aumento de la frecuencia respiratoria, respiracion abdominal con posiciones
ortopneicas tales como hiperextension del cuello, dilatacion de ollares y respiracion con la
boca abierta pudiendo llegar a desarrollar disnea en reposo. El sensorio del animal no se ve
alterado, no hay hipertermia ni corrimiento nasal, a menos que exista contaminacion
bacteriana (Lujan et al. 2001).

Macroscdpicamente existe un aumento del peso y volumen visceral que impide el colapso del
organo al abrir la cavidad toracica. Existe un puntillado caracteristico difuso de color gris en el
tejido subpleural (Christodoulopoulos 2006; Lujan et al. 2001; Minguijon et al. 2015). Los
bordes pulmonares se redondean y su textura es poco elastica. Los linfonddulos del pulmén
estan homogéneamente tumefactos y es muy habitual que los linfon6dulos mediastinicos

caudales sobresalgan del borde pulmonar (Lujan et al. 2001).

2.5.4.4. Forma nerviosa

Es la tipica forma descrita en la epidemia ovina islandesa de los afios 30-40 (Sigurdsson et
al. 1957). Desde entonces no se la considera una presentacion habitual, aunque puede
acompafiar a la afeccion respiratoria (Minguijon et al. 2015). Se cree que hay una
predisposicién genética en las razas ovinas lecheras (Georgsson 1990a). Sin embargo, este
tipo de ovejas poseen generalmente un manejo intensivo con confinamiento, donde la
infeccion tiene mayor facilidad de propagacion. Por otro lado, las cepas virales aisladas de
este tipo de forma clinica pertenecen en su totalidad al genotipo A, asociando este genotipo
con el sindrome nervioso (Glaria et al. 2012). Si bien en ovinos se han descrito casos en
corderos entre 4 y 6 meses (Benavides et al. 2007), lo usual es que se desarrolle en animales
adultos (Leginagoikoa et al. 2006a). Por el contrario, la afeccién nerviosa en caprinos se da
en animales menores a un afio (Toma et al. 1990). En ambas especies esta presentacion
clinica esta asociada a rebafios generalmente muy infectados con prevalencias entre el 60 y
95% (Benavides et al., 2007; Leginagoikoa et al., 2006b; Toma et al., 1990).

Los primeros signos asemejan a una renguera, progresando a ataxia y paresia del tren
posterior pudiendo ser uni o bilateral, progresando hasta la pardlisis completa, con un animal
que se mantiene alerta (Benavides et al. 2007; Cork et al. 1974; Lujan et al. 2001; Minguijon
et al. 2015). En adultos, la duracion de los sintomas se prolonga durante meses (de seis
meses a un afo), observandose un adelgazamiento progresivo que en ocasiones llega a la

caquexia (Lujan et al. 2001).
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Macroscépicamente, el cerebro y la médula espinal parecen normales. En raras ocasiones,
las leptomeninges sobre el cerebro y la médula espinal pueden mostrar zonas que no son
translicidas, sino grisaceas y aparentemente engrosadas. Existen casos exclusivamente
medulares (Lujan et al, 2001). El plexo coroideo muestra en ocasiones, engrosamientos
granulares con lesiones muy extensas. La materia blanca del cerebro, el tronco cerebral y el
cerebelo pueden aparecer reblandecidos con presencia de malacia y mostrar una
decoloracion grisacea. En algunos casos se observan placas grisaceas relativamente bien
delimitadas en las columnas blancas de la médula espinal (Georgsson 1990a; Lujan et al.
2001).

A nivel histoldgico se define como una encefalomielitis no purulenta desmielinizante, aunque
hay casos de mielitis exclusivas. En ocasiones se observa la aparicion de mielitis no
purulentas en los medulares espinales, dorsales como laterales o ventrales, llegando a la
sustancia gris en casos severos. Las lesiones comienzan con infiltrados inflamatorios
subependimarios, constituidos por linfocitos, monocitos y algunos macréfagos, asi como focos
de gliosis y formacion de manguitos perivasculares. La acumulacién de macréfagos puede
llegar a formar verdaderos granulomas (Lujan et al, 2001). La intensidad, gravedad y
extensién de estos focos inflamatorios progresan y comienza a observarse desmielinizacion
y malacia. En los plexos coroideos puede observarse con frecuencia la formacion de foliculos
linfoides (Georgsson 1990b; Lujan et al. 2001; Minguijén et al. 2015; Sigurdsson et al. 1957).

2.5.5 Muerte

La muerte del animal no es el episodio mas comun y se produce en un periodo variable que
suele ser mayor a su vida productiva, en general, luego de los 6 meses desde la aparicion de
los signos, a excepcion de los cuadros encefalicos que se dan en animales de entre 2 y 4
meses de edad, que tienen un desarrollo de menos de un mes con desenlace fatal (Amorena
et al. 2001). La mortalidad es elevada en regiones donde la enfermedad es nueva y es baja
cuando la enfermedad es endémica y su prevalencia alta (Benavides et al. 2009; Benavides
et al. 2007; Brinkhof 2009; Cutlip et al. 1986; Lujan et al. 2001).

2.6 Vias de transmision

El contagio de la infeccion puede darse por la transmision horizontal, la mas comdn (entre
animales que cohabitan) y la transmision vertical (entre madres y crias hasta el nacimiento)

es extremadamente baja.
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2.6.1 Transmisién horizontal

La transmision por via horizontal puede suceder de forma directa a través de la ruta oronasal,
lactégena por ingestion de calostro y/o leche, por via venérea y también por via indirecta a
través de fomites.

La via lactdgena, por consumo de calostro y leche, es una importante via de infeccion para el
recién nacido. Como la mastitis es frecuente en los animales infectados, la transmision se ve
favorecida por el reclutamiento de células mononucleares infectadas hacia las glandulas
mamarias (Carrozza et al. 2003). También las células epiteliales de la glandula son diana del
virus (Bolea et al. 2006; Lerondelle et al. 1999), habiéndose demostrado la presencia de virus
tanto en células como en la leche (Adams et al. 1983; Blacklaws et al. 2004; Ravazzolo et al.
2006) y de este modo, la cria puede ser infectada con su primera toma de calostro (Alvarez
et al. 2006; Alvarez et al. 2005). La replicacion del virus se produce tras la activacion de estas
células epiteliales que se favorece por factores del hospedador de tipo hormonal como ocurre
tras el parto o en la lactacion (Lerondelle and Ouzrout 1990). Sumado a todo esto, la elevada
permeabilidad del intestino de los neonatos facilita la entrada del virus a través de la ingestién
de calostro infectado (Cortez-Romero et al. 2013; Gomez-Lucia et al. 2018; Pépin et al. 1998).
En un estudio realizado por Alvarez (Alvarez et al. 2005), en ovinos lecheros del Pais Vasco
en régimen semintensivo con una presion de infeccion media, se demostré que un 16% de
corderos de madres seropositivas se infectan de forma natural, tras ingerir calostro de la
madre (Alvarez et al. 2006).

La ruta oronasal es una via de transmisidn por contacto directo con material infectado. Las
gotas que forman aerosoles producidos al respirar 0 al toser junto con el fluido pulmonar
expulsado, que va acompafado de monocitos y macrofagos alveolares infectados por el virus,
parecen ser una fuente de infeccion (Dawson et al. 1985; Houwers 1990; Lujan et al. 1994).
También el contacto directo con las secreciones nasales, que se ve facilitado con la
estabulacion o el confinamiento de los animales, asi como en ferias 0 exposiciones tiene un
papel importante en el contagio. Se ha descrito que una separacion de 2 metros entre
animales es suficiente para evitar el contagio de SRLV (Adams et al. 1983). Un ejemplo
fundamental de esta via fue el caso islandés, en el que los encierros de los animales durante
las estaciones frias fue la principal causa de la difusién de la enfermedad (Houwers 1990).
Las coinfecciones con otros virus o bacterias pulmonares contribuyen a la diseminacién de
SRLV via exudados respiratorios (Torsteinsdéttir et al. 2003).

La transmision venérea se considera una via de infeccion (Ali Al Ahmad et al. 2008; Peterhans
et al. 2004) aunque su importancia epidemiolégica aun no ha sido demostrada. Ademas, se
ha detectado SRLV en células intersticiales y epiteliales del epididimo en animales infectados
con SRLV y Brucella ovis. Se considera que la epididimitis que produce la bacteria podria

facilitar la eliminacion del virus a través del semen al igual que lo hacen las mastitis con el
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fluido mamario (De La Concha-Bermejillo et al. 1996; Preziuso et al. 2003; Ridler et al. 2014).
Las células epididimarias son diana de la infeccién como las testiculares, vesiculares y las de
los conductos deferentes (Fieni et al. 2017a; Lamara et al. 2013). Otros autores denuncian la
presencia intermitente de ADN proviral en semen y tejidos del tracto genital masculino de
ovinos y caprinos infectados de forma natural (Ali Al Ahmad et al. 2008; Peterson et al. 2008;
Ramirez et al. 2009). Los machos juegan un doble rol en el contagio, porque pueden contagiar
via venérea a las hembras, pero su papel mas importante es el contagio directo por via
oronasal. Cabe destacar que los machos suelen circular por varios rebafios a modo de
préstamo (Suarez et al. 2017b; Suarez et al. 2015) e incluso utilizarse como donantes de
semen para inseminacion artificial, un punto a tener en cuenta para su control (Ali Al Ahmad
et al. 2008; Blacklaws et al. 2004).

El contagio indirecto debe ser considerado, ya que las células blancas de un animal positivo
podrian contagiar a otro (Ruiz et al. 2018), esto permitiria el contagio iatrogénico, por fomites
como por ejemplo el uso de jeringas, agujas, pipetas, material para el descorne, etc. La
utilizacion de maquinas de ordefio y elementos para el uso intramamarios compartidos
también son fuentes de trasmision (Blacklaws et al. 2004). La transferencia embrionaria es
inocua siempre que sea a través de la recuperacion de embriones que permanecen dentro de
la zona pelacida que los protege y utilizando el protocolo propuesto por la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (Fieni et al. 2017b). El contagio medioambiental
a través de las pasturas es poco eficiente, bastando con un vacio sanitario de 2 semanas para

evitar la propagacién en animales sanos (Blacklaws et al. 2004).

2.6.2 Transmision vertical

La transmision materno-fetal ha sido poco documentada epidemiolégicamente (Blacklaws et
al. 2004). Se ha descrito la deteccion de ADN proviral en PBMC (células mononucleares de
sangre periférica) en un 5 al 11% de neonatos en muestras tomadas antes de que éstos
ingirieran calostro (Alvarez et al. 2006; Brodie et al. 1994; Rowe and East 1997), mientras que
Sanchez (Sanchez et al. 2016) muestra que es posible detectar molecularmente el virus en
fetos de madres positivas obtenidos en matadero a diferentes edades gestacionales. Por otro
lado, Cutlip (Cutlip et al. 1982) da evidencias experimentales que infecciones anteriores a los
60 dias de gestacion producen abortos o reabsorcién embrionaria. Hasta el momento se ha
demostrado que las células germinales masculinas y femeninas no transmiten el virus (Cortez-
Romero et al. 2006; Fieni et al. 2017a; Lamara et al. 2013), mientras que las células de la
granulosa y de la teca permiten la replicacion viral, al igual que las células epididimarias (Ali
Al Ahmad et al. 2008; Peterson et al. 2008; Ramirez et al. 2009) y las de las glandulas anexas
(De La Concha-Bermejillo et al. 1996), lo que facilita la presencia del virus en el eyaculado de

machos positivos. Sin embargo, no esta demostrada la forma exacta en la que el virus es
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capaz de infectar a la generacion siguiente siendo un evento posterior a la pérdida de la zona
pelicida del embrién que impediria la infeccién del ovocito por la ausencia de algun tipo de
receptor indispensable para el ingreso del virus (Cortez-Romero et al. 2013; Cortez-Romero
et al. 2006; Fieni et al. 2017b; Vainas et al. 2006).

2.7 Tropismo del virus

Los SRLV infectan principalmente a la linea monocito-macréfago a través de la cual se
diseminan por el organismo por la ya mencionada estrategia del “caballo de Troya” (Peluso et
al. 1985) y llegan a otros tejidos donde pueden replicarse (Amorena et al. 2001; Blacklaws et
al. 1995; Johnson et al. 1992; Narayan et al. 1982). El virus se disemina por el sistema linfatico
siendo la médula 6sea (Gendelman et al. 1985; Pinczowski et al. 2017) uno de sus posibles
reservorios junto a las células dendriticas y epiteliales de diferentes érganos (Lerondelle et al.
1999; Narayan et al. 1982). Este tropismo viral depende de interacciones especificas, que
ocurren a varios niveles, entre el virus y su hospedador.

Tropismo de especie: la mayoria de los virus tienen una especificidad de especie a la que
parasitan, esta situacién parecia ser real en las lentivirosis, a tal punto, que las primeras
investigaciones versaban sobre dos virus diferentes VMV y CAEV (Cork et al. 1974; De La
Concha-Bermejillo 1997; Loman 1862; Sigurdsson et al. 1952). Sin embargo, los estudios
realizados a través del tiempo han demostrado que los SRLV pueden afectar indistintamente
a ovinos y caprinos (Leroux et al. 2010; Minguijén et al. 2015; Olech et al. 2018; Pisoni et al.
2007b; Ramirez et al. 2013; Shah et al. 2004a) e incluso poseen la capacidad de infectar
especies de rumiantes silvestres (da Cruz et al. 2013). La transgresion de la barrera de
especie sugiere la superacion de los sistemas de control del hospedador. El ingreso del virus
a la célula hospedadora estd mediado por el reconocimiento por parte de algun tipo de
receptor y la proteina ENV viral. Se ha descrito la interaccion de los SRLV con receptores
ovinos y caprinos (Hotzel and Cheevers 2002) y se ha propuesto que la falta de
reconocimiento de estos receptores en células humanas, es lo que impide la penetracion de
la cepa de SRLV EV1 a las mismas (Mselli-Lakhal et al. 2000). También el receptor de la
manosa esta implicado en el reconocimiento e incorporacion del virus en las células del
hospedador (Crespo et al. 2012), aunque ciertos tipos celulares, que no lo expresan son
también susceptibles a la infeccion, por lo que no se trataria de un receptor exclusivo.

El tropismo a nivel tisular: Al existir diferentes presentaciones de la enfermedad, se han
propuesto modelos de tropismo tisular u organico (Ramirez et al. 2012). En estudios
realizados en casos crénicos por lentivirus se ha encontrado que las variantes virales pueden
formar quasiespecies llegando a compartimentalizarse en érganos. Estas diferencias serian
en gran parte debidas a la presion selectiva realizada por las caracteristicas genéticas de cada

individuo, como efecto fundador, tipicamente estudiado en pacientes con HIV. Asi, cuando el
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flujo de genes entre las subpoblaciones es muy restringido, cada una de ellas puede ser
genéticamente distinta llamandose a esto compartimentalizacién, descrita como una micro
evolucién o la coexistencia de varios genotipos relacionados filogenéticamente (Ramirez et
al. 2013). Trabajos que versan sobre la compartimentalizacién en HIV muestran la existencia
de una alta variabilidad nucleotidica en la regién env. La zona que determina el tropismo
celular y contribuye a la eficiencia en la replicacién, es la fraccion hipervariable V3 y se
relaciona con la adsorcion de estirpes macréfago-tropicas (Korber et al. 1994). En SRLV la
region hipervariable estructural y funcionalmente anéloga a V3 del HIV es la regién V4 de env.
Durante las fases iniciales de la infeccion, los SRLV pueden sufrir variaciones en la region V4,
dando lugar a diferentes subpoblaciones virales y asi colonizar diferentes 6rganos como
pulmon, glandula mamaria, cerebro y articulaciones (Ramirez et al. 2013). Es asi como los
genotipos A que han provocado las formas nerviosas mostraron una compartimentalizacion
en el sistema nervioso central (SNC) y otros 6rganos tales como pulmones o glandula
mamaria. Inferencias a partir de un enfoque bayesiano sugieren que los provirus de
macroéfagos alveolares y PBMC representan los ancestros comunes mas probables en el
animal (Ramirez et al. 2012).

Tropismo celular: Como ya se ha mencionado, el virus tiene como células diana a la linea
monocito/macréfago y células dendriticas, todas ellas células presentadoras de antigenos,
(CPASs). Los SRLV son capaces de integrarse en el genoma de estas células mononucleares,
pero la replicacion no es productiva hasta que éstas no se diferencian o maduran a
macrofagos (Ramirez et al. 2013). Durante este cambio morfo-biolégico se activan factores
de transcripcién gue interactdan con la regién promotora localizada en el LTR viral. Estos
activan la transcripcion del provirus dando asi una infeccion productiva (Narayan et al. 1983).
Los macréfagos son las células mas eficientes para la realizacion de aislamientos de SRLV,
ya que suelen producir los mayores titulos virales (Dahlberg et al. 1981). Sin embargo, este
linaje se corresponde con células terminales y, por tanto, no se replican en cultivo in vitro.
Ademas, no suelen evidenciar efecto citopatico a pesar de la alta tasa de replicacion viral.
Debido a ello se suelen utilizar células de tipo fibroblasto como las del plexo coroideo
(Andrésdottir et al. 1998), de piel (Chebloune et al. 1996), de membrana sinovial (Barros et al.
2005) y su correspondiente linea GSM-T (Goat sinovial membrane cells T-immortalized)
(Rolland et al. 2004). Todos estos tipos celulares se han considerado permisivos a la
replicacion viral y muestran el tipico efecto citopéatico de formacion de sincitios (Crawford et
al., 1980; Dawson et al., 1983), que son células gigantes multinucleadas (Sigurdsson et al.
1960). Sin embargo, recientemente se ha determinado que no todas las estirpes son capaces
de replicar en estos tipos celulares que actuarian in vitro como filtro, siendo, por lo tanto,
necesario otro enfoque a la hora de caracterizar estirpes asociadas a una zona geografica o

brote concreto (Colitti et al. 2019).
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2.8 Clasificacion

La alta variabilidad genética de los SRLV es el resultado de factores tales como los procesos
de recombinacion, la accién de proteinas del hospedador como APOBEC3, la baja fidelidad
de copia de su enzima RT, la ausencia de mecanismos de reparacion durante la replicacion,
entre otros. Esto permite un alto grado de mutagénesis y una gran divergencia que provoca
la formacion de diferentes cepas y quasiespecies (Andrésdottir 2003; Bieniasz 2004; Pasick
1998; Pisoni et al. 2007a; Santry et al. 2013).

En 1984 la clasificacion de los SRLV constaba de dos categorias segun su biologia y
bioquimica (Quérat et al. 1984). El tipo | estaba compuesto por virus de secuencias mas
parecidas al VMV, liticos y de alta patogenicidad que producen anticuerpos neutralizantes
(Narayan et al. 1978). El tipo Il engloba los de mayor homologia con CAEV y una baja
patogenicidad in vivo (Chebloune et al. 1996; Zink and Johnson 1994). La evidencia de una
continuidad genética entre estos virus ovinos y caprinos aislados en diferentes regiones no
fue sencilla de explicar. Tuvo que demostrarse la ruptura de la barrera interespecie o la
infeccion interespecifica, gracias a la genética molecular. La presencia de infecciones mixtas
en campo Y la identificacion de subtipos afectando a las dos especies fue necesaria para que
esto fuese aceptado (Leroux et al. 1997b; Pisoni et al. 2007b; Shah et al. 2004b). Pero fue
Zanoni quien propusiera la denominacién de lentivirus de pequefios rumiantes (SRLV) (Zanoni
et al. 1992; Zanoni et al. 1991).

Investigaciones posteriores fueron dejando en claro la alta variabilidad genética de los SRLV
y por ello en 2004, basados en secuencias de los genes gag y/o pol, Shah y colaboradores
establecen una nueva clasificacion a través de un andlisis filogenético. Basandose en los
criterios aplicados en el campo del HIV, plantean 4 genotipos de A a D, con una diferencia
nucleotidica del 25 al 37% con respecto a esos genes. Dentro de los genotipos existen
subtipos que se diferencian en al menos 15% de la secuencia de nucleétidos (Shah et al.
2004a).

En la actualidad existen un gran numero de subtipos A, que van desde el 1 al 27 (Michiels et
al. 2020; Molaee et al. 2020; Olech et al. 2022; Olech et al. 2018) y para el caso del B, del
subtipo 1 al 5. Los genotipos A y B estan ampliamente distribuidos y se los postula como
pandémicos, mientras que el C y el E solo han sido identificados en regiones geograficas
especificas (Carrozza et al. 2018; Gjerset et al. 2007; Gjerset et al. 2006; Grego et al. 2007;
Michiels et al. 2020; Reina et al. 2009b; Shah et al. 2004a). El tipo C fue aislado en ovinos y
caprinos de Noruega (Gjerset et al. 2007; Gjerset et al. 2006), mientras que el D, tipificado
con el gen pol, se hall6é en Espafia y Suiza, aunque nuevos estudios filogenéticos que incluyen
el gen gag sugieren que seria un subtipo de A con divergencias en el gen pol (Molaee et al.
2020; Ramirez et al. 2013; Ritchie and Hosie 2010; Shah et al. 2004a). Los subtipos E1-2 se

encuentran presentes en el norte de Italia y Cerdefia, respectivamente y es el Unico genotipo
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descrito hasta el momento que tan solo infecta una de las especies, la caprina. Algunos
genotipos han sido aislados Unicamente en una especie animal, pero se cree que son hechos
casuales que tienden a confluir afectando indistintamente a ovinos y caprinos (Grego et al.
2007; Ramirez et al. 2013; Reina et al. 2009b).
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Figura 10: Genotipos y subtipos de SRLV y especie de rumiante de la que fue aislado.

Se puede observar que los genotipos A, B y D pueden darse en ambas especies animales mientras
que hasta el momento el genotipo E se ha encontrado Unicamente en caprinos. Cabe destacar la
presencia de una gran cantidad de subtipos A tipificados hasta el momento.

2.9 Relaciones filogenéticas

Los lentivirus tienen una larga historia y han evolucionado junto con sus hospedadores
mamiferos (Gifford 2012; Takeuchi et al. 2015; Yamada et al. 2016; Zhang et al. 2012). Existen
retrovirus endogenos (VRE), generados al insertarse en la linea germinal de un hospedador
infectado que no poseen ciclo replicativo (Garcia-Etxebarria et al. 2014) y que se utilizan como

relojes moleculares. El estudio de Chessa y otros (Chessa et al. 2009), examiné
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filogenéticamente la historia de la domesticacion de las ovejas a partir de la huella de la
integracién de los retrovirus en su genoma, definiendo dos oleadas de domesticacion
provenientes del Creciente Fértil, incluidas partes de Iran, Irag, Turquia, Siria y Jordania,
aproximadamente 10.000 a 8.000 afios antes de cristo (AC) (Chessa et al. 2009; Zeder 2008;
Zeder 1999).

Los estudios filogenéticos de los genomas virales completos indica que en los pequefios
rumiantes domésticos circulan por lo menos cinco genotipos principales de SRLV (A, B, B3,
Cy E) (Bertolotti et al. 2011; Leroux et al. 2010; Shah et al. 2004a). Los genotipos Ay B estan
extendidos por todo el mundo debido a la comercializacion del ganado (Bertolotti et al. 2011;
Giammarioli et al. 2011; Molaee et al. 2020; Reina et al. 2009b; Shah et al. 2004a; Shah et al.
2004b) y engloban los VMV y CAEV, respectivamente (Minguijon et al. 2015). Por el contrario,
los genotipos divergentes B3, C y E parecen tener distribuciones geogréficas relativamente
restringidas (Molaee et al. 2020).

La Figura 10 muestra la especie animal en la que fueron encontrados los subtipos.

2.10 Diagnéstico
Si bien por medio de la necropsia y el examen histopatoldégico es posible realizar un

diagnéstico, la naturaleza lenta de esta infeccion implica una larga espera, y solo casos
avanzados permiten un diagndéstico certero de la infeccién. La inmunidad humoral debida a
los SRLV ha sido bien estudiada. Los anticuerpos neutralizantes producidos son de lenta
aparicion o poseen poca afinidad y sus titulos suelen ser relativamente bajos. Ademas, se
encontr6 que la propagacién del virus no puede ser detenida completamente por los
anticuerpos, porque un pequefio numero de virus libres pueden propagarse de célula a célula.
A pesar de la respuesta inmunitaria presente, el virus no es expulsado, y el hospedador
actuara como un portador de por vida (Pal and Chakravarty 2020). La presencia del virus y
los anticuerpos durante toda la vida del animal permiten el empleo de pruebas inmunolégicas
para detectar anticuerpos frente al virus y a la deteccién directa del mismo o de sus secuencias
genéticas.

2.10.1 Métodos seroldégicos

El virus induce una respuesta inmunoldgica con la produccion de anticuerpos por parte del
animal, esta seroconversion, si bien no lo logra neutralizar, es especifica y permite identificar
a los individuos infectados. La presencia de anticuerpos en el suero de los animales infectados
suele ser de por vida, debido a la baja pero constante exposiciobn de antigenos virales al
sistema inmunoldgico. Existen varias técnicas para detectar estos anticuerpos y por tanto
diagnosticar indirectamente la infeccion lentiviral. A continuacion, se describirdn las

existentes, sus ventajas, desventajas, inconvenientes y seradn evaluadas segln su
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sensibilidad (menor porcentaje de falsos negativos) y especificidad (menor porcentaje de

falsos positivos).

2.10.1.1. IDGA

La inmunodifusién en gel de agar (IDGA), se basa en la deteccion de anticuerpos frente a
antigenos especificos que se enfrentan difundiendo en una placa de agar gel, formando en
su punto de encuentro una linea visible de precipitacién. La IDGA para el diagndstico de los
SRLV fue aplicada por primera vez por Terpstra (Terpstra and De Boer 1973) y mejorado por
Cutlip en 1977 (Cutlip et al. 1977). Utiliza como antigeno el virus completo concentrado
procedente de sobrenadantes de cultivos celulares desnaturalizado con detergentes (de
Andrés et al. 2005). Detecta anticuerpos frente a la proteina de la superficie SU (gp135), NC
(p14) y de la capside CA (p25). Se considera una técnica altamente especifica (>98%) pero
con una sensibilidad limitada del 91% (de Andrés et al. 2005). La IDGA est4 vinculada a la
interpretacion subjetiva del operario ya que puede arrojar diferentes resultados segun la
persona que realice la lectura. Otra desventaja de este test es que se necesitan al menos 24
horas para ver los resultados (Figura 11).

(https://www.visavet.es/)

Figura 11: Fotografia de una IDGA.

En la placa de Petri se observan 7 pocillos, el centro se corresponde al antigeno (Ag) y con 4 sueros
incOgnitos y dos controles positivo y negativo. En la parte derecha se muestra un ejemplo con tres
sueros negativos (S -), tres positivos (S +) que presentan la linea de precipitacion.
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2.10.1.2. ELISAsS

La técnica mas utilizada para el diagnéstico de los SRLV es un método ELISA indirecto, que
detecta anticuerpos especificos circulantes que se adhieren a su epitope adherido a una
superficie sdlida, luego se agregan anticuerpos secundarios marcados con una enzima, que
reconocen los anticuerpos primarios presentes en el suero y que, al afiadir el substrato para
la enzima, generan una reaccion coloreada que se puede medir por espectrofotometria
(Figura 12) (Houwers et al. 1982; Voller and Bidwell 1976). Actualmente se considera el test
serolégico mas sensible, es totalmente objetivo y permite procesar un gran volumen de
muestras (de Andrés et al. 2005), muy util en programas de erradicacion.

Los célculos de sensibilidad y especificidad de los ELISAs se han realizado por comparacion
con otras técnicas serolégicas como el Radioinmunoensayo (RIA), IDGA, Western Blotting
(WB), Fluorescent cell immunoperoxidase (FCIP), radio inmunoprecipitacion (RIPA), CFT (test
de fijacion de complemento) y otros ELISAS, asi como también la comparacion con la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la histopatologia que son técnicas de deteccion directa
(de Andrés et al. 2005; Schalie et al. 1994; Simard and Briscoe 1990; Zanoni et al. 1994). Para
alcanzar las tecnologias actuales se dieron varias generaciones, en relacion a las
caracteristicas de los conjugados y antigenos utilizados.

La primera generacién de ELISAs utilizaba como antigeno el virus completo procedente de
sobrenadantes de cultivos virales altamente purificados (al igual que la IDGA), y como
anticuerpo secundario, sueros policlonales. Este tipo de test es muy sensible, pero su principal
problema es la aparicién de falsos positivos al coexistir proteinas celulares copurificadas con
las virales. El inconveniente disminuia diluyendo la muestra, pero al mismo tiempo, lo hacia
su sensibilidad incrementando los falsos negativos. La segunda generacion de ELISAs, utilizo
antigenos recombinantes producidos en Escherichia coli y empleando un conjugado
monoclonal. Se emplearon como antigenos las proteinas CA (p25) y TM (gp46). La tercera
generacion incluye oligopéptidos sintéticos de gran pureza estructural, mejorando la
especificidad, pero disminuyendo la sensibilidad, por lo que se le asocian proteinas
recombinantes del core virico para asi igualar la sensibilidad lograda con los ELISAs de virus
completo (de Andrés et al. 2005).

Sin embargo, existen test de ELISA capaces de detectar con alta sensibilidad y especificidad
un genotipo especifico de SRLV y poseer una baja sensibilidad para otros. La reactividad
cruzada de los anticuerpos permite cierta plasticidad de las pruebas seroldgicas con respecto
a las de biologia molecular que son mas restrictivas (de Andrés et al. 2005; Zanoni et al. 1996).
El SENASA, en su manual de técnicas diagnosticas para SRLV, indica el ELISA indirecto
como Unica técnica para la deteccibn de animales infectados (Dillon et al. 2015a). En

Argentina, las opciones comerciales de test de ELISA indirectos se restringen a Maedi/CAEV
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Total Ab screening test (Chekit) y MVV/CAEV p25 Ab Verification de lIdexx que son los
utilizados por dicha institucion, pero han sido retirados recientemente del mercado. El primer
test contiene un virus completo, la cepa B1 de (ZZV1050) donada por Houwers (Zanoni et al.
1989), mientras que el segundo incluye como antigenos un péptido de la proteina de
transmembrana (TM) del gen env y la proteina recombinante p25 de la misma cepa.

m
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1.- Recubrimiento de la placa 2.- Incubacién con ¢l sucro 3.~ Incubacién con el
con el antigeno seleccionado. problema. anticuerpo secundario y

desarrollo de la reaccién
colorimétrica.

Echevarria Garin, |1 15/09/2021

Figura 12: ELISA indirecto.

Los antigenos fijados al fondo del pocillo, se enfrentan con el suero incégnito, se adiciona un anticuerpo
secundario ligado a una enzima que en caso de reconocer al anticuerpo primario permanecera en el
pocillo y serd coloreado con el sustrato especifico y dara una reaccién colorimétrica visible que se
medir4 en un equipo especifico.

2.10.1.3. WB vy RIA

Estas metodologias son de alta especificidad y sensibilidad, por ello suelen utilizarse como
test confirmatorios. Como son mas dificultosas de realizar o insumen mayor cantidad de
tiempo o dinero se utilizan como test confirmatorios luego de un cribado por IDGA o ELISA
(de Andrés et al. 2005). El WB es una técnica utilizada para identificar proteinas especificas.
Utiliza tres elementos, la separacion por tamafio generalmente realizada en gel de
poliacrilamida, la transferencia a un soporte sélido y el marcado de la proteina objetivo
utilizando un anticuerpo primario (que en este caso es el del suero problema) (Mahmood and
Yang 2012) arrojando una sensibilidad mayor a los test de ELISA (Brodie et al. 1993; Houwers
and Nauta 1989; Zanoni et al. 1989).

El Radioinmunoanalisis (RIA) mide las radiaciones nucleares y permite cuantificar sustancias
en concentraciones sumamente pequefias como anticuerpos o antigenos virales libres. Se
basa en la acciébn competitiva de un antigeno (Ag) por un anticuerpo (Ac). Un Ac puede
encontrarse fijo en soporte y enfrentarse a una mezcla de Ag marcado con radiactividad (Ag*)
de concentracién conocida y Ag problema (sin marcar). En otra version de la técnica, se fija
el Ag y se enfrenta a una mezcla de Ac*/Ac. En ambos casos, la mezcla de productos

marcados y sin marcar, competira por el sitio de unién, cuanto menos agente marcado se una,
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emitira cada vez menos radiactividad que es medida por un contador. A través de una curva
de calibracién predisefiada, pueden identificarse las muestras positivas presentes (Lezama
Carrasco 2018; Resino 2011). No es una técnica de uso rutinario. Se reserva Unicamente para
comparacion, validacion o investigacion (de Andrés et al. 2005; Peterhans et al. 2004; Reina
et al. 2009a; Stowring et al. 1979).

2.10.1.4. Seroconversion intermitente

La respuesta humoral tipicamente describe una curva similar a la de X2 (Chi cuadrado) con
un pico seguido por una meseta con una lenta declinacién, manteniendo niveles séricos
relativamente estables. Aunque existen investigaciones que hablan de una intermitencia en el
titulo de anticuerpos (de Andrés et al. 2005). La fluctuacién en el titulo de anticuerpos puede
tener diferentes causas relacionadas con la interaccion entre el virus (gran variabilidad en
cepas de campo) y el hospedador (componente genético huésped asociado a mecanismos
inmunologicos de restriccion). También existen diferencias entre infecciones naturales y
experimentales, se ha observado que las infecciones artificiales producen un titulo alto de
anticuerpos mientras que las infecciones naturales son menos consistentes (de Andrés et al.
2005). Estos cambios pueden responder a reactivaciones de la infeccién o a diferencias en
las dosis de virus asumidas por los animales. También existe la posibilidad de que la estirpe
infectante, en un area o animal determinados, sea lo suficientemente diferente de la estirpe
de referencia, con la que se ha preparado el antigeno del test, como para dar lugar a
anticuerpos que reconozcan epitopes heterélogos (Torfason et al. 1992). La magnitud de la
intermitencia tampoco se encuentra clara, pudiendo ser expresada entre el 10 y el 20% de los
animales (de Andrés et al. 2005) con variaciones importantes dependiendo de la proteina
antigénica considerada, los antigenos homélogos se reconocen antes que los heterélogos
(Lacerenza et al. 2006), y el método que se utilice para su deteccion. Los anticuerpos pueden
ser evidentes en animales con enfermedad subclinica e indetectables en otros con
enfermedad evidente (de Andrés et al. 2013; Brinkhof and Van Maanen 2007). Sea como sea,
la pérdida de anticuerpos representa un factor de confusion en los intentos de diagnosticar y
erradicar la infeccion por SRLV (de Andrés et al. 2005).

Muchos estudios versan sobre las comparaciones de los resultados en métodos comerciales,
principalmente ELISAs, la efectividad de los mismos radica en los genotipos utilizados como
base de sus antigenos y su afinidad con el o los que se encuentren circulando en la region

gue se los utilice (Grego et al. 2005; Lacerenza et al. 2006).

2.10.2 Diagnéstico clinico

Si bien los signos clinicos (que ya fueron descritos en el apartado 2.5.4 Signologia y formas

clinicas) que producen los SRLV no son patognomonicos de la enfermedad, su aparicion,
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evolucién y mantenimiento en los rebafios pueden llevarnos a sospechar de su presencia. No
debemos olvidar que son de gran importancia informativa a la hora de realizar la necropsia en
el animal y tomar muestras para el examen histopatolégico, viroldgico, serolégico y molecular.
Sin embargo, el porcentaje de animales infectados que desarrollan la signologia clinica es
bajo. Estas alteraciones pueden ser coexistentes 0 no en un mismo rebafio y evolucionan
lenta y persistentemente afectando la produccién animal (Lujan et al. 2001; Minguijén et al.
2015; Narayan and Clements 1989).

Es dificil llegar a un diagnostico clinico de la enfermedad, debido a la ausencia de sintomas
evidentes en animales infectados o bien por el solapamiento que puede existir con otros
patégenos. Por ello, es que para cada cuadro clinico debe hacerse un diagndstico diferencial
frente a otros agentes etiolégicos. El cuadro pulmonar debe distinguirse de afecciones tales
como la adenomatosis pulmonar, infecciones parasitarias del pulmén, linfadenitis caseosa y
de otras. En los casos con sintomas neurol6gicos debe tenerse en cuenta scrapie, listeriosis,
rabia, encefalomielitis ovina, infecciones parasitarias del SNC y lesiones que ocupan espacios
del SNC (Dillon et al. 2015b). Las artritis conllevan la diferenciacion de patologias trauméaticas
y micoplasmosis principalmente (Baird and Shipley 2021), mientras que las mastitis mas
frecuentes en rumiantes menores, son bacterianas, producidas mayoritariamente por
Staphylococcus (Bergonier et al. 2003). Por todo este abanico de posibilidades patogénicas
causantes de lesiones similares es que se han desarrollado métodos para el diagnéstico

precoz y directo del virus.

2.10.3 Diagnostico viral

2.10.3.1. Aislamiento

Se basa en el cultivo de células permisivas a la infeccion como lo son los cultivos primarios
ovicaprinos de plexo coroideo (Sigurdsson et al. 1960), fibroblastos (Lee et al. 1994; Ryan et
al. 2000), membrana sinovial (Narayan et al. 1980), neumocitos (Sigurdardéttir and Thormar
1964), epiteliales mamarias (Bolea et al. 2006), células de la granulosa y teca (Lamara et al.
2002b; Lamara et al. 2001) junto con muestras sospechosas de contener SRLV. También se
utilizan monocitos de sangre periférica, que se diferencian in vitro a macréfagos, donde el
virus replica eficientemente, para luego evidenciar la presencia viral en células susceptibles
capaces de mostrar efecto citopatico evidente, como cultivos primarios, GSM u OSF (ovine
skin fibroblasts) (Singh et al. 1999). Otras células permisivas son las lineas celulares T-
immortalized goat synovial membrane (GSM-T) (Rolland et al. 2004), monocytes ovine cell
line (MOCL) (Olivier et al. 2001), T-antigen immortalized goat embryonic fibroblasts (TIGEF)
(da Silva Teixeira et al. 1997), T-antigen immortalized goat milk epithelial cells (TIGMEC)
(Mselli-Lakhal et al. 2001), entre otras. El efecto citopatico que el virus produce en la mayoria
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de las células es la formacion de sincitios, células gigantes multinucleadas, producto de la
fusién de membranas, mientras que paralelamente se produce la lisis y muerte de muchas
otras. Lamentablemente, este enfoque puede fracasar potencialmente en la detecciéon de
nuevos genotipos (es decir, un aislamiento infructuoso o un efecto citopatico poco claro)
debido a la capacidad limitada de algunas cepas de baja patogenicidad para adaptarse a los
fibroblastos, por lo que técnicas como PCR para determinar la carga viral o la cuantificacion
de la actividad de retrotranscriptasa sirven para evidenciar la presencia del virus en los cultivos
(Colitti et al. 2019).

2.10.3.2. Microscopia electrénica

La microscopia electrénica ha permitido conocer las caracteristicas morfologicas del virus
(Coward et al. 1970; Takemoto et al. 1971; Thormar 2013; Thormar 1961a; Thormar and
Cruickshank 1965) y determinar partes esenciales de su ciclo y naturaleza, pero no es un
método utilizado para el diagndstico de rutina. La técnica es laboriosa y poco asequible (Figura
13).

(Thormar 2013)

Figura 13: Microscopia electrénica de SRLV.

A: Una imagen de microscopia electronica de transmisién de las particulas del VMV, de unos 80 nm de
diametro, que muestra una envoltura exterior cubierta de espiculas. Tincién negativa. B: Virus brotando
de la membrana celular. La imagen muestra un cuerpo esférico de doble pared libre de la misma
seccion, con un centro electro denso.

El virus se replica en muy baja tasa y no da lugar a un alto nimero de particulas virales libres,
por lo que existen otras técnicas que utilizan la microscopia electrénica, capaces de develar
con mayor sensibilidad su presencia. La microscopia inmunoelectrénica, puede de detectar
antigenos virales libres y expresados en la membrana de las células infectadas (Carter et al.
2005).
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2.10.3.3. Inmunohistoquimica (IHQ)

Para determinar la causalidad directa de las lesiones en un determinado tejido u 6rgano se

han desarrollado métodos de detecciéon directos capaces de evidenciar la presencia de
antigenos virales. La inmunohistoquimica (IHQ) utiliza anticuerpos especificos mono o
policlonales en cortes histolégicos, extensiones o cito centrifugas. Mediante IHQ, se ha
demostrado la presencia de virus en lesiones encefélicas de ovejas infectadas por inoculacion
intracerebral con SRLV (Georgsson 1990a). Con esta técnica se ha detectado infeccion en
macrofagos, células de formadoras de mielina, plexo coroideo (Sanna et al. 1999), células de
la granulosa (Lamara et al. 2001), neumocitos, fibroblastos, células endoteliales (Carrozza et

al. 2003) y células de la gldndula mamaria entre otras (Bolea et al. 2006).

2.10.3.4. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en la amplificacion de fragmentos

especificos de ADN utilizando oligonucle6tidos sintéticos (cebadores o primers)
complementarios a la secuencia diana especifica, con la ayuda de la enzima ADN polimerasa
procedente de Thermus aquaticus (Taq polimerasa), nucleétidos trifosfatos y una serie de
ciclos a diferentes temperaturas y tiempos que permite generar un nimero exponencial de
copias del fragmento de ADN suficientes para poder ser visualizadas en geles de agarosa
(Mullis and Faloona 1987).

Los primeros disefios aplicados a los SRLV fueron los de Sonigo (Sonigo et al. 1985) y Zanoni
(Zanoni et al. 1992). La mayor parte de las PCR disefiadas amplifican zonas especificas de
las regiones gag, env, pol y LTR. Los moldes mas utilizados son ADN genémico que proviene
de leucocitos de sangre periférica (PBL), PBMC, células epiteliales mamarias, de cultivos
primarios o lineas celulares e incluso tejidos (Ali Al Ahmad et al. 2008; Bolea et al. 2006;
Leroux et al. 1997a; Ney Rdmulo de Oliveira et al. 2009). Sin embargo, el virus se encuentra
circulando en un porcentaje bajo de los monocitos sanguineos, que a su vez representan tan
solo el 1% de las células blancas sanguineas (Amorena et al. 2001; Narayan et al. 1993;
Narayan et al. 1983). Para superar este factor limitante, se generaron nuevas técnicas que
incrementaron su sensibilidad, como son las PCR anidadas (PCRn) (Barlough et al. 1994;
Karr et al. 1996), que constan de dos ciclos de amplificacién consecutivos con dos juegos de
cebadores, y en las que el producto del primer ciclo es molde del siguiente. Luego surgieron
nuevos tipos de PCR, como la PCR semianidada (PCRsn) (Leroux et al. 1997a), la PCR in
situ que combina la PCR con una hibridacion in situ (ver mas adelante) para la detecciéon de
secuencias virales en muestras de tejido. Para remediar los posibles desemparejamientos
entre los cebadores y las secuencias de las cepas infectantes, se propuso la utilizacién de

PCRs con cebadores degenerados (Eltahir et al. 2006).
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La retrotranscripcién-PCR (RT-PCR) que utiliza un paso previo de transformacion del molde
de ARN a ADN (Pépin et al. 1998) permite detectar virus libre no integrado en el genoma de
las células o transcripcion de los genes virales. También se han desarrollado PCR
cuantitativas (QPCR) o “PCR tiempo real” (Real time PCR) para la deteccién de SRLV
(Giammarioli et al. 2011; Olech et al. 2014; De Regge and Cay 2013). Estas pueden
determinar la cantidad inicial de copias de provirus presentes en el molde utilizado. Segun se
ha demostrado, son mas rapidas y disminuyen el riesgo de contaminacion con producto
amplificado (Brajon et al. 2012; Niesters 2002). Dentro de este tipo de PCR se encuentra el
kit comercial EXOone Maedi Visna-CAEV” de Laboratorio Exopol (Exopol). También se han
desarrollado métodos de amplificacion isotérmica como LAMP (Loop-mediated isothermal
amplification) (Balbin et al. 2014; Huang et al. 2012) o el método en dipstick RPA-LFD
(recombinase polymerase amplification lateral flow dipstick) (Tu et al. 2017).

El hecho de poder utilizar secuencias de ADN especificas y genomas completamente
secuenciados, proporciona una herramienta versatil facilmente adaptable al diagnéstico de
tipos y subtipos especificos circulantes, aunque requiere un laboratorio mas equipado para su
utilizacion (Glaria et al. 2012; Grego et al. 2007; Olech et al. 2018; Olech et al. 2012; Shah et
al. 2004a).

2.10.3.5. Hibridacion in situ (ISH)

Esta técnica permite la visualizacion de ADN o ARN viral en preparaciones celulares o cortes

de tejidos que estén infectados. La técnica se basa en la hibridacion de una sonda
oligonuclectidica especifica marcada radiactivamente, con fluorocromos o conjugada para su
revelado enzimatico (Gendelman et al. 1985; Preziuso et al. 2004; Roy et al. 1992). La
modificacion de la técnica de Watt (Watt et al. 1990) permitié realizar la fijacion para la IHQ e
ISH al mismo tiempo, simplificando muchos pasos en su elaboracién (Roy et al. 1992). Esta
técnica ha permitido evidenciar la presencia de provirus e incluso de ARN viral en células de
individuos que no han seroconvertido. Algunos de los tipos celulares que han sido analizados
con ISH son: macréfagos, células de la mielina y del plexo coroideo (Sanna et al. 1999),
células endoteliales, fibroblastos, adipocitos, neumocitos, epitelio y acinos mamarios (Bolea
et al. 2006; Carrozza et al. 2003), entre otros. Esta metodologia permite hacer relaciones
causales, al igual que la IHQ y la PCR in situ, entre el virus y una patologia, demostrando la
presencia del mismo en el lugar especifico. Sin embargo, debido a su complejidad, lentitud y

costo, es utilizada Unicamente en experimentacion.
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2.10.3.6. Deteccidon de proteinas de fase aguda

Las proteinas de la fase aguda (PFA) son unas de las primeras lineas de defensa de un
organismo. Son un grupo heterogéneo de proteinas y polipéptidos cuya concentracion sérica
puede indicar la presencia de infecciones agudas o crénicas (Tecles et al. 2001). Se dividen
en PFA positivas (+), que aumentan en la inflamacion: amiloide sérico A (SAA), haptoglobina
(Hp), ceruloplasmina (Cp), fibrindbgeno (Fb), proteina C reactiva (CRP), anti tripsina alfa-1
(AAT), hemopexina (Hpx), proteina de union a lipopolisacaridos (LBP) y la glicoproteina alfa-
1-acida (AGP), que se utiliza en medicina humana como marcador bioquimico en patologias
como el cancer de mama, enfermedades hepaticas, renales, inflamatorias e infecciones
viricas y bacterianas (Xu and Venge 2000); también se utiliza en medicina veterinaria como
indicador de bienestar animal (Sierra 2019; Tadich 2011) y en el diagnéstico del Sindrome
respiratorio bovino (SRB) (Pérez Villalobos 2016). Las PFA negativas (-) son las que
disminuyen durante la inflamacion: albumina, transferrina (Tf) y transtiretina (TTR) (Idoate et
al. 2015; lliev and Georgieva 2018; Tothova et al. 2014).

El trabajo de Czopowicz (Czopowicz et al. 2017), quien trabajo con la variacion de estas
proteinas en relacion a los SRLV, ha sido poco esclarecedor, ya que es imposible relacionar
sus niveles séricos con la presencia de SRLVs. En dicho estudio se muestran diferencias
entre animales seropositivos sintomaticos en comparacion con los seropositivos
asintomaticos y seronegativos. Los sintomaticos tuvieron niveles mas altos de SAA (5 veces
mayor) y Hp (2 veces) pero no reportan diferencias entre seronegativos y seropositivos
asintomaticos. Al observar un nivel mas bajo de estas proteinas en cabras sin sintomatologia,
concluyen que la diferencia se debe a la presencia de inflamacién y no al virus. El mismo
grupo en 2018 (Reczynska et al. 2018), encontré un nivel elevado de SAA en el suero de
cabras infectadas con y sin signos clinicos de CAEV, asi como una disminucién de los niveles
de SAAy Cp en la leche de esos animales. Estos resultados sugieren que SAA y Cp podrian
ser de utilidad para ayudar en el diagndéstico temprano si se realizara un analisis en suero y

leche en paralelo para diagnosticar SRLV en animales asintomaticos.

2.11 Control de SRLV

2.11.1 Vacunas y tratamiento

Si bien en la actualidad no existen vacunas disponibles para esta virosis, muchos han sido los
intentos para su produccién. La inmunizacion con virus atenuados o inactivados, (Cutlip et al.
1987; McGuire et al. 1986; Pearson et al. 1989) logra inducir anticuerpos, pero no una
proteccion efectiva contra el virus. Se ha utilizado un clon no patogénico de VMV (LV1-1KS1)
con el que se consiguié una disminucion de la carga viral y un retraso en la aparicion de la
sintomatologia, pero no se previno la enfermedad (Pétursson et al. 2005). La atenuacion
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natural, presente en los subtipos del genotipo E, carentes de dUTPasa, es capaz de dar lugar
a una respuesta humoral y linfoproliferativa especifica de genotipo, siendo la respuesta
citotoxica mas promiscua garantizando proteccion parcial en los animales inmunizados y su
descendencia (Juganaru et al. 2011). También se han desarrollado vacunas ADN (Gonzalez
et al. 2005) basadas en el gen env e interferon gamma (ifn-) inoculados via mucosa vaginal
mediante una pistola de genes. Se consiguid una proteccion transitoria basada en la
disminucion de la carga proviral. La inoculacion de pladsmidos conteniendo gag o env, o una
mezcla de ellos, vehiculizados por nebulizador en particulas de polietilenimina (Reina et al.
2008) y luego un refuerzo con un virus Vaccinia ankara recombinante portando la misma
construccién génica, con o sin la presencia de ifn-y, redujo la carga proviral y la intensidad de
las lesiones presentes en los animales. Ademas, la inclusién de moléculas coestimuladoras
de la familia B7 (CD80 y CD86) en el inéculo vacunal mejoré tanto la induccion de respuesta
inmunitaria como la proteccion parcial (de Andrés et al. 2009).

Ninguna de las vacunas o estrategias vacunales probadas hasta el momento han superado la
etapa de experimentacién, demostrando la gran dificultad para la generacién de una respuesta
inmunitaria satisfactoria, que proteja a los animales de la enfermedad induciendo inmunidad
esterilizante. Dejando las puertas abiertas a nuevas investigaciones sobre el tema y poniendo
mas énfasis aln en las estrategias de prevencion, deteccidn de portadores y segregacion de
los animales infectados.

No existe un tratamiento especifico para SRLVs. La terapia de sostén tendiente a mejorar el
estado clinico puede ser Gtil en animales individuales, pero no puede detener el progreso de
la enfermedad (Trezeguet et al. 2015). Se ha propuesto el uso de farmacos, tales como 9-(2-
fosfonilmetoxietil) adenina (PMEA), analogo del fosfato nucledsido y potente inhibidor de la
transcriptasa reversa, gue inhibe la replicacion in vitro del virus y experimentalmente demostro
la disminucién de la carga viral y la sintomatologia clinica en infecciones experimentales en
animales tratados con esta droga (Thormar et al. 1998; Thormar et al. 1995). Al igual que la
utilizacion del interferon Tau (Juste et al. 2000; Juste et al. 1996) y otras drogas
antirretrovirales, pero hasta el momento no existen tratamientos efectivos o asequibles en

cuanto al costo-beneficio, que permita su utilizacion en pequefios rumiantes.

2.11.2 Medidas de control

Al tratarse de una enfermedad lentiviral con la presencia de un virus estable integrado en el
genoma, el animal infectado ser& portador de por vida y posible fuente de contagio a otros, de
manera continua (Clements and Zink 1996). Con lo cual, todas las medidas de control apuntan
a la deteccion temprana de individuos infectados y a su eliminacién consiguiendo la

prevencion del contagio y de la propagacion de la infeccion.
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En Islandia, en el momento de hacer irrupcién la enfermedad y, por no contar con métodos de
diagnéstico fiables en los afios 40, se llevo a cabo el sacrificio completo de todo rebafio en
gue hubiera algun animal enfermo, vacio sanitario y posterior reposicion con animales
provenientes de areas no afectadas. Esta metodologia fue eficiente, pero presenta un elevado
costo econdmico y requiere la certeza de estar incorporando animales libres de la
enfermedad, hecho que fue facilitado en dicha isla debido a la existencia de una barrera
geografica (glaciar) que impedia el transito de animales y por tanto del virus, a ambos lados
de la misma (Pétursson 1994).

Los métodos de control evolucionaron a la deteccion de los animales seropositivos, su
segregacion y sacrificio con la sustitucién por individuos seronegativos acreditados. Este
sistema puede llevarse a cabo si la prevalencia de la enfermedad es baja y existen recursos
economicos suficientes por parte de los productores o de los organismos de control
involucrados (Blacklaws et al. 2004; Chacén and Naranjo 2004).

Una tercera alternativa es la de separar fisicamente a los animales infectados (de Boer et al.
1978; Houwers and Nauta 1989; Schipper et al. 1985) de los seronegativos realizando un
manejo en paralelo de dos rebafios (Minguijon et al. 2015) y realizar controles cada cierto
tiempo para incluir a los nuevos infectados en su grupo correspondiente (Konishi et al. 2011).
Hacer las reposiciones solo con animales seronegativos y alimentar a los cabritos o corderos
con calostro y leche de seronegativos o debidamente sanitarizada (Adams et al. 1983;
Blacklaws et al. 2004; Konishi et al. 2011; Krebs et al. 1999; Lujan et al. 2001; Minguijén et al.
2015; Piret et al. 2005; de Sousa et al. 2019).

La pasteurizacion del calostro se realiza a 56°C por 30 min, ya que a esa temperatura se
inactiva al virus sin afectar la funcionalidad de las inmunoglobulinas. Por otro lado, en el caso
de la leche, ésta se puede pasteurizar a mas temperatura debido a que no hace falta proteger
la funcionalidad de las inmunoglobulinas; pudiendo utilizarse la forma tradicional de
pasteurizacion (60-63°C durante 30 min), la forma “de alta” (75°C durante 15 seg), o incluso
llevarse a punto de ebullicion y dejarse enfriar. Tanto para la administracion de calostro o
leche puede utilizarse la opcién de suministrar el fluido de otra especie (libre de SRLV si son
pequefios rumiantes) o proporcionar el sustituto lacteo cominmente usado en el tambo bovino
comercial (Alvarez et al. 2005; Houwers et al. 1983; Leitner et al. 2010; Rowe and East 1997).
Como la enfermedad lentiviral puede transmitirse por sangre y fluidos, es importante la toma
de medidas en todo lo que tenga que ver con intervenciones humanas como despezufiado,
descornes, cirugias, vacunaciones, utilizando material descartable o debidamente
sanitarizado. Deben tomarse medidas higiénicas sobre corrales de parto y equipamiento de
uso comun como esquiladoras, tijeras de esquila o la maquina ordefiadora (Brajon et al. 2012;
Fieni et al. 2003; Fieni et al. 2002; Rowe and East 1997).
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Existen propuestas en la deteccion y control, como las de Brinkhof (Brinkhof et al. 2010a;
Brinkhof 2009; Brinkhof and Maanen 2010; Houwers 1990; Sihvonen et al. 2000) que
combinan el poder de la serodeteccion y de la PCR para el diagnéstico precoz, reduciendo
los tiempos de espera entre la infeccion y la serodeteccién y evitando el periodo de confusion
producido por la interferencia de anticuerpos maternales del calostro en los cabritos y
corderos, que segun Czopowicz pueden permanecer hasta los 6 meses de edad (Czopowicz
et al. 2018).

Las estrategias de control actuales implican un diagnéstico certero que distinga entre animales
infectados y libres del virus. Es en este punto donde surgen mayores problemas debidos a la
gran variabilidad que existe entre las cepas viricas y en la respuesta inmunitaria de los
animales (Menéndez-Arias et al. 2017). Esperar que un solo kit serolégico o una Unica PCR
sea capaz de detectar cualquier estirpe, tratandose de un SRLV, pareceria casi una utopia.
Es por eso que es importante generar informacién sobre las estirpes circulantes de manera

periédica y no restringirse a una sola metodologia o kit durante tiempos muy prolongados.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En Argentina, se ha detectado la presencia de lentivirus en ovinos y caprinos (lentivirus de
pequefos rumiantes, SRLV) en diferentes provincias a partir de estudios serologicos desde el
afio 2001. La provincia de Salta cuenta con mas de medio millén de animales susceptibles a
esta infeccién y actualmente no se conoce la incidencia de la enfermedad ni el potencial
impacto socio-econdémico que puede suponer, por lo que existe la necesidad de desarrollar
una metodologia adecuada que permita el aislamiento y la caracterizaciéon molecular de las
cepas circulantes. Esta informacién podra emplearse para la toma de decisiones en cuanto a
los métodos diagndsticos mas adecuados para el control de la infecciobn. Ademas, se han
detectado cuadros clinicos que podrian ser causados por la infeccion en rebafios caprinos.

3.1 Hipétesis:
Los SRLV estan presentes en la provincia de Salta causando artritis incluso en animales

jévenes dificultando asi la viabilidad de las explotaciones.

3.2 Objetivos:

3.2.1 Objetivo General

Identificar, aislar y caracterizar molecularmente los SRLV presentes en la provincia de Salta

para diseflar nuevos métodos diagnésticos basados en PCR capaces de detectar

especificamente los SRLV circulantes.

3.2.2 Objetivos Especificos

i. Establecer un cultivo primario de células que permita optimizar el aislamiento del virus.
i Aislar en cultivo celular estirpes de SRLV procedentes de casos artriticos.
iil. Tipificar molecularmente los virus SRLV circulantes en la zona de estudio.
iv. Desarrollar una técnica de PCR de tiempo final para el diagnostico de la virosis
adaptada a la realidad argentina.
V. Caracterizar socioeconomico y productivamente a los hatos utilizados en el estudio de
forma que permita relacionar la epidemiologia viral con la realidad campesina de la zona.
Vi. Proponer y desarrollar metodologias de manejo para el saneamiento de la

enfermedad.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Animales

En la provincia de Salta se realiz6 la toma de muestras de un total de 787 animales, en su
mayoria caprinos adultos entre 2 y 6 afios de las cruzas lecheras y carniceras que se
distribuyen en la zona, procedentes de 30 explotaciones. Se trabajé con dos establecimientos
extra provinciales, de los cuales se tenian sospechas de la presencia del virus. Ellos fueros
los hatos nimero 16180-81, con 52 animales muestreados en la provincia de Catamarca, y el
hato 16345 con 88 muestras de la provincia de Jujuy. Haciendo un total de 32 hatos y 927
animales. La toma de muestras de las tres ecorregiones se llevé a cabo solo en los lugares
en los que se pudo mantener las condiciones de tiempo, cuidado y cadenas de frio que
permitiesen su utilizacién en el presente estudio. Si esto no podia ser asegurado o la muestra
no llegaba en condiciones, el hato era rechazado y no formaba parte del estudio.

El nimero de animales muestreados por hato fue tipicamente de 20, a excepcion de los hatos
con menos de 20 animales en los que se muestreo la totalidad. Los hatos con mas de 300
animales se muestrearon entre 50 y 90 animales, segun disponibilidad.

Adicionalmente, se contd con una majada experimental, la explotacion 17138 correspondiente
al tambo de la Estacion Experimental Agropecuaria Salta (EEA Salta), que disponia al inicio
del plan de esta tesis con 73 caprinos de raza Saanen, compuesto de 61 hembras, 4 machos
y 8 cabrillas de reposicion. Este grupo se utiliz6 como unidad experimental debido a que se
ha detectado la presencia de animales seropositivos con sintomas, las condiciones son
controladas y fue factible el seguimiento individual de animales, su analisis clinico exhaustivo
con énfasis en aparato locomotor, el seguimiento clinico individual y la toma reiterativa de
muestras y tejidos y la realizacion de una prueba de practicidad del manejo e implementacién
de medidas y protocolos sanitarios.

Los animales utilizados en esta tesis se distribuyeron en las tres principales ecorregiones, el
Chaco Saltefio (CS) 4 explotaciones, Valles Templados de Altura (VT) 8 explotaciones y
Valles y Quebradas Aridas (QA) 20 explotaciones. El Chaco es una llanura, himeda con clima
subtropical, las precipitaciones medias anuales son entre 400 a 800 mm. Los Valles
Templados de Altura poseen menores temperaturas y una altitud media de 1100 msnm, las
precipitaciones varian entre 500 y 1000 mm anuales. Mientras que los Valles y Quebradas
Aridas de altura oscilan entre 1000 y 3000 msnm y sus precipitaciones anuales son de 250 a
500 mm. El régimen de lluvias es estival en toda la zona (Bravo et al. 2012).

La distribucion de las explotaciones en ecorregiones, el nimero de muestras recogidas y el

tipo se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Distribucién de los hatos por ecorregion.

Se indica ademas el numero de muestras, asi como el tipo en cada explotacion.

Establecimiento  Ecorregion? N2 Suero Buffy coat
16282 Cs 26 Si Si
16315 Cs 26 Si Si
16316 Cs 28 Si Si
16317 Cs 27 Si Si
14240 QA 11 Si No
14241 QA 15 Si No
14364 QA 20 Si No
14365 QA 20 Si No
16418 QA 22 Si Si
16419 QA 20 Si Si
17088 QA 50 Si Si
17089 QA 30 Si Si
17090 QA 33 Si Si
17091 QA 57 Si Si
17092 QA 57 Si Si
18126 QA 5 Si No
18190 QA 6 Si No

18123-24 QA 15 Si No
18128-29 QA 16 Si No
18131-191 QA 12 Si No
18185-87 QA 16 Si No
18315-19 QA 28 Si No
15207 VT 20 Si No
15208 VT 20 Si No
15210 VT 20 Si No
15304 VT 29 Si No
15347 VT 16 Si No
16253 VT 20 Si Si
17096 VT 49 Si Si
17138 VT 73 Si Si
16180-81 QA Catamarca 52 Si Si
16345 QA Jujuy 88 Si No

Ecorregion® QA= Valles y Quebradas Aridas VT= Valles Templados CS= Chaco Saltefio. N2= Nimero
de animales muestreados del hato.

4.2 Caracteristicas de las explotaciones y particularidades

De todas las explotaciones visitadas, se recabaron los datos proporcionados por una encuesta
ad hoc, que a través de preguntas y con la ayuda de fotos de lesiones, facilitd la recopilacién
de datos sanitarios, de manejo general, socioeconomicos y productivos. El detalle del

formulario utilizado se muestra en el Anexo | Encuesta socioecondmica, productiva y

sanitaria.
Se realizaran una serie de aclaraciones de terminologias y particularidades de la zona que

facilitaran el entendimiento de las descripciones que se realicen posteriormente.
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e Tipo de produccién

Se clasifican en dos tipos segun el objetivo principal de cada rebafio, la cria o la produccién
lechera.

Cria: En los hatos dedicados a la cria (produccién de carne), su producto final es el cabrito,
por lo general entre 2 y 7 meses, para la venta o el autoconsumo. Es extrafio que se
comercialicen categorias de mayor edad, como cabrillonas y capones. Los establecimientos
dedicados a la cria aprovechan la produccion lactea de los animales para el ordefio y la
produccion de quesos.

Produccion lechera: Los hatos dedicados a esta produccién (tambos comerciales en algunos
casos) pueden incluir la elaboracién de quesos o no. Pero todos ellos tienen como excedente
a los cabritos machos, que o bien se destinan al autoconsumo o se comercializan como

cabritos.

e Tipo de explotacidon

En esta tesis se clasificaron las explotaciones en tres tipos, basados en el criterio de propiedad
del rebafio, nivel de tecnificacion alcanzado e incorporacion al circuito comercial y el nivel de
produccion individual de los animales.

En cuanto al tipo de propiedad podemos encontrar:

Explotacion de tipo familiar: Corresponde a un hato, que puede tener como objetivo la
produccion de carne (cria), representados por 22 establecimientos, o de leche y subproductos
(lechera) con 20 representantes. Su caracteristica principal es el hecho de ser propiedad,
atendido y manejado por una unidad familiar. La mayoria de ellos estan destinados al
autoconsumo dentro del marco de economias de subsistencia, con la venta eventual de los
excedentes siendo la produccion individual de los animales baja.

Explotaciones familiares capitalizadas: Es un hato, por lo general, con mayor nimero de
animales, destinado a la produccién de carne o de leche y subproductos, propiedad de una
familia, atendido y manejado por los mismos, pero con la incorporacibn de mejoras
tecnolégicas e incorporados a la red comercial. Puede poseer ademas empleados extra
familiares.

Tambo comercial: Hato destinado a la produccién de leche y subproductos con destino a
comercializacién formal. Por lo general pertenece a empresas privadas o estatales. Posee

mejoras tecnolégicas y una produccion individual por animal alta.

4.3 Tomade muestras y conservacion

4.3.1 Sangre periférica:

Se realizaron extracciones de la vena yugular de animales de rodeos sospechosos en:
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e Tubos con anticoagulante EDTA para la separacion de plasma y el concentrado de
glébulos blancos (buffy coat) por centrifugacion.
e Tubos sin anticoagulante para la obtencion del suero tras la extraccion del coagulo

hematico. Todas las muestras se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

4.3.2 Liquido articular

Se tomaron muestras de liquido articular de animales con patologia clinica del rebafio 17138
por puncién directa de la articulacién intercarpiana con el uso de material estéril y lavados
quirdrgicos. Las muestras se procesaron en esterilidad bajo flujo laminar. Las muestras a
remitir al Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular, INTA CONICET (IABIMO), se
colocaron en crio tubos con PBS y una mezcla de antibiético y antimicético (ATB/ATM,;
©Gibco) y se conservaron en frio (4 a 10°C) para su transporte, mientras que las que se
enviarian al Instituto de Agrobiotecnologia, CSIC-Gobierno de Navarra (IdAB), fueron

resuspendidas en suero autélogo y DMSO 10%.

4.3.3 Leucocitos para cultivo in vitro

A partir de los animales seropositivos del hato 17138, se realizé una tricotomia de la zona de
la gotera yugular y tres lavados. Se efectud la venipuncién con agujas estériles y jeringas con
EDTA 0,2M, las muestras se manejaron en esterilidad bajo flujo laminar y fueron remitidas
frescas (5 a 18°C) de forma inmediata al IABIMO para su cultivo in vitro.

Los leucocitos de sangre periférica para criopreservacion, se separaron por centrifugacién de
la sangre entera, 30 min a 1050g, obteniéndose el buffy coat, se realizaron dos lavados con
red blood cells (RBC) buffer (NH4Cl 0,14M, Tris 1M, pH 7,65) estéril. Los leucocitos se
resuspendieron en PBS estéril para conservarse en crio tubos con suero autdlogo y 10% de

DMSO en termo de nitrégeno liquido.

434 Tejido dérmico:

Se realizaron biopsias de piel del area inguinal, para el desarrollo de un cultivo primario de
fibroblastos caprinos (Eca) y ovinos (Eov). Para ello se utilizaron caprinos del hato
experimental 17138. Se realiz6 la tricotomia de la zona seleccionada y se practicaron las
desinfecciones quirdrgicas pertinentes. Se aplico anestesia local mediante un bloque6 en “L”
con lidocaina-epinefrina y se practicé un corte de piel de al menos de 1cm?, se sutur6 y
desinfecté adecuadamente. Las muestras se conservaron (4 a 10°C) en PBS con ATB/ATM
para su remision al IABIMO y al Instituto de Virologia del CICVyA, INTA (IV).
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4.35 Muestras para histopatologia

A partir de los animales con patologia clinica del rebafio 17138, al momento del sacrificio, se
realizé la necropsia y toma de muestras para el analisis histopatolégico de algunos de los
casos. Se sigui6 el protocolo de necropsia descrito por Robles (Robles and Uzal 2001) y el
procesamiento convencional por las técnicas histologicas de rutina de fijacion en formol,

inclusién en parafina y tincion con hematoxilina/eosina (Kiernan 2015).

4.4 Remision de muestras
IABIMO

e Las muestras de sangre para cultivo in vitro se mantuvieron refrigeradas, entre 5 y
18°C y se enviaron via terrestre para ser procesadas en un tiempo menor a 36 h.

e Las muestras de tejido (biopsias de piel y tejido articular) fueron recolectadas en el dia
y enviadas refrigeradas via aérea para ser procesadas en un tiempo menor a 36 h.

e Los plasmas, sueros y buffy coat se remitieron congelados y acompafados de
refrigerantes por via terrestre (en un trayecto de 1600km y 24 h de duracion).

IdAB

e Los leucocitos para cultivo in vitro y el liquido articular criopreservados, se enviaron en
termos de nitrégeno liquido como paso previo al envio aéreo internacional que se
conservo en hielo seco.

o Los plasmas, sueros y buffy coat, enviados previamente al IABIMO, se conservaron

también en hielo seco durante el traslado aéreo internacional.

45 Caracterizacion molecular de cepas

45.1 Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN de los leucocitos, en el IdAB se utilizo el kit “E.Z.N.A® Blood ADN

Mini kit Quick” de OMEGA segun las indicaciones del fabricante, este kit permite realizar

extracciones de ADN a partir de muestras de sangre, buffy coat, células de cultivo y pequefios
trozos de tejido.

En el IABIMO, se utilizé para la extraccion de ADN a partir de células en cultivo el método
Dellaporta (Dellaporta et al. 1983). Brevemente, las células fueron congeladas y
descongeladas, tres veces. Se trataron con buffer de lisis (Tris 200mM pH 8, EDTA 20mM pH
8, NaCl 200mM, SDS 2% y 2-mercaptoetanol 10mM) durante 10 min a 65°C y se agreg6 un
volumen de acetato de potasio 5M, se mezcld por inversion suave y se centrifug6 durante 30
min a 10000g en microcentrifuga. Se recupero el sobrenadante y el ADN se precipité mediante

el agregado de un volumen de isopropanol. Luego de centrifugar durante 20 min a 10000g,
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se lavo el pellet obtenido con etanol 70% y se procedié a su secado. Finalmente, el ADN
precipitado fue resuspendido en 40ul de agua milli Q, calidad para PCR.

La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante el uso de un espectrofotometro Nanodrop One
(Thermo).

45.2 PCRs utilizadas

Para la caracterizacion molecular se utilizaron las siguientes PCRs. Sus perfiles térmicos y
condiciones de ciclado se muestran en el Anexo | 9.1 Protocolos.

NnPCR: PCR Nested desarrollada por Grego (Grego et al. 2007), permite amplificar una regién
del fragmento gag-pol de los SRLV de 800pb aproximadamente. Para la ronda 1 (G1) de
amplificacién se utilizé el par de cebadores GAG F1 y POL R1, mientras que para la segunda
ronda (G2) de PCR se usaron los cebadores GAG F2 y POL R2 (Tabla 2), utilizando la Taq
polimerasa comercial de Biotools en el IdAB o la GoTaq de Promega en el IABIMO.

Se probaron diferentes cantidades de ADN molde desde 100 a 1000ng de ADN por reaccion
y entre 2 y 4ul de G1 como molde para G2.

Tabla 2: Cebadores nPCR

Cebador  Secuencia Tm? Ta?
GAG F1 5 -TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG-3’ 71 66
POL R1 5 -CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA-3’ 78 73
GAG F2 5 -CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG-3’ 69 64
POL R2 5"-GCGGACGGCASCACACG-3’ 60 55

1 Tm= temperatura de melting ? Ta= temperatura de annealing

OSLO-POL-R2: Esta PCR combina cebadores descritos por Rimstad (Rimstad et al. 1993) y
Grego (Grego et al. 2007) y amplifica también un fragmento de la region gag-pol de los SRLV

de 800 pb aproximadamente (Tabla 3).
Se realiz6 un gradiente de temperatura de annealing entre 55 y 58°C, un gradiente de MgCl»
entre ImM y 2mM y de ADN molde entre 300 y 1000ng totales.

Tabla 3;: Cebadores OSLO-POL-R2

Cebador Secuencia Tm? Ta?
OSLO Fw 5 -CAAACAGTGGCAATGCAGCATG-3" 66 61
POL R2 5 -GCGGACGGCASCACACG-3 60 55

1 Tm= temperatura de melting 2 Ta= temperatura de annealing

LTR-OSLO: Combinacion de cebadores descritos por Zanoni y Rimstad (Rimstad et al. 1993;
Zanoni et al. 1992) cuyo fragmento amplificado esta situado en la regién LTR-gag de 1260pb
aproximadamente (Tabla 4).
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Se realiz6 un gradiente de ADN molde entre 300 y 1000ng totales.

Tabla 4: Cebadores LTR-OSLO

Cebador Secuencia Tm?! T a?
LTR Fw 5 -TGACACAGCAAATGTAACCGCAAG-3 66 61
OSLORw 5 -GGCATCATGGCTAATACTTCTAA-3 64 59

1 Tm= temperatura de melting 2 Ta= temperatura de annealing

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa 1-2% tefiidos con el
intercalante Midori Green Advance (Nippon Genetics Europa) o bromuro de etidio utilizando
el buffer de corrida TAE.

45.3 Clonacion y analisis de secuencias

Los amplicones obtenidos fueron extraidos del gel de agarosa 1-2% utilizando la matriz
Ultraclean® (DNA Purification Kit de MOBIO). El fragmento se cloné en el plasmido pGEM-
T® (Easy vector System | de Promega) y con esta construccién se transformaron bacterias
E.coli XL1Blue o en E.coli DH5a por electroporacion o choque térmico, respectivamente. Las
colonias fueron seleccionadas en placas con LB Ampicilina (Amp) con el agregado de 0,5mM
IPTG y 80ug/ml X-Gal por placa (LBamp xgal iPTc). Se seleccionaron colonias blancas a las que
se les realiz6 una extraccion de ADN plasmidico, mediante E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit | o
utilizando el método de Bimboim y Doly, que es un método sencillo que mediante variaciones
de pH insolubiliza el ADN cromosomico dejando soluble el plasmidico (Bimboim and Doly
1979). Los plasmidos obtenidos fueron analizados mediante digestion con la enzima de
restriccion EcoRI para determinar la presencia del inserto esperado. Los vectores
seleccionados fueron enviados para su secuenciacion a servicios externos (StabVida y
Macrogen) con la utilizacién del cebador universal M13 Rv (5"-CAGGAAACAGCTATGAC-3).
Una vez obtenidas las secuencias, se editaron y ensamblaron con el programa Chromas 2.6.4
(Technelysium Pty Ltd). El alineamiento se realiz6 con el programa BioEdit (Hall 1999)
utilizando las rutinas del programa Clustal X (Larkin et al. 2007). Para el andlisis filogenético
se utilizé el algoritmo MUSCLE para el alineamiento y para la matriz de identidad el test de
maxima probabilidad compuesta con Bootstrap de 1000 con el software libre MEGA (Kumar
et al. 2018). Los arboles filogenéticos fueron realizados con el mismo software.

Para el disefio de cebadores se utilizoé BioEdit (Hall 1999) y para comprobar la compatibilidad

in silico de los pares de cebadores se utilizé la version web del programa OligoAnalyzer 3.1

(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). El andlisis de las mutaciones y sus consecuencias en la
composicion de aminoécidos de las cepas se realizd con la version web del software libre
SNAP (Korber 2000).
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45.4 Desarrollo y puesta a punto de PCRs para el diagnoéstico de SRLV

Disefio de cebadores: Las secuencias obtenidas con nPCR y OSLO-POL-R2 se analizaron
con el software BioEdit y se identificaron las regiones internas mas conservadas. En base a

esto se disefaron los siguientes cebadores (Figura 14 y Tabla 5):

(244 .. 266) FwArg275-298
196 .. 219) FwArg227-253
(159 .. 180) FwArg191-216 (715 .. 734) RvArg738-757
9 ..97) FwArg 78-96deg (510 .. 529) RvArg542-562 (677 .. 697) RvArg700-720

2007 4007 6007 r— 800

Figura 14: Lugar de reconocimiento de los cebadores.
Se muestran los cebadores disefiados nombrados por la posicién de su alineamiento sobre el fragmento
nPCR del animal 277.

Tabla 5: Cebadores disefiados para las cepas saltefias

Cebador Secuencia Tm? Ta?
Fw78 5" TGGCCATGATGCCTGGRAAZ’ 58°C 53°C
Fw191 5"AATAATCCACCACCTCCAGCAGY3 66°C 61°C
Fw227 5" TGGATCAAATTATGGGGGTAGGAC3 70°C 65°C
Fw275 5'CTAACATGGATCAGGCAAGACAAZ’ 66°C 61°C
Rv542 5"ACACTAGCCTGTTGTACTCTS’ 62°C 57°C
Rv700 5’ TGTCTGCATTGCCTTGCCTGAS’ 64°C 59°C
Rv738 5’ATGCCCTCTTTTTCCACAAT3’ 56°C 51°C
1 Tm= temperatura de melting 2 Ta= temperatura de annealing

Puesta a punto de la PCR: Se realizaron combinaciones de los cebadores disefiados, un
gradiente de MgCl; entre 1,5 y 2mM, un gradiente de temperatura de annealing entre 55 y
60°C, de 35 a 45 ciclos y un gradiente de ADN molde entre 25 y 600ng totales.

Para facilitar la nomenclatura los cebadores utilizados en las PCR se llamaran con su nimero
(posicion en el fragmento analizado donde comienza su adhesion 5’ 3’), separados por una
barra (/). Para aquellas PCR que utilicen mas de un par de cebadores o mas de una ronda de
amplificacion, se utilizar4 un nombre abreviado definido previamente.

Se pusieron a punto las PCR de punto final Fw227/Rv700, Fw191/Rv738, FwW78/Rv738. La
PCR multiplex Fw227-Fw275/Rv542 cuyo nombre abreviado serd Multiplex de tres cebadores,

(M3) se encuentra detallada en el Anexo | 9.1 Protocolos.

Disefio de nested PCR:

Se realizaron las combinaciones de los cebadores internos de la nPCR, a lo que se llamara
en lo siguiente G2 (G2=GAG F2 y POL R2) como primer ciclo, con las combinaciones de
cebadores M3y Fw227/Rv700 (esta segunda ronda se abreviard como 500, ya que amplifica

un fragmento de ese tamafio). Se utilizaron las mismas condiciones que en las PCR de tiempo
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final y se probaron como molde de la segunda ronda de amplificacion entre 1 y 4 microlitros
del producto de la primera ronda de PCR. Finalmente se obtuvieron las dos nested PCR que

se describen en el Anexo | 9.1 Protocolos y que se denominaron nG2/M3 y nG2/500.

46 Cribado serol6gico

4.6.1 ELISAs indirectos comerciales

Se realizé el cribado seroldgico de la totalidad de las muestras de plasma y/o suero con los
test de ELISA indirecto “Pourquier ® ELISA Maedi/CAEV Screening” del laboratorio Pourquier
y “Elitest VMV/CAEV” del laboratorio HYPHEN BioMed. Los test Elitest y Pourquier utilizan
como antigenos un péptido de una proteina de transmembrana (TM) de env y la proteina
recombinante p25, el primero basado en la cepa EV1 y el segundo en otra perteneciente
también al genotipo A de SRLV. También se utilizé el kit “MVV/CAEVp25Ab Verification” del
laboratorio Idexx que esta basado la proteina recombinante p25 de una cepa del genotipo B1
en 132 muestras elegidas y el test “Erradikit VMV/CAEV” del laboratorio IN3Diagnostic, sobre
348 muestras. Este ultimo utiliza como antigeno una mezcla de antigenos recombinantes de
p25 y TM de los genotipos A, B y E. Todos los kits seroldgicos fueron utilizados segun las
indicaciones del fabricante.

4.6.2 Prueba de péptidos sintéticos para la deteccidn de cepas argentinas

Se emplearon 8 péptidos sintéticos disefiados anteriormente teniendo en cuenta algoritmos
de antigenicidad de la zona gag-pol (Ramirez 2010), como antigeno en un ensayo de ELISA
con las muestras argentinas de suero/plasma. Para ello, se colocaron 100ul de una solucién
0,5ng/ul de péptidos disueltos en buffer carbonato/bicarbonato 0,1M y se los dejé destapados
en estufa de 37°C un minimo de 8 h hasta su completa desecacion. Luego, las placas fueron
lavadas dos veces con una solucion de lavado (SL) que fue Triton 1% en NaCl 16% y se
bloqued la placa con 150ul de caseina 2,5% en NaOH 0,3M pH 7 en estufa de 37°C por al
menos 1 h. Se lavo 4 veces con SL y se procedié a la incubacion con las muestras de suero
o plasma. Las muestras se diluyeron 1:20 en tampén de dilucién (TD) formado por caseina
1,25% en PBS y se utilizaron 100ul por pocillo incubado a 37°C por una h. Se lavé 4 veces
con SL y se adicionaron 100ul de conjugado anti rumiante (EG5 Ingenasa) marcado con la
enzima peroxidasa, diluido 1:100 en TD incubandolo a 37°C en estufa por 1 h. Luego se lavo
nuevamente 4 veces con SL y se afiadieron 100l del sustrato ABTS (Millipore) resguardando
las muestras de la luz un minimo de 15 min para, a partir de ese momento, realizar un
seguimiento cada 15 min midiendo el cambio de coloracion en un espectrofotometro para

placas de ELISA a 405nm, por el lapso de una h.
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4.6.3 Clonado vy expresion de la proteina p25 de SRLV saltefios

Para identificar la region genética que codifica la proteina de la cipside p25 en las secuencias
disponibles de las cepas de SRLV saltefias, se utilizé6 como base la secuencia del virus CAEV
Cork (GenBank M33677.1), en el que la region codificante de la proteina p25 comienza en la
base 487 y termina en la 1092. Se realizdé un alineamiento entre M33677.1, las saltefias y
otras secuencias disponibles de genotipo B con el fin de identificar los nucleétidos que
codifican los aminoacidos de la capside utilizando el software libre Justbio,
(https://www.justbio.com/hosted-tools.html).

4.6.3.1. Disefio de cebadores para amplificar p25

Segun la numeracién del gen gag en M33677.1 de 1346pb, el cebador Fw comprende las
bases 484 a 503, mientras que el cebador Rv abarca las bases 1073 a la 1092, dando un
amplicén esperado de aproximadamente 608pb (Tabla 6).

Se tomd como secuencia modelo la del animal 193 del establecimiento 17138 y mediante el

software SnapGene (GSL Biotech; snapgene.com) se analizaron las enzimas de restriccion

que no digieren esa secuencia. Se seleccionaron por conveniencia para el uso en el vector
de expresion pRSET-A (Thermo Fisher) las enzimas BamHI y EcoRI. En el cebador Fw se
agregd un sitio de reconocimiento para BamHI, y el sitio EcoRl en el extremo 3’ lo
proporcionaria el vector intermediario TOPO 2.1 (Thermo Fisher). Los cebadores finales se
muestran en la Tabla 6.

La PCR p25B1 se detalla en el Anexo | 9.1 Protocolos.

Tabla 6: Cebadores para la p25B1

Cebador Secuencia Tm? Ta?
RN A 5-TGGATCCATGTTCCAGCAACTGCAAAC-3 80°C 75°C
p25B1Rv 5 -ATCCCTCGGAGCCCACATCTC-3 68°C 71°C

1 Tm= temperatura de melting 2 Ta= temperatura de annealing. Subrayado en el cebador p25B1Fw se
encuentra el sitio de corte para BamHIl.

4.6.3.2. Construccion del vector de expresion pRSET-A-p25

El producto de PCR p25B1 obtenido fue extraido del gel de agarosa 1% utilizando la matriz
Ultraclean ® (DNA Purification Kit de MOBIO). El fragmento se cloné en el plasmido TOPO
2.1 (Thermo Fisher) y con él se transformaron bacterias E. coli DH5a por choque térmico. Las
colonias fueron seleccionadas en placas con agar LBamp xgai irTe. Se realizaron minipreps de
las transformantes blancas utilizando el método de Birnboim y Doly (Bimboim and Doly 1979).
Los plasmidos resultantes fueron analizados en primera instancia, mediante digestion con la
enzima de restriccion EcoRI y estimacion de su tamafio en gel de agarosa. De los clones con

inserto de tamafio adecuado, se seleccioné al azar un clon y fue enviado a Macrogen para su
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secuenciacion. Una vez corroborada la secuencia se realizé el subclonado en el vector de
expresion pRSET-A (Bacterial Expression Vectors de Thermo Fisher), que posee una etiqueta
de seis histidinas (6xHis) N-terminal para una rapida purificacion con resina quelante de niquel
y deteccién con anticuerpos anti histidina (Anti-HisG). Tanto el vector pRSET-A como el clon
TOPO-p25B; se digirieron con las mismas enzimas BamHI y EcoRI (BioScientific) a 37°C
durante 2 h y el vector se desfosforilo con 1 Ul de Calf Instestinal Alkaline Phosphatase (CIP,
Thermo Scientific). El fragmento y el vector fueron purificados a partir de gel de agarosa 1%,
para luego ser ligados con 1UI de la enzima T4 ligasa (Thermo Scientific) 1 h a temperatura
ambiente y 12 h en camara fria a 4°C. Con esta ligacion se transformaron células E. coli DH5a.
Las colonias resultantes fueron analizadas mediante extraccion de ADN plasmidico (Bimboim
and Doly 1979) y digestién con las enzimas BamHI y EcoRI.

4.6.3.3. Expresion de la proteina de la capside p25

Una vez obtenida la construccién del vector de expresion pRSET-p25B1, se transformé por
choque térmico -con 1ul de una dilucién 1:20 de las minipreps- la cepa de expresion E. coli
BI21 pLys. Se crecieron en LB-agar conteniendo los antibiéticos Amp y Cloranfenicol (Cn). Se
seleccionaron al azar 4 colonias que se repicaron en 2ml LBamp/cn liquido a 37°C en agitacion
toda la noche (ON). Al dia siguiente, estos cultivos se utilizaron para inocular 50ml de LBamp-+cn
(dilucion 1:100) y se agitaron a 20°C por 16 h hasta llegar a una densidad Optica medida a
600nm (ODeoonm) de 0,5, en la que las bacterias fueron inducidas por la adicién de IPTG 0,5mM
y cultivadas en las mismas condiciones 3 h més. A partir de esta preparacion se identifico la
presencia de p25 en WB y se establecieron las condiciones de extraccion y purificacion de la
proteina recombinante. Pero para la produccién de p25 a mayor escala, se utilizaron cultivos
de 250ml -en idénticas condiciones a las descritas- a partir de las de las colonias bacterianas

gue expresaban p25.

SDS-PAGE y Western blot
Las bacterias se centrifugaron 10 min a 8500g y el pellet fue resuspendido en 200uL de
Cracking buffer (2X Tris-HCI 100mM pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,02%, B-
mercaptoetanol 1,8%, glicerol 20%). El pellet resuspendido se calent6 5 min a 98°C en
termobloque y luego estos extractos proteicos se cargaron en mini geles de SDS-PAGE
(Miniprotean III, Biorad) al 12% (acrilamida: bisacrilamida 29:1) sometidos a una corriente
constante de 100V en buffer Tris-glicina-SDS (Tris-HCI 25mM pH 8,8, glicina 190mM, SDS
0,1%). Finalizada la electroforesis se transfirieron las proteinas del gel al filtro de nitrocelulosa
aplicando una corriente constante de 130mA a 4°C por 1,5 h.
Luego de la transferencia, las membranas de nitrocelulosa se incubaron toda la noche a 4°C
en la solucion de bloqueo TBS-Tween-leche 5% (Tris-HCI 50mM pH 7,4, NaCl 150mM, Tween
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20 0,05%, leche descremada 5%). Luego del bloqueo, se lavaron con la solucion de lavado
TBS-Tween (Tris-HCI 50mM pH 7,4, NaCl 150mM, Tween 20 0,05%) y se incubaron con
diluciones del anticuerpo primario (1:1000 para el anticuerpo monoclonal AntiHisG, Invitrogen)
en buffer de dilucién (TD) TBS-Tween-leche 3% (Tris-HCI 50mM pH 7,4, NaCl 150mM, Tween
20 0,05%, leche descremada 3%). Tras 1 h de incubacién a temperatura ambiente con
agitacion suave, se recupero la dilucion del anticuerpo y se lavaron las membranas 3 veces
con solucion de lavado TBS-Tween por 10 min cada vez. Se incubaron entonces con una
dilucion del anticuerpo secundario en buffer de dilucion (1:6000 cabra antiratén conjugado con
la enzima Fosfatasa Alcalina (FA), KPL). Tras 1 h de incubacion a temperatura ambiente con
agitacion suave, se descart6 la dilucion del anticuerpo secundario y se lavaron las membranas
3 veces con solucion de lavado por 10 min cada vez. Se realiz6 un ultimo lavado de 10 min
con el buffer de revelado de FA (Tris-HCI 100mM pH 9,5, NaCl 100mM, MgCl; 5mM) y se
agregaron 10ml de solucion de revelado (10ml de buffer de revelado, 66ul de Nitro blue
tetrazolium (NBT, 50mg/ml en dimetilformamida 70%, Promega) y 33ul de bromo-cloro-indoil-
fosfato (BCIP, 50mg/ml en dimetilformamida 100%, Promega). Se incubd con agitacién suave
por 3 a 15 min con luz tenue, hasta visualizar las bandas de interés. La reaccién de revelado

se detuvo por lavados con agua vy los filtros se secaron al aire y se resguardaron de la luz.

4.6.3.4. Purificacion de la proteina p25

Se realizaron pruebas de solubilidad de la proteina recombinante p25 expresada en bacterias
E. coli BI21 pLys, utilizando diferentes buffers de lisis.

Para ello, se concentraron bacterias procedentes de 5ml de cultivo inducido (como se detalla
en el punto 4.6.3.3) y se resuspendieron en buffer de lisis nativo (NaH2PO4 50mM pH 8, NaCl
500mM) o en buffer de lisis desnaturalizante (NaH2PO. 20mM pH 8, NaCl 500mM, Urea 8M).
A continuacion, se realizaron tres ciclos de sonicaciéon (10 pulsos de potencia intermedia, con
descanso de 1 min entre ciclos) y luego se centrifugd para separar las fracciones soluble e
insoluble, que fueron analizadas mediante WB.

Una vez seleccionado el método de extraccion, se realizaron purificaciones de la proteina
recombinante p25 a partir de 250ml de cultivo. El extracto proteico obtenido en el
sobrenadante con el buffer de lisis nativo, fue procesado mediante una columna de afinidad
de intercambio iénico (IMAC) siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante
(resina Ni-NTA, QIAGEN).

Se tomaron alicuotas de cada paso de la purificacion mediante IMAC que fueron analizadas
por SDS-PAGE Yy tincion con azul de Coomasie para visualizar el grado de pureza de la

proteina recombinante p25 obtenida.
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4.6.3.5. Evaluacion de la proteina p25 obtenida

Para la cuantificacion del producto obtenido, se realizO6 un gel SDS-PAGE con
concentraciones conocidas de la proteina seroalbimina bovina (BSA) y una muestra de la
purificacién de p25. El gel fue tefiido con azul de Coomasie para visualizar las proteinas.
Utilizando el software ImageJ, se midieron las cantidades de pixeles producidos en cada una
de las bandas de BSA. Con ello se obtuvo una curva patron y la cantidad de p25 obtenida se
extrapolo a partir de la regresion del nimero de pixeles obtenidos dentro de dicha curva
modelo. Asi se obtuvo la concentracion de cada eluido del proceso de IMAC para la proteina
de la cépside p25.

Antigenicidad en WB

Para analizar si la proteina recombinante era antigénica se enfrenté una membrana de
nitrocelulosa cargada con la p25 purificada a sueros positivos (determinados con kits de
ELISA comerciales). La membrana se cort6 en tiras delgadas y éstas se enfrentaron en una
dilucién 1:50 de distintos pooles de sueros negativos 0 positivos. La incubacién se realizé por
un lapso minimo de 1 h -al igual que lo descrito en WB- como anticuerpo secundario se utilizé
un policlonal de conejo anticabra marcado con peroxidasa (1:3000 rabbit anti goat IgG HRP,
KPL). Se empled como sustrato de revelado el 4-Cloro-Naftol. Como control positivo se aplicé
un anticuerpo primario AntiHis (monoclonal AntiHis, Invitrogen) y un anticuerpo secundario
(cabra antiratén conjugado FA, KPL) dilucion 1/10000 y se revel6 usando NBT/BCIP.

Antigenicidad en ELISA

A partir de la proteina p25 purificada por IMAC se sensibilizé una placa de ELISA Immunolon
Il con 100ng de p25 en buffer Carbonato-Bicarbonato pH 9,6, por pocillo, siguiendo el
protocolo de Rosati (Rosati et al. 2004).

Se evaluaron sueros negativos a todos los test de ELISA, positivos a los tres ELISA
comerciales utilizados y positivos solo al ELISA Erradikit. Todos ellos en una dilucién 1:50. Se
utilizé como anticuerpo secundario un policlonal conejo anticabra (rabbit anti goat IgG HRP
de KPL) en dilucién 1:3000 y revelado con ABTS haciendo lecturas a partir de los 15 minutos
en un lector de ELISA a 405nm (ODa4os). Se utilizd6 como punto de corte el promedio de los
sueros negativos mas dos veces la desviacion estdndar (Punto de corte establecido 0,148
OD4ps).

47 Aplicaciéon de medidas de manejo para SRLV

La disponibilidad de un rebafio (17138) compuesto inicialmente por 111 animales (100
hembras y 11 machos) con una seroprevalencia alta y con una presencia de un elevado
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namero de casos clinicos hizo posible el ensayo de un conjunto de medidas previamente

reportadas bibliograficamente y descritas en la introduccion (2.11.2 Medidas de control)

buscando la factibilidad y practicidad de implementacién en medio de la idiosincrasia local y
nacional y tomando como base la imposibilidad de realizar un rifle sanitario y repoblacién con
animales sanos, es que se ensayaron medidas basadas en la identificacién serolégica y/o

molecular de los animales infectados y la separacion en dos rebafios, en dos etapas.

Etapa inicial: Esta etapa comprende los afios 2016 y 2017. Si bien en este momento no se
contaba con un cribado serolégico total del hato, se pudieron plantear las siguientes medidas:
o Dividir en dos rodeos: Hato seronegativo y hato seropositivo e indeterminado, en el
segundo, se agruparon a todos individuos seropositivos y a los que no habian sido
chequeados séricamente que se los denomind indeterminados.

e Segregacion y descarte paulatino a través del sacrificio, de todos los animales con
patologia clinica. Y cambio inmediato de rodeo a todo animal que manifieste patologia
clinica.

e Separacion fisica de mas de 1,5 metros de animales seronegativos de todo animal
seropositivo o indeterminado.

Higiene y sanitarizacién: Se utilizaron agujas y jeringas descartables individualmente para
cualquier maniobra. Los elementos cortantes utilizados se desinfectaron con Despadac de
Laboratorio Calier (Cloruro de duodecil dimetil amonio -Bardac 22®-10%, Glutaraldehido 4 %,
Formaldehido 3,15 %, Glioxal 3,2 %) segun indicaciones del fabricante, a las maniobras de
higiene y desinfeccién normales de los elementos de ordefie, se agregd la aspersion del
desinfectante sobre el ambiente y elementos. También se utilizé sobre cualquier ambiente que
fuese necesario y en corrales de parto luego de retirados los loquios.

Manejo de los animales: Los apareamientos fueron montas naturales pero dirigidas
utilizando machos y  hembras  seronegativos; o machos y hembras
seropositivos/indeterminados, maniobra realizada con la finalidad de no contagiar a los
animales que se sabe libre de SRLV. El ordefie y el pastoreo se realiz6 primero con las
hembras seronegativas. Se separaron los cabritos obtenidos en tres lotes: Hijos de madres
seronegativas; hijos de seropositivas e indeterminadas que no bebieron calostro de sus
madres; e hijos de seropositivas e indeterminadas que bebieron calostro de sus madres, con
su crianza en guachera colectiva. El calostrado fue realizado directamente de la ubre materna
(natural) en el caso de los hijos de madres seronegativas y con lauril sulfato de sodio (SLS)
para los otros dos grupos de cabritos, en las cantidades habituales de 1 litro por animal. El

tensioactivo SLS se utilizé para disolver la membrana lipidica del virus libre que pueda estar
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presente en la leche y evitar esa via de contagio al neonato. Se inici6 probando
concentraciones del 5%, pero la solucion de trabajo utilizada fue del 1%.
Los cabritos elegidos para la reposicién del hato fueron analizados con hPCR incorporandose

Unicamente los negativos.

Segunda etapa: Esta etapa se inicia con el cribado seroldgico total de las existencias del hato
en el tercer trimestre de 2017. Se continud con la aplicacion de las medidas descritas en la
etapa inicial con la reasignacion de los animales segun los resultados serologicos en cada
rodeo y se incorporaron la pasteurizacion del calostro a 56-57°C durante 30 min y de la leche
a ser suministrada a los cabritos, a 63°C durante 30 min.

La segregacion en esta etapa, se realizd sobre los seropositivos asintomaticos, ya que los
sintomaticos ya habian sido eliminados.

4.8 Desarrollo y caracterizacion de cultivos primarios

Para la obtencién de un cultivo primario de fibroblastos de piel ovina (Eov) y caprina (Eca), se
adapt6 un protocolo establecido en el IdAB. Se realizaron biopsias de piel del area inguinal

con la metodologia descrita en 4.3.4 Tejido dérmico. Las muestras fueron procesadas en el

laboratorio de Cultivo de Tejidos del IV dirigido por el Dr. Osvaldo Zabal.

Se realizaron biopsias de diferentes tamafios. En un primer ensayo de 1cm? de piel, mientras
gue en los ensayos subsiguientes se extrajeron explantes longitudinales de 1cm x 5cm. El
tejido conservado en PBS suplementado con ATB/ATM fue lavado dos veces con PBS-
ATB/ATM y a continuacion se procedio a una disgregacion mecanica y enzimatica, mediante
agitacion en una solucion de tripsina 0,25% durante 20 min a 37°C. Finalizado ese tiempo, se
recuperd la solucién de tripsina y se centrifugé (800g, 5 min a temperatura ambiente)
obteniéndose el pellet celular. Se repiti6 el procedimiento 5 veces hasta disgregar
completamente el tejido.

Todos los pellets celulares recuperados fueron sembrados en botellas de cultivo T75 con
medio MEM-D y 10% de suero fetal bovino, con el agregado de una solucion de ATB/ATM.
Los cultivos primarios Eov y Eca fueron evaluados tomando diferentes criterios: recuperacion
celular tras la descongelacion, nimero de pasajes, viabilidad luego de un ciclo de
criopreservacion y susceptibilidad a los SRLV.

Por otro lado, el liquido articular de cabras seropositivas, se sembro de forma directa en placas
de 6 pocillos con medio MEM-D y 10% de suero autélogo, con el agregado de una solucion
de ATB/ATM. En los sucesivos pasajes se cambio el suero autélogo por suero fetal bovino. El
dia numero 7 se tomé una muestra del sobrenadante y se realizé el control de Micoplasmas
con las PCR de Uemori (Uemori et al. 1992) en el IdAB y de Van Kuppeveld (van Kuppeveld

et al. 1994) en IABIMO. Se obtuvieron monocapas de células articulares caprinas (Aca).
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Para el cultivo y diferenciacién de monocitos sanguineos a macrofagos, las muestras de buffy
coat se diluyeron en 5ml de PBS estéril. La suspension celular se colocd sobre 4ml de
Lymphoprep (d= 1,077; Nycomed). Se centrifugd 30 min a 2500rpm (430g) y recupero la
interfaz con pipeta pasteur. Tras tres lavados con PBS estéril se adicionaron 500ul de agua
Milli Q con el objetivo de lisar los eritrocitos durante 10-15 seg e inmediatamente se completo
el tubo con PBS estéril. Se resuspendid el pellet celular en 1ml del medio de cultivo RPMI
completo (1% de vitaminas Gibco, 10mM piruvato de sodio, 1% amino acidos no esenciales
Sigma, 1% L-glutamina, 50uM B-mercaptoetanol, 1% ATB/ATM) sin el agregado de suero fetal
bovino y se distribuyeron con una densidad celular entre 4000-6000 células/cm? entre 1y 3
pocillos de una placa de 12. Se colocé la placa en estufa 5% CO; a 37°C durante 4-5 h. Se
retir6 el RPMI completo, se lavo suavemente con PBS tres veces y se repuso el medio RPMI
completo suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se siguié y control6 el cultivo

por un lapso de 7 a 10 dias.

4.9 Aislamiento de SRLV

Una vez obtenidos los cultivos de Eov, Eca y Aca, se prepararon monocapas de estas células

en placas de 12 pocillos con una confluencia de 50% en medio MEM-D y 2% de suero fetal
bovino. Se desafiaron células Eov, Eca, GSM-T, OSF y TIGEF con muestras de liquido
articular tomadas de caprinos afectados clinicamente en la provincia de Salta.

También se utilizaron monocapas de OSF y TIGEF, que se incubaron con sobrenadante de
cultivo de macréfagos de derivacion sanguinea y sobrenadante del cultivo de células Aca,
provenientes de caprinos seropositivos del hato 17138. Durante un lapso de 10 dias
postinfeccion se observd la presencia/ausencia de efecto citopatico compatible con la
infeccion por SRLV (formacién de sincitios). La produccién de particulas virales infectivas se
valoré mediante inoculacion de los sobrenadantes en nuevos cultivos celulares y mediante la
cuantificacion de la actividad retro transcriptasa por el ensayo SG-PERT, que se describe mas
adelante. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS, recuperadas y procesadas para la
extraccion de ADN y la confirmacion de la presencia de secuencias virales mediante las PCRs

antes descritas.

SybrGreen PCR-enhanced retrotranscriptase assay (SG-PERT): El ensayo SG-PERT
detecta la presencia de particulas virales mediante el revelado de la actividad retro
transcriptasa (Vermeire et al. 2012). Utiliza 5ul del sobrenadante de un cultivo celular (que
contiene hipotéticamente al virus libre) que es tratado con 5ul de buffer de lisis y 2ul de
inhibidor de ARNsa (Ribolock). Tras la retrotranscripcion (RT) de un molde comercial de ARN
del bacteriofago MS2 (Roche) -que solo se produce si existe transcriptasa viral en el
sobrenadante- se cuantifica mediante gPCR el cADN de MS2 utilizando cebadores (Tabla 7)

y una Master Mix con SYBR Green | (Ex Taq, Takara). La cantidad de cADN sintetizado
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representa el nivel de actividad RT en el sobrenadante de cultivo celular y, por lo tanto, es una
medida de la cantidad de particulas retrovirales. Esta técnica se utilizé en casos puntuales en
el IdAB. El protocolo detallado, como en las restantes PCR se encuentra en el Anexo | Perfiles

térmicos y condiciones de PCR.

Tabla 7;: Cebadores SG-PERT

Cebador Secuencia Tm? Ta2
MS2 (Fw) 5 -TCCTGCTCAACTTCCTGTCGAG-3 68 63
MS2 (Rv) 5 -CAGGTCAAACCTCCTAGGAATG-3 66 61

1 Tm= temperatura de melting ? Ta= temperatura de annealing

4.10 Anélisis estadistico

Se utilizé el software InfoStat para la obtencion de los estadisticos descriptivos de los datos
recabados provenientes de las encuestas socioecondémicas, productivas y sanitarias que
figuran en el Anexo | Tablas que acompafiaron a cada uno de los establecimientos visitados
y fueron utilizadas en el andlisis de factores de riesgos con respecto a la presencia de la
enfermedad virica en la zona.

Las variables utilizadas fueron las siguientes:

Referentes al estado de la enfermedad:

e Seroprevalencia: Porcentaje de seroprevalencia individual de cada hato.
e Seroprevalencia en rangos: Seroprevalencia en 3 grupos (seroprevalencia=0,
seroprevalencias<10%, seroprevalencia>10%).

e Estatus: Estado sanitario serologico (Libre/Infectado).

Caracteristicas de los establecimientos:

e Ecorregion: Las ya mencionadas CS, QAy VT.

e Objetivo de produccion: Leche/Cria.

e Biotipo: Tipo de animal que posee el hato. Carnicero (Criollo, Anglo Nubian,
Togenbur, Boher y sus cruzas); Lechero (Saanen, Alpino y sus cruzas).

e Animales totales: Numero total de animales en el hato.

e Animales totales en rangos: Es la caracteristica anterior donde agrupa a hatos con
menos y mas de 100 animales.

e Tipo de establecimiento: Segun la propiedad, tamafio y nivel tecnolégico se
distribuyen en Familiar, Familiar Capitalizado y Comercial.

e Tipo establecimiento en rangos: Es la caracteristica anterior que se agrupa Familiar
y Comercial (Familiar; capitalizado + Comercial).

e Tipo de ordefie: Forma de obtencion de la leche (Manual/Mecanico).
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Tipo de pastoreo: Es la forma en que el animal accede al forraje (Extensivo/Racional
por franjas).

Método de cria: La forma en que se cria a los cabritos (Tradicional/Guachera
colectiva).

Alimentacion de la cria: Alimento proporcionado a los cabritos (Leche de sus madres/
Sustituto lacteo).

Encierre nocturno: Permanencia de los animales durante la noche en un corral
pequefio de facil vigilancia (Si/No).

Macho: Forma de obtencion de los reproductores machos (Seleccién de cabritos
dentro del hato/producto de la compra, alquiler, rotacién, préstamo u otro que implique
incorporacién de machos foraneos).

Delimitacion: Calificacion de la propiedad segun la presencia o ausencia de limites
territoriales.

Suplementacién: Suministro de granos, heno u otros. (Si/No).

Desparasita: Control de endo y ecto parasitos (Si/No).

Vacuna: Prevencion de enfermedades mediante la aplicacion de vacunaciones
parenterales (Si/No).

Productos obtenidos: Producto final del establecimiento, destinado a la venta o el
autoconsumo (Leche, queso, cabrito).

Responsable de la produccidon: Persona a cargo de la produccién (ordefio,
elaboracion de quesos 0 manejo de la Guachera): Sexo, relacién de parentesco,
empleado.

Responsable del cuidado de los animales: Persona a cargo del cuidado de los

animales. Sexo, relacién de parentesco, empleado.

Caracteristicas de produccién lactea:

Litros de leche: Cantidad de litros de leche producida en promedio por una cabra de
ese hato al dia.
Litros de leche en rangos: Es la caracteristica anterior donde se le asigna el nimero

1 a los valores menores a 0,5 litros y 2 a valores mayores o iguales a 0,5 litros.

Las variables dependientes utilizadas fueron estatus sanitario, seroprevalencia vy

seroprevalencia en rangos. El resto de las variables dependientes, fueron descartadas, por

no poseerse datos individuales de produccion o bien por presentarse como elementos que se

presten a la confusion.
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De las variables independientes o predictoras, referidas y definidas previamente, debido a su
complejidad y desbalance en las cantidades de datos, solo se utilizaron las que se nombran
a continuacion:

Ecorregion, objetivo de produccién, biotipo, animales totales, animales totales en rangos, tipo
de establecimiento, tipo establecimiento en rango, tipo de ordefie, tipo de pastoreo, método
de cria, alimentacion de la cria, encierre nocturno, macho, suplementacién delimitacion,
desparasita y vacuna.

Para la determinacion de factores de riesgo, se utilizé un analisis univariado con el estadistico
Chi cuadrado de Pearson (Chi?) a modo exploratorio. Los resultados con un p valor<0,15 se
consideraron para un andlisis univariado de regresion logistica (RL) como posibles factores
de riesgo; ambas utilizando la version estudiantil del software InfoStat (Di Rienzo et al. 2011).
El valor de 15% es arbitrario, normalmente se utilizan valores exploratorios de Chi? entre 15y
30% (Deng et al. 2016; Hughes et al. 2007; Skjerve et al. 1998; Wells et al. 1996). En el caso
de estatus sanitario, dado que las caracteristicas de la variable lo permitieron ya que se
ajustan al modelo de tablas de 2x2, también se realiz6 la prueba de Odds Ratios (OR).

El resultado de OR es un valor descriptivo, aunque si su intervalo de confianza (IC) no incluye
al 1 se concluye que la asociaciéon es estadisticamente significativa.

Aplicando la transformacion de Cohen (Chen et al. 2010), se toma el siguiente criterio: una
OR que 1,68 se considera insignificante; si esta entre 1,68-3,47, pequefia; entre 3,47-6,71,
moderada; y si es mayor que 6,71, grande.

El andlisis estadistico para evaluar la concordancia de los métodos seroldgicos utilizados se
realizé con la versién online del software Graphpad

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/).
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5. RESULTADOS

5.1 Estado inicial del Hato 17138

El caso clinico que desencadend el desarrollo de la presente tesis mostrd una gran variedad

de sintomatologias y formas clinicas que fueron estudiadas y seran presentadas brevemente

a continuacion.

5.1.1 Forma Articular:

Fue la patologia mas prevalente pudiendo ser unilateral o bilateral. Inicialmente se apreciaron
inflamaciones de mayor o menor cuantia, con presencia de liquido evidente, fluctuante a la
palpacion, blanda y caliente Figura 15 A. y B. Este cuadro evoluciond con desaparicion del
calor presente en la zona y una disminucion del tamafio y el contenido liquido de la
articulacion, es decir, el cambio de una patologia inflamatoria aguda a una cronificacion. Con
una deformacion en mas siempre presente, pero que se torna mas firme con el trascurso del
tiempo (Figura 15 C, Dy E).

60



Figura 15: Afeccion carpal unilateral izquierda en un animal joven.

(A) Presencia de deformacion caliente y fluctuante a la palpacion. (B) Vista mas cercana del mismo
animal con desgaste del pelo de la zona del carpo derecho, debido al decubito. (C, D y E) Afeccion
carpal bilateral cronica en tres animales. (C) Presencia de deformacién anfractuosa, fria y de
consistencia dura a la palpacion de una lesion de larga data. (D) Cronificacion de una lesion bilateral.
(E) Detalle de una peladura por decubito.

Otras afecciones articulares vistas, pero con menos frecuencia estuvieron localizadas en los
tarsos (tres casos, Figura 16 A), articulaciones interfalangicas, como asi la presencia de
animales poliartriticos (con la afectacion de mas de un tipo de articulacion en el mismo
individuo), incluso en la articulacién coxofemoral (un caso no mostrado). Una afeccién que
destaca por su espectacularidad es la afeccion de la articulacion atlanto occipital, que implica
la afectacién de bolsas y ligamento nucal. Es especialmente llamativa dado que se observan
dos cordones de aproximadamente tres centimetros de ancho y quince de largo, que
sobresalen a lo largo de la parte dorsal del cuello. Pudimos ver dos casos de este tipo a lo
largo del seguimiento (Figura 16 B y C).
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Figura 16: Afeccion tarsal y de las bolsas nucales.
(A) Afeccion tarsal unilateral derecha en un animal. (B) Necropsia de una afeccién de la articulacién
atlanto occipital que implicé las bolsas nucales. (C) Vista mas cercana del mismo animal apertura del
contenido a presion de las bolsas.

En los casos en que se logré realizar una necropsia, todos mostraron artritis que en sus inicios
era de tipo serosa (Figura 17 A) y en los mas severos ademas se apreciaba necrosis caseosa,;
para con el tiempo convertirse en proliferativa con erosion y adelgazamiento del cartilago

articular que en algunos casos dejaba expuesto el hueso subcondral (Figura 17 B).

Figura 17: Artritis carpales.

(A) Artritis serosa en un caso temprano, puede verse el enrojecimiento y edema articular y la presencia
de exudados. (B) Caso de artritis de larga data. Se observan lesiones proliferativas de la capsula
articular, la organizacion los crecimientos y la casi ausencia de liquidos que denotan la cronicidad del
cuadro.

MicroscOpicamente las lesiones articulares se caracterizaron por la infiltracion linfoidea,
acompafada de proliferacion papilar de capsula sinovial y fibroplasia del tejido conectivo
subcapsular. En algunos casos muy severos se aprecid necrosis coagulativa del tejido
sinovial que quedaba alojada en el interior de la articulacion (Figura 18).
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Figura 18: Histopatologia de un caso clinico.
En la zona A, puede verse la proliferacion de la capsula articular con infiltracion mononuclear y la
zona B es una zona de necrosis coagulativa que denota la gravedad del caso.

Una de las consecuencias de la artritis y el dolor articular, son la reticencia al movimiento de
los animales y la tendencia al decubito. Lo que conlleva a un deterioro progresivo del estado
general del animal progresivo. Viéndose animales con pelo hirsuto y baja condicién corporal

como los que se muestran en la siguiente Figura 19.

&1

£

1.6

Figura 19: Animales con mal estado general producto de la patologia clinica.

Los animales Ay C presentan una clara artritis carpiana bilateral y su condicion corporal es pobre. El
animal B no presenta una artritis carpal evidente, pero su condicion corporal es pobre y su pelo puede
verse que no esta en buenas condiciones.
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5.1.2 Forma Mamaria

Se pudieron observar casos de afeccién en la glandula mamaria con secados tempranos
cercanos al parto, sin deformaciones apreciables a simple vista de la glandula. La mastitis fue

bilateral difusa con inflamacion de los ganglios retromamarios. Estos signos fueron

Figura 20: Animal con mastitis y secado temprano del hato 17138.
A simple vista la glandula mamaria no presenta deformaciones.

5.1.3 Forma Nerviosa

Se tuvo un caso de encefalitis en un cabrito de 50 dias. Clinicamente se observé un animal
alerta que responde a los estimulos, con incoordinacion de movimientos, ataxia del tren
posterior, que progreso hacia al anterior para terminar finalmente con decubito, postraciéon

e incapacidad para levantarse (caso ho mostrado).

5.1.4 Forma Pulmonar

No se observaron casos clinicos de la forma pulmonar, siendo los mismos hallazgos de
necropsia. En sélo un animal se observaron lesiones macroscopicas caracterizadas por
consolidacion de los margenes pulmonares. Pero si se pudieron observar lesiones

histopatol6gicas en al menos 3 de los animales necropsiados (caso no mostrado).

5.2 Cribado seroléqgico

Para determinar la prevalencia de animales infectados con SRLV, comenzamos el estudio con
un cribado serologico basandonos en ELISAs comerciales. En una segunda instancia, se
intentaron pruebas de serodeteccion con péptidos sintéticos de SRLV empleando los sueros
antes clasificados por los kits comerciales en todos los rebafios muestreados.

64



5.2.1 ELISAs comerciales

El andlisis con ELISA comerciales indico la presencia de animales infectados con valores de
seroprevalencia bajos. Se puede observar en la Tabla 8, la presencia de animales infectados
en todas las ecorregiones analizadas, con prevalencias entre 1,75 y 54,79% si utilizamos los
resultados de los hatos analizados completamente por los test de Pourquier y Elitest.

Tabla 8: Seroprevalencias de los hatos con diferentes ELISA comerciales

Ecorregion N % Prev. % Prev. % Prev. % Prev.

Pourquier Elitest Erradikit Idexx

cSs 26 0,00 0,00 6,67 (1/15) ND

CS 26 0,00 3,85 (1/26) 6,67 (1/15) ND

(oS} 28 0,00 0,00 0 (0/10) ND

CS 27 0,00 0,00 13,33 (2/15) ND

QA 11 0,00 9,09 (1/11) 12,50 (1/8) ND

QA 15 0,00 0,00 0 (0/10) ND

QA 20 0,00 0,00 0 (0/10) ND

QA 20 0,00 5,00 (1/20) 0 (0/10) ND

QA 22 0,00 0,00 6,67 (1/15) ND

QA 20 0,00 4,76 (1/20) 0 (0/11) ND

QA 49 0,00 6,12 (3/49) 0 (0/14) ND

QA 30 0,00 6,67 (2/30) 7,14 (1/14) ND

QA 33 0,00 0,00 0 (0/10) ND

QA 57 0,00 1,75 (1/57) 21,43 (3/14) ND

QA 57 3,51 (2/57) 1,75 (1/57) 8,33 (2/24) ND

QA 5 ND ND ND 0,00 (0/5)

QA 6 ND ND ND 16,66 (1/6)

QA 15 ND ND ND 13,33 (2/15)

QA 16 ND ND ND 6,25 (1/16)

QA 12 ND ND ND 8,33 (1/12)

QA 16 ND ND ND 0,00 (0/16)

QA 28 ND ND ND 0,00 (0/28)

VT 20 0,00 0,00 7,14 (1/14) ND

VT 20 0,00 0,00 0,00 (0/10) ND

VT 20 0,00 5,00 (1/20) 6,67(1/15) ND

VT 29 0,00 0,00 0,00 (0/10) ND

VT 16 0,00 0,00 0,00 (0/7) ND

VT 20 0,00 5,00 (1/20) 7,14 (1/14) ND

VT 49 14,29 (7/49) 14,29 (7/49) 38,89 (7/18) ND

VT 73 54,79 (40/73) 50,68 (37/73) 55,56 (10/18) 78,79 (26/33)

QA Catamarca 52 0,00 (0/52) 0,00 (0/52) 15,00 (3/20) ND

QA Jujuy 88 7,95 (7/88) 7,95 (7/88) 10,00 (1/10) ND

N=Cantidad de animales muestreados del hato; CS= Chaco saltefio; QA= Valles y quebradas aridas de
altura; VT= Valles templados de altura ND= No determinado. Entre paréntesis () figura la fraccion de
animales positivos sobre el total testado.
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A primera vista, el test serolégico Erradikit, detecta mayor cantidad de animales seropositivos,
ya que manifiesta la presencia de infeccidén en 5 establecimientos catalogados como negativos
con los dos anteriores. A pesar de no haber realizado un cribado total de los hatos, las
prevalencias con este kit son por lo general mayores a las de los antes mencionados. Por otro
lado, los 7 hatos que solo han podido ser dosados con MVV/CAEVp25Ab Verification (Idexx)
confirman la circulacién viral con prevalencias entre el 6,25 y 16,66%.

Para realizar el andlisis de concordancia entre los kits seroldgicos Elitest, Pourquier y Erradikit
(0=5%), se utilizaron dos N diferentes: 830 para Elitest/Pourquier y se ajustd el N=348, para
poder realizar comparaciones con Erradikit. La concordancia fue muy buena entre Pourquier
y Elitest con K=0,821; buena entre Pourquier y Erradikit con K=0,694 mientras que para
Erradikit y Elitest fue moderada con K=0,575.

Con respecto las comparaciones con ldexx, solo fue posible comparar animales del nacleo
experimental (17138), siendo la concordancia entre Idexx /Pourquier moderada, con K=0,507
y entre Idexx /Elitest débil, con K=0,400.

5.2.2 Péptidos sintéticos

Se utilizaron submuestreos de los hatos haciendo hincapié en los que no presentaron
reacciones positivas a ningun ELISA comercial, aunque también se incluyeron sueros
detectados como positivos. Se evaluaron un total de 8 péptidos provenientes de las regiones
GAGy ENV.
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Tabla 9: Seroprevalencias de los hatos con ELISA de péptidos sintéticos

ELISA % Prevalencia de los péptidos

Ecorregion N
LEEN:T 2 3 4 5 6 7 8

16282 CS 4 0/4 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 0,0 0,0
CS 1 /1 00 00 00 00 00 00 00 00
CS 1 04 ND ND ND ND ND ND 00 00
cs 12 1/12 ND ND ND ND ND 00 00 00
QA 2 12 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 0/L ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 0/4 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 0/ ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 71 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 04 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 71 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 2 12 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 0/ ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 /1 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 1 04 ND ND ND ND ND ND 00 00
VT 2 12 ND ND ND ND ND ND 00 00

VT 12 0/12 00 00 00 00 00 00 00 00
VT 8 0/8 375 250 375 50,0 625 625 ND ND
VT 1 0/ ND ND ND ND ND ND 00 00
VT 2 /2 ND ND ND ND ND ND 00 00
VT 1 71 ND ND ND ND ND ND 00 00
VT 1 1 ND ND ND ND ND ND 00 00
QA 3 2/3 00 00 00 00 00 00 00 00
QA Jujuy 2 12 ND ND ND ND ND ND 00 00

N=Cantidad de animales muestreados del hato; ELISA positivos= Proporcién de animales positivos a
ELISAS comerciales de los utilizados; CS= Chaco Saltefio; QA= Valles y Quebradas Aridas de altura;
VT= Valles Templados de altura ND= No determinado Los péptidos estan numerados de 1 a 8

La mayor parte de las muestras utilizadas fueron negativas a todos los péptidos, inclusive las
gue fueron reactivas a otros kits comerciales o PCR positivos. Sin embargo, dos hatos que no
presentaron reaccion ante ninguno de los ELISA comerciales, si tuvieron animales reactivos

a varios péptidos.

5.3 Caracterizacion molecular de las cepas

El primer paso para poder comparar a las cepas nacionales con las ya conocidas, realizar
comparaciones entre métodos de diagndstico, desarrollar técnicas moleculares y/o
seroldgicas para la deteccion efectiva de las cepas circulantes y también su tipificacion, es

conocer su secuencia, o al menos una parte de ella.

5.3.1 PCR utilizadas
Tras la extraccion de ADN, se utilizé la PCR LTR-OSLO (Rimstad et al. 1993; Zanoni et al.

1992) sin resultados positivos sobre las 96 muestras analizadas. La nPCR (Grego et al. 2007)
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y la PCR OSLO-POL-R2 (Grego et al. 2007; Rimstad et al. 1993) proporcionaron
amplificaciones en dos rebafios (17138 y 17096).

En la Figura 21 se muestra una electroforesis en agarosa 1% de los productos obtenidos con
la nPCR, empleando diferentes cantidades de ADN molde de animales de los hatos 17138 y
17096.

277t 231t 240 EV1 NEG MW

—

240 240 014
|
~ -
. - —
3:. - — : —— 800

R —y

800 1100 300 500 1000 600 100 (ng ADN molde)

Figura 21: Gel de la nPCR.

Se muestra una electroforesis en agarosa 1% de los productos obtenidos con la nPCR, empleando
diferentes cantidades de ADN molde de animales de los hatos 17138 y 17096. Ev1: control positivo,
Neg: control negativo, MW: Marcador de peso molecular.

Podemos ver que a cantidades de ADN molde genémico mayores a 500ng se ven bandas
menos nitidas y difuminadas con forma alargada. Por el contrario, los productos de 300 y
500ng del animal 240 dan como resultado una banda individual clara. El caso de EV1, el ADN
molde proviene de una extraccién de cultivo celular infectado, con lo que la carga proviral

presente en el molde es muy superior a la presente en muestras de buffy coat.

014 49 231t 240 277t 533 TIGEF GSMT OSF EV1 NEG MW
T < 800bp

Figura 22: Gel de la PCR OSLO-POL-R2

Se muestra una electroforesis en agarosa 1% de los productos obtenidos con la PCR de OSLO-POL-
R2 en amplicones de ADN de buffy coat y de células en cultivo TIGEF, GSMT y OSF. Ev1: control
positivo, Neg: control negativo, MW: Marcador de peso molecular.

Puede verse en la Figura 22 que los animales 49 y 231 presentan una banda débil, en el
animal 240 es casi imperceptible. La banda es nitida en 277t, aunque presenta una sub banda,
si lo comparamos con el control EV1.

Con estas dos PCR (nPCR y OSLO-POL-R2) se obtuvieron las secuencias de 800pb que se

utilizaron para el disefio de nuevos cebadores especificos de las cepas saltefias.

5.3.2 Secuenciacion y analisis de las secuencias

Se compararon tres amplicones diferentes, el mas informativo de aproximadamente 800bp
gue mostraron regiones heterogéneas en las cepas saltefias en comparacion a las descritas

previamente (Figura 23). En la Tabla 10 se pueden visualizar las similitudes y diferencias entre
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K/687990.1 Parei BA  AGTACAACAGGCTAGTGTAGAMGARAARATGCARGCATGCAGAGATG TGGGAT COGAGGGATTCAAAATGC AATTGC TAGCTCARGCCT TAAG

17138 084.2 TN - Lerrw wm e i ve S o T O ¢ | e Sl T A <=+ .A.GGCC.GCACGAAGS .
17138 523.1 25 T8 o CALGo ... CA LA .. TISUCACCAGARAG. ...~ . A. .GCC.GCACGAAGG. .
17138 163.1 = | TR T | - FRER AT S SIS S Ao 2 tNGA . D52 C. .CA.GGAAT
17138 173.1 = et - T A..G Sy T T 0 ACCAGAAAG..... .A. .GCC.GCACGAAGG.
17138 303 2= == et T AR S A e ;e TS <4+....A. .GCC.GCACGAAGG.
17138 060T La s .-A..G.. AL ... T. ... .ACCAGARAG.T... .A. .GCC.GC.CGAAGG.
17138 193 = e T A..G UASD TT T S ACCAGAAAG......A. .GCC.GTACGAAGG.
17138493 9 = s aonCues . T N R S BN S ASZo TS ACCAGARAG. .T.. .A. .GCC.GCACGAAGG
17138 038 Lo --A..G.. CAL L LA L L. T .. .ACCAGAAAG..... .A. .GTC.GCACGAAGG
17138 2081 3= = = e T A..G & W e T S ACCAGAAAG..... .A...CC.GCACGAAGG
17138 008 T ST T.....ACCAGARAG..... .A..GCC.GTACGAAGG
17138 014 = e T G.. T ACCAGAAAG. .... .A. .GCC.GCACGAAGG
1713849 200t . T AL T.....ACCAGARAG.T... .A. .GCC.GCACGAAGG
17096 277 SA A5 o A . .ACCAGAAAG.T A 3

17096 231t SA R .. ACCAGAAAA.

>M33677.1 Bl 2

>iM210570.1 B1

>FJ195346.1 B2

>MH374288.1 B2

>JF502416.1 B3

>JF502417 .1 B3

>KC155712 B4

>AT445885 A4

>M34193.1 A

>AF322109 C

>GQ381130.1 E

>EU293537.2 E

>M32690.1 Bov. imn

las cepas saltefias y la cepa argentina KX687990.1, aislada previamente en la provincia de
Buenos Aires (Panei et al. 2017).

Las secuencias de los hatos saltefios —con fondo en color celeste- poseen mas diferencias
puntuales con la cepa argentina KX687990.1 —indicada en naranja- que con las otras Bl -
sefaladas en color verde- que pueden apreciarse con mayor detalle en la matriz de identidad

extendida y en el alineamiento completo que se encuentran en el Anexo | (Figuras Tabla 1).
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| |

540
|

S50 Se0 570
| | | | | |

S80
| |

560 600 €10 €20 €20 €40
| | | |....| | lo...|. l. | TP e e

Figura 23: Alineamiento de las secuencias saltefias.

Se muestra una parte del alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de la nPCR utilizando el
software libre BioEdit. Se incluyen secuencias referencia (>) de los genotipos Al (M34193.1), A4
(AY445885); Bl (HM210570.1; M33677.1), B2 (FJ195346.1; MH374288.1), B3 (JF502416.1
JF502417.1; KC155712); B4 (KC155712); C (AF322109); E (GQ381130.1; EU293537.2) y la cepa B1
argentina (KX687990.1), como raiz externa se utilizé una secuencia del virus de la inmunodeficiencia
Bovina (M32690.1).

En el alineamiento se destaca en amarillo, una insercién (614_623ins) que diferencia a las
cepas saltefias respecto a todos los otros subtipos. La insercién no esta presente en los
animales 084, 303 y 163 los cuales poseen algunas diferencias filogenéticas con el resto.
Dentro de este fragmento existen zonas conservadas como la zona (609 _617) sombreado
con celeste, para los que poseen la insercion. Las regiones sombreadas con violeta son casi
invariables para las saltefias, y la region sombreada con verde claro 621-646, casi invariable
dentro de las cepas saltefias y, sin embargo, muy variable entre subtipos.

La matriz de identidad que compara a los animales saltefios con la Unica cepa argentina
publicada, proveniente de la provincia de Buenos Aires indica que la similaridad es menor de

lo esperado variando desde el 83 al 87% (Tabla 10).
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Tabla 10: Matriz de identidad abreviada.

| | A

1,00

0,98 1,00

0,92 0,90 1,00

0,96 0,96 0,92 1,00

0,99 0,99 0,9 0,9 1,00

0,98 0,98 0,9 09 098 1,00

0,98 0,98 09 09 098 097 1,00

0,98 0,98 091 09 098 097 097 1,00

0,98 0,98 09 09 098 098 097 097 1,00

0,98 0,98 091 09 098 097 097 098 097 1,00

0,95 0,95 092 09% 09 09 09 09 097 095 1,00

0,99 0,99 091 097 09 098 098 098 098 099 09 1,00

0,98 0,98 09 09 09 09 097 097 098 097 09 098 1,00
0,97 0,97 09 09 097 09 09 097 09 097 094 097 09 1,00
0,98 0,98 09 09 09 097 09 098 097 098 09 098 097 0,97 1,C

Arg: primera secuencia B1 caracterizada en Argentina KX6877990.1; (1 a 13): animales del hato 17138,
(14 y 15): animales del hato 17096; (1): animal 084; 2: animal 523; 3: animal 163; 4: animal 173; 5:
animal 303; 6: animal 060T; 7: animal 193; 8: animal 493; 9: animal 038; 10: animal 2081; 11: animal

008; 12: animal 014; 13: animal 49; 14: animal 231t, 15: animal 2771.

Los virus circulantes del hato 17138, tienen una identidad entre ellos superior al 90% (90,19-

98,85). De igual manera, la similaridad de los animales del hato 17138 y 17096 fue entre 90,35

y 97,95%. Si comparamos las cepas saltefias con la de referencia Arg (KX687990.1), las

diferencias son mayores, con valores de identidad entre el 83,17 a 87,12%.

Se pueden ver disparidades en los animales 3, 4y 11 (163,173 y 008 del hato 17138) respecto

de los propios locales, que provocan la agrupacion por separado del resto como se puede

observar claramente en el arbol de la Figura 24. Asimismo, el animal 3 (163 del hato 17138)

destaca especialmente porque es el que presenta la menor identidad del grupo saltefio; la

menor coincidencia la muestra con respecto al animal 7 (193 del hato 17138), de tan solo

90,19%. Siendo el animal 3 (163 del hato 17138) el mas distante filogenéticamente de este

grupo.
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Figura 24: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de la nPCR (fragmento de 800pb).
Los animales cuyo prefijo es el 17138 son provenientes del tambo del INTA, mientras que aquellos que
poseen el prefijo 17096 corresponden a un hato de VT. Se incluyen secuencias referencia de los
genotipos Al (M34193), A4 (AY445885), Bl (HM210570.1; M33677.1), B2 (FJ195346.1 y
MH374288.1), B3 (JF502416.1 JF502417.1), C (AF322109), E (EU293537.2 y QG381130.1) y la cepa
B1 argentina (KX687990.1), como raiz externa se utilizé una secuencia del virus de la inmunodeficiencia
Bovina (M32690.1). Método de Neighbour joining (NJ) con un test de 1000 permutaciones. Analisis
evolutivo realizado con MEGA X.

En el arbol filogenético de la Figura 24 puede verse que las cepas que infectan a los animales
saltefios forman un cluster con buen soporte de bootstrap dentro del subtipo B1. Dentro de
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este cluster, no se observan diferencias entre hatos. Hay animales que poseen secuencias
muy similares, como el 49 y 060T del hato 17138 y otros que, como ya fuera mencionado,
forman ramas propias dentro del cluster (animales 173,163 y 008 del hato 17138).

Los animales saltefios agrupan claramente en relacién a los subtipos B1, formando un cluster
diferente en la regién estudiada, al que agrupa las cepas de origen mexicano, estadounidense
HM210570.1y M33677.1 y a la cepa argentina anteriormente publicada KX687990.1.
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Figura 25: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de Fw227/Rv700 y nG2/500
(fragmentos de 500pb).

Los animales cuyo prefijo es el 17138 provienen del tambo del INTA, aquellos que poseen los prefijos
17096 y 16253 corresponden a hatos de VT, los que poseen el nimero 16317 a un establecimiento del
CS. Se incluyen secuencias referencia de los genotipos Al (U51919), A4 (AY445885), Bl
(HM210570.1; M33677.1), B2 (FJ195346.1 y MH374288.1), B3 (JF502416.1 JF502417.1), C
(AF322109), E (EU293537.2 y QG381130.1) y la cepa B1 argentina (KX687990.1), como raiz externa
se utilizé una secuencia del virus de la inmunodeficiencia Bovina (M32690.1). Método de Neighbour
joining (NJ) con un test de 1000 permutaciones. Andlisis evolutivo realizado con MEGA X.
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Al realizar el analisis con secuencias de menor tamafio, es decir incorporando secuencias de
500 pb de los hatos 17138, 16317 y 16253, se puede observar en la Figura 25, que todas las
cepas saltefias contindan agrupando en relacion a los subtipos Bl. Sin embargo, hay
secuencias B1 que pasan a agrupar con el genotipo B2 y el programa no puede acomodar a
las secuencias del genotipo A, ya que se muestran en una rama de bajo soporte de bootstrap
junto con secuencias B3.

Analizando Unicamente las secuencias saltefias, la cepa que infecta al animal 038 y al 008
guardan una relacién muy estrecha en estas 500pb mientras que la de los hatos 16317 y
16325 se semejan mucho entre si y para con el hato 17096, pero no se observan diferencias
que cambien la agrupacién evidenciada en el arbol obtenido al analizar un fragmento de mayor

tamarfio.
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Figura 26: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de la nG2/M3 y M3 (fragmento de
300pb).

Los animales cuyo prefijo es el 17138 provienen del tambo del INTA, aquellos que poseen los prefijos
17096 y 16253 corresponden a hatos de VT, los que poseen el nimero 16317 a un establecimiento del
CS y 17092 representa a un hato de QA. Se incluyen secuencias referencia de los genotipos Al
(U51919), A4 (AY445885), B1 (HM210570.1; M33677.1), B2 (FJ195346.1 y MH374288.1), B3
(JF502416.1 JF502417.1), C (AF322109), E (EU293537.2 y QG381130.1) y la cepa B1 argentina
(KX687990.1), como raiz externa se utilizé una secuencia del virus de la inmunodeficiencia Bovina
(M32690.1). Método de Neighbour joining (NJ) con un test de 1000 permutaciones. Analisis evolutivo
realizado con MEGA X.
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En la Figura 26 podemos ver que a medida que el fragmento analizado disminuye su tamafio,
se observa un cambio en el agrupamiento de las secuencias estudiadas. Se rompe el cluster
de las secuencias locales, apareciendo animales del hato 17092 que agrupan con la cepa
Cork, la cepa argentina KX687990.1 pasa a agrupar con secuencias de subtipos B2. Se puede
observar que secuencias de genotipos distintos aparecen agrupadas con bajo soporte de
bootstrap, indicando que esta region de 300pb no es suficiente para la caracterizacion de
genotipos establecida.

Otros &rboles filogenéticos obtenidos para los tres fragmentos (800, 500 y 300pb) con test de
1000 permutaciones y secuencia consenso por el método de maxima verosimilitud (ML) puede
verse en el Anexo | Figuras 2 a 4.

5.3.3 Desarrollo y puesta a punto de PCR para el diagnéstico de SRLV

Basandose en las secuencias obtenidas en las muestras de Salta con la nPCR se disefaron
una serie de cebadores (Tabla 5), con la intencion de amplificar especificamente las
secuencias de SRLVs argentinos.

De la combinacién de cebadores Fw275-Fw227 y Rv542 se obtuvo una PCR multiplex (M3)
gue amplifica dos fragmentos de 335 y 287pb (Figura 27). Esta PCR resultdé ser de mayor
sensibilidad, que la nPCR, e incluso fue capaz de detectar un alto nimero de seronegativos,
pero su repetibilidad no fue la misma que la nPCR.

54 A22 D47 F25 2 11 17 16 20 163 168 182 195 MW

-. = = .
Figura 27: Gel de la PCR M3.

Se muestra una electroforesis en agarosa 2% de los productos obtenidos con la PCR M3 con ADN de
diferentes hatos. MW: Marcador de peso molecular. Se marca con una flecha la banda correspondiente
a los 300pb.

La PCR M3 proporciona dos fragmentos reconocibles en geles de agarosa de 1,5 a 2%, siendo
mas nitida a la segunda concentracion de agarosa. Esta PCR emplea dos cebadores sentido
sobre el mismo producto de amplificacion, por lo que se aumenta la posibilidad de deteccién
y la sensibilidad.

Para aumentar la repetibilidad y sensibilidad de los productos se disefié una nested PCR con
un primer ciclo utilizando los cebadores internos de la nPCR (G2=GAG F2 y POL-R2) y como

segundo ciclo M3, a la que se denomind nG2/M3 (Figura 28).
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Figura 28: Gel de la PCR nG27M3.

Se muestra una electroforesis en agarosa 2% de los productos obtenidos con la PCR nG2/M3 con ADN
de caprino. MW: Marcador de peso molecular. Se indica con una flecha la banda correspondiente a los
300pb.

También se pusieron a punto otras combinaciones de cebadores, siendo interesante destacar
Fw191/Rv738, Fw78/Rv738 y Fw227/Rv700 (Figuras 29 y 30) que proporcionan fragmentos
de 566pb, 679pb y 493pb respectivamente e incluyen regiones antigénicas importantes para

el desarrollo de métodos de diagndstico seroldgico.

277 C+ C- 277 C+ C- 277 C+ C- MW

[ Y-

Sl - - <= 600pb

| | |

1,6 mM CiMg 1,75 mM CiMg 2 mM CiMg

Figura 29: Gel de la PCR Fw191/Rv738

Se muestra una electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos obtenidos de la PCR
Fw191/Rv738 empleando un gradiente de cloruro de Magnesio y ADN del animal 277, C+= control
positivo. C-= control negativo. MW: Marcador de peso molecular. Se indica con una flecha la banda
correspondiente a los 600pb.

277 C+ C- 277 C+ C- Mw

e i <—300pb

! J \ )

| |
1,6 mM CIMg 1,75 mM CIMg

Figura 30: Gel de la PCR Fw227/Rv700.

Se muestra una electroforesis en gel de agarosa 1,5% de la PCR Fw227/Rv700 empleando un
gradiente de cloruro de magnesio con ADN del animal 277, C+= control positivo, C-= control negativo,
MW= marcador de peso molecular. Se indica con una flecha la banda correspondiente a los 300pb.

A partir de estas PCR se disefid, como ya fuera explicado, nG2/500 que se muestra a

continuacioén (Figura 31).
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Figura 31: : Gel de la PCR nG2/500.

Se muestra una electroforesis en gel de agarosa 1% de los amplicones obtenidos con la PCR nG2/500
y ADN de diferentes hatos. C-= control negativo. MW: Marcador de peso molecular. Se marca con una
flecha la banda correspondiente a los 500pb.

5.3.4 Resultados moleculares de los hatos

Se analizaron un total de 100 muestras de 15 rebafios por 8 PCRs diferentes (Tabla 11).

Tabla 11: Rebafios analizados por PCR con su referencia a serologias.

PCR

N ELISA' nPCR OSLO- M3  227/700 191/738 78/738 nG2/M3 nG2/500 ypCR?
4 1/4 0/4 POII\_ITRZ 1/3 NT 01 0/1 NT NT 1/3
4 2/4 NT 0/4 0/2 NT NT NT NT NT 0/4
4 0/4 NT 0/4 3/4 NT NT 1/1 NT NT 3/4
4 1/4 NT 0/4 3/4 NT NT NT NT NT 3/4
4 1/4 NT 0/4 1/4 NT NT NT NT 1/1 1/4
4 1/4 NT 0/4 3/4 NT 2/3 NT NT NT 3/4
4 2/4 NT 1/4 1/2 NT 0/1 1/1 NT NT 1/4
4 2/4 NT 3/4 4/4 NT NT NT NT NT 4/4
4 0/4 NT 2/3 1/3 NT NT NT NT NT 2/3
4 2/4 NT 2/4 3/4 NT 1/2 NT NT NT 3/4
4 2/4 NT 0/4 4l4 NT NT NT NT NT 4l4
4 1/4 NT 0/4 4/4 NT NT NT 1/1 NT 4/4
24 22124 20024 2/6 3/4 0/2 NT NT NT 22 20/24
20 6/20 2/20 22 11 11 11 11 11 11 2/20
8 2/8 NT 1/8 7/8 1/2 3/4 1/1 212 0/2 718
100  45/100 22/48  13/59  39/55 2/5 7111 4/5 4/4 4/6 58/98

ELISA'= Numero de positivos totales a ELISA sobre animales analizados. nPCR=Numero de positivos
sobre animales testados para cada PCR en particular. *PCR?= Suma del nimero de positivos totales
a PCR sobre animales analizados. NT= No testado.

En los hatos 17138 y 17096, puede observarse que, si bien no se testaron la totalidad de los
animales por métodos moleculares, al comparar los resultados serolégicos y los moleculares,
se confirma la presencia de virus. Ambos establecimientos poseian ademas las mayores
seroprevalencias y la presencia de claros casos clinicos. Uno de los animales del hato 17096,
debido a su alta carga proviral y la cantidad y calidad de su ADN, se utiliz6 como control
positivo.

En casos como el del hato 16316 o el 17090, los animales utilizados dieron resultado negativo
a ELISAs, pero el provirus pudo ser detectado por PCR. También en hatos como el 16253 o
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el 16418 y 16419, mediante métodos moleculares se obtuvieron mas positivos que utilizando
esos mismos animales en ELISAs comerciales.

La nPCR funcioné de forma mas eficiente en el hato 17138 mientras que OSLO-POL-R2
proporciond resultados positivos en un mayor numero de rebafios, pero con bandas
inespecificas que dificultaron su clonacion.

5.3.5 Proteina p25

Dado que muchas veces se dificulta la importacion de kits de diagnéstico seroldgico y
considerando que ahora se cuenta con las secuencias de las cepas saltefias, se exploré la

produccion de un antigeno recombinante para el diagnostico serolégico.

5.35.1. Clonado de la proteina p25 de SRLV saltefios

Empleando cebadores disefiados para la secuencia de la proteina de la capside p25B1 se
realizo la PCR obteniéndose un amplicon de 608pb como se muestra en la Figura 32.

A- C- MW303

P——

- ——

s <« 600pb

Figura 32: Gel de la PCR p25B1.

Se muestra una electroforesis en gel de agarosa 1% de los amplicones de la PCR p25B1. A-= Control
negativo sin ADN, C- = Control ADN caprino negativo, MW= Marcador de peso molecular. 303= Animal
positivo del hato 17138.

5.3.5.2. Expresion de la proteina de la capside p25

Luego de la purificacién y clonacién en plasmidos intermediarios su secuencia fue corroborada
mediante secuenciacion. Tras el subclonaje en el vector de expresion pRSET, se analizé la
expresion de p25 recombinante en bacterias E. coli Bl21 pLys mediante ensayo de WB (Figura
33).
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Figura 33: WB de proteinas totales de clones E. coli BI21 pLys.

Se utilizo el vector de expresion pRSET-p25, el anticuerpo monoclonal anti-His. C-= E. coli BI21 pLys
sin transformar; MW= Marcador de peso molecular; 1= extracto proteico del clon 1; 2= extracto proteico
del clon 2; 3= extracto proteico del clon 3; 4= extracto proteico del clon 4.

5.3.5.3. Produccién vy purificacion de la proteina p25

Dado que la proteina reactiva mayoritaria en el ensayo de WB coincide con el peso molecular
de la proteina recombinante p25 estimado en 25kDa, se procedio a la produccién, purificacién
por IMAC y posterior cuantificacion resultando una concentracion del eluido de 268ng/ul de
p25 (Figura 34).

60ng 125ng 250ng 375ng S00ng MW E1 E2 E3

A —
s . - 1

.

W T e .
: 40kDa =——b
30kDa ——

20kDa =

Figura 34: SDS-PAGE con cantidades crecientes de seroalbumina bovina.

Se utilizaron de 60 a 500 ng totales y los eluidos de cultivos bacterianos. MW= Marcador de peso
molecular; E1-E3= Eluido n°1-3 de p25.

5.3.5.4. Evaluacion de la proteina p25 obtenida

Finalmente se realiz6 un WB con la proteina recombinante p25 purificada y se probo su
inmunogenicidad frente a mezclas de sueros previamente catalogados por ELISAS
comerciales (Figura 35).
Se testaron sueros:
Negativos: A todos los ELISAS comerciales.

Animales 9, 10, 11, 12, 13 y 14 del hato 15347.

Positivos: A todos los ELISAS comerciales.
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Animales 10, 19 y 32 del hato 16346.

Animales 229, 231 y 235 del hato 17096.
Positivos a un solo Kkit:

Animal 423 del hato 16180-81.

Animal 62 y 71 del hato 16317.

Animales 8 y 24 del hato 16315.

C+5 4 3 2 1

TEEE

Figura 35: WB de p25.

En las calles pueden verse C+= Anticuerpo monoclonal anti histidina. 1= Mezcla de sueros negativos a
todos los ELISAs; 2 y 3 Mezcla de sueros positivos a los ELISA comerciales; 4= Mezcla de sueros
reactivos solo por un solo ELISA; 5= Suero del animal 423 del hato 16180-81 (reactivo solo por
Erradikit).

Puede observarse que la tira de WB numero 1, sueros negativos por ELISA comerciales no
muestran reconocimiento a la proteina p25 recombinante. Lo mismo ocurre con la tira 4y 5,
que fueron positivos solamente a Erradikit o a un solo ELISA. Mientras que las tiras 2 y 3,
provenientes de hatos que fueron positivos a los tres ELISAS comerciales utilizados, si
mostraron reconocimiento de la proteina recombinante.

Una vez comprobada la reactividad especifica de los sueros caprinos frente a la proteina
recombinante, el siguiente paso consisti6 en realizar un test de ELISA siguiendo el
procedimiento de Rosati (Rosati et al. 2004), utilizando la p25 recombinante purificada y los

sueros caprinos previamente seleccionados y catalogados.
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O.D. de los sueros para ELISA de p25
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Figura 36: Resultados del ELISA a partir de la p25 recombinante.

En la grafica pueden apreciarse los valores de densidad 6ptica (O.D). de los sueros de los animales de
los hatos 17096,16346, 16315, 16317, 16180-81 y 15347. El punto de corte esta representado con la
linea roja discontinua, fue de 0,148 considerandose negativos los sueros que no superen ese limite.

En el resultado del ELISA (Figura 36), puede verse que los sueros considerados negativos
(hato 15347), no sobrepasaron el umbral, respondiendo al criterio utilizado para su definicion.
Los sueros positivos a los tres ELISAs comerciales (hatos 16346 y 17096) también resultaron
positivos al ELISA con p25 recombinante, mientras que la discrepancia se plante6 para los
sueros positivos solo a Erradikit (hatos 16315, 16317 y 16180-81), los cuales fueron
detectados como negativos con este ELISA salvo el animal 62 del hato 16317 que en este
caso supero el punto de corte ingresando a la zona umbral de positividad.

Luego de esta evaluacion, se intentd una prueba de mayor envergadura utilizando la totalidad
del hato experimental 17138, pero esta vez con muestras tomadas en el afio 2021. El

resultado se representa en la siguiente Figura 37.
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Figura 37: Resultados del ELISA a partir de la p25 recombinante.

En la grafica pueden apreciarse los valores de O.D. de los sueros de los animales del hato 17138 del
afio 2021 (del 1 al 56). Las dos ultimas posiciones son el control negativo (verde) y el control positivo
(naranja). El punto de corte estd representado por la linea roja discontinua que fue de 0,166
considerandose negativos los sueros que no superen ese limite.

En este caso se puede observar que 40 de los 56 animales (71,42%) superan el punto de

corte, mientas que 16 (28,58%) son considerados negativos con esta metodologia.

5.4 Desarrollo y caracterizaciéon de cultivos primarios

Se realizaron pruebas para determinar la forma mas eficiente de envio de las biopsias.
Inicialmente, se intent6 criopreservar el tejido epitelial y enviarlo en nitrégeno liquido desde
Salta al IABIMO, provincia de Buenos Aires (1600Km). Esta manera no fue de utilidad debido
gue el tejido no se criopreserva de la misma forma que las células disgregadas, la formacion
de cristales se produce por no penetrar correctamente los agentes crioprotectores,
produciendo dafios por la presion osmatica, el choque térmico, la nucleacion intracelular de
los cristales de hielo, la toxicidad propia de los criopreservadores o la rotura de la matriz
(Gibson 1957; McGann et al. 1988; Meryman et al. 1977), y no fue viable para la realizacion
de la técnica descrita en el punto 4.8. Por lo que se recurrid a la forma de refrigeracion
tradicional y al envio terrestre de las muestras.

Cuando las biopsias fueron de animales adultos, si bien las células del explante se

disgregaron con facilidad, el desarrollo de las monocapas fue muy lento y solo se conservaron
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hasta el pasaje 3, por lo tanto, no pudieron ser utilizadas en los experimentos posteriores. Por
otro lado, las muestras de piel se disgregaron con mayor facilidad si provenian de pequefias
secciones no mayores a 1 cm? y derivadas de neonatos o animales jévenes, obteniéndose un
cultivo primario tipo epitelioide de las dos especies utilizadas (ovinos y caprinos). Las células
epiteliales obtenidas demoraron entre 10 y 20 dias en desarrollar una monocapa adherida. Se
observdé que el porcentaje de células tipo epitelioide fueron las que desarrollaron y
completaron la monocapa celular (Figura 38 Ay B).

A partir de estos cultivos se realizaron subcultivos y se criopreservaron en los pasajes 2, 4y
6. Luego de un mes crio conservadas (en N liquido), fueron descongeladas y se observo una
viabilidad del 90% y un crecimiento normal. A partir del pasaje 8 para el cultivo Eov y del 6
para Eca se observa la seleccién de clones celulares, tipo epitelioide, con los cuales se intentd
obtener una linea establecida y sensible a los virus de ovinos y caprinos.

En cuanto a los animales donantes, al cabo de 10 dias de realizada la biopsia, la recuperacion
fue completa.

Por otro lado, muestras de liquido articular de animales artriticos, fueron colocadas en placas
de 6 pocillos e incubadas a 37°C y 5% CO.. Las células se adhirieron directamente a la placa
de cultivo y se las denomind “Aca”. Las células obtenidas inicialmente eran redondeadas y se
distinguieron al menos cuatro tipos celulares. Unas mas pequefias que mantuvieron su
estructura circular, con un ndcleo grande y un halo citoplasmaético, otras pequefias poliédricas,
que se presentaron en aglomeraciones. Aparecieron también células de apariencia
rectangular y otras del tipo fibroblasticas (Figura 38 C). Las células demoraron unas 24 h en
adherirse al plastico y de 2 a 11 dias en completar el pocillo. Al realizar un repique tardaron
entre 24 y 48 h en estabilizarse y comenzar a crecer nuevamente y no se desprendieron con
facilidad de la placa mediante el uso de tripsina. Se pudieron cultivar con buenas

caracteristicas morfolégicas hasta el pasaje nimero 3.
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Figura 38: Monocapas Eca, Eov y Aca.

En las imagenes Ay B pueden verse las células epitelioides caprinas y ovinas (Eca y Eov) casi al 100%
de confluencia mientras que en C se visualizan las células articulares caprinas (Aca) en crecimiento.
En la imagen D puede apreciarse con una flecha una agrupacion celular.

La diferenciacion de monocitos sanguineos caprinos a macréfagos, se realiz6 a partir de
muestras criopreservadas en el IdAB, mientras que en el IABIMO se utilizaron muestras
frescas refrigeradas. Se testaron diferentes condiciones de cultivos, densidad celular, el uso
0 no de un lavado y cambio de medio a las 5 h, utilizacién o no de suero autélogo o cambio
del anticoagulante utilizado sin lograr una diferenciacion visualmente aparente en ninguno de
los casos, de todas formas, se utilizé el sobrenadante de estos cultivos para inocular
monocapas celulares de Aca, OSF, GSMT y TIGEF (Tabla 12).
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5.5 Aislamiento de SRLV

Las células de cultivo primario obtenidas en esta tesis (Eca y Eov) mostraron efecto citopético

evidente a las 24 h tras el desafio con muestras de liquido articular de animales seropositivos
con artritis clinica. Se desarrollaron células gigantes multinucleadas con un aspecto ameboide
y extremos redondeados (Figura 39 B y C). Las células TIGEF mostraron sincitios en el dia 7
de cultivo, al desafiarlas con sobrenadante del cultivo de monocitos. Sin embargo, dicho efecto
desaparecio dias posteriores en los tres tipos celulares.

También se desafiaron las lineas celulares OSF y GSM-T con liquido articular y su
sobrenadante, sin efectos visuales aparentes.

En el cultivo directo del liquido articular se observo la formacion de células gigantes, mas
precisamente un aglomerado celular, con puentes intercelulares que no se correspondian con

la forma tipica de un sincitio (Figuras 38 D y 39).

Figura 39: Efecto citopéatico sobre células Aca, Eca y Eov.

En el panel A puede verse la formacion de un aglomerado de células articulares carpianas (sefialadas
con la doble flecha) con puentes que mantienen su estructura a través del tiempo. En los paneles B y
C se aprecia la formacién de células gigantes de apariencia ameboide en células Eca y Eov,
respectivamente (sefialadas con flechas).

A estos cultivos de células Aca se les realiz6 extraccion de ADN y andlisis mediante la nPCR,
obteniéndose los amplicones esperados a partir de células con el efecto citopatico y de otras

gue no lo presentaron (Figura 40).
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Figura 40: Gel de agarosa de la nPCR a partir de las células Aca en cultivo.

(-) Control negativo. Eov: control negativo de ADN de células Eov sin desafiar. 004: Amplificacion en
las células Aca sin efecto citopatico de dicho animal. 054: Amplificacion en las células Aca con efecto
citopatico de dicho animal. MW marcador de peso molecular.

Durante el desarrollo de los cultivos primarios de células Aca se pudieron observar células
que desarrollaron rapidamente formando monocapas con células aglomeradas; otras que
formaron monocapas, pero no presentaron aglomeraciones y otras que no llegaron a
completar un pocillo. Con respecto al analisis de Micoplasmas realizado por el 1V, las células
que mostraron aglomeracion fueron libres de Micoplasmas, mientras que las que fueron
positivas a Micoplasmas solo completaron la monocapa o no llegaron a hacerlo. Como
ejemplo de esto, se muestra el caso del animal 004 (Figura 40) que no mostrd efecto
citopatico, fue positivo al diagnéstico por Micoplasmas y la nPCR lo identific6 como positivo a
SRLV. Con estas evidencias, estariamos en presencia de una coinfeccion en el hato 17138.
En el IdAB, las lineas celulares ovinas y caprinas (OSF, GSM-T y TIGEF) desafiadas con
liquido articular y sobrenadante de cultivo de macréfagos mostraron sincitios en el caso de
TIGEF incubadas con liquido articular, pero el virus no pudo ser detectado por técnicas
moleculares a partir de ADN gendmico del cultivo. Mientras que las células OSF y GSM-T
desafiadas con sobrenadante de cultivo de macréfagos entre los dias 5 y 8 presentaron una
vacuolizacion citoplasmatica, con la apariencia de una célula sucia por los numerosos detritos
citoplasmaticos, acumulos lisosomales y se produjo muerte celular difusa de baja cuantia
(Tabla 12).

87



Tabla 12: Efectos visuales sobre cultivos celulares desafiados con los distintos inéculos.

Muestra Células utilizadas
IABIMO IdAB
Eca Eov Aca OSF  GSMT | OSF  GSM-T TIGEF
|_|'quid0 Articular (LA) CG24h CG24h AC SE SE SE SE S 7dias

Sobrobrenadante LA NT NT AC 7 dias SE NT NT NT NT

Sobrobrenadante NT NT SE \Y \Y SE SE SE
monocitos

NT NT + NT NT NT NT -

CG= Células gigantes; AC=Aglomerado celular, SE= Sin efecto, V=Vacuolizacién, S= Sincitios,
NT= No testado, (+) = PCR Positiva, (-) = PCR Negativa.

5.6 Ensayo de aplicaciéon de medidas de manejo para el control de los SRLV

Una vez confirmado el diagndéstico de SRLV en el hato 17138, se propuso implementar
medidas de manejo para disminuir el indice de positividad. A partir de las practicas realizadas
en el hato experimental 17138 o Tambo de la EEA Salta, se pudieron ver los siguientes
resultados.

Etapa inicial: Esta etapa comprende los afios 2016 y 2017. Si bien en este momento no se
contaba con un cribado seroldgico total del hato, el nUmero de animales testados fue de 70
con una seroprevalencia de 78,8%.

Debido a la divisiobn en dos del rebafo, el manejo diario de los animales, si bien fue mas
complicado para el personal al cuidado de los animales, fue tomado con buen agrado
cumpliéndose las medidas sugeridas. Los cabritos no aceptaron la toma de calostro con
cantidades de SLS mayores a 1% por lo que se planteé una modificacion para la siguiente
etapa. Fue de suma importancia el manejo nutricional para evitar partos nocturnos y el
incremento de posibilidad de cabritos hijos de positivas que mamaran abundante calostro. La
reposicion previa al testeo del afio 2017 se realiz6 con cabritos hijos de las 6 hembras
(multiparas) negativas constatadas del hato, previa nPCR diagndstica.

La prevalencia de SRLV con nPCR de 33 cabritos fue la siguiente: hijos de padres negativos
19,05% (4/21 con dos indeterminados), hijos de padres positivos 12,50% (1/8), hijos de
indeterminados 0% (0/2). De estos animales se selecciond la reposicion de 2017.

A partir de esta etapa inicial, el porcentaje de animales sintomaticos disminuy6 de un 48% a
casi cero, apareciendo esporadicamente un caso clinico que era eliminado lo mas pronto

posible dependiendo del valor genético del mismo.

Segunda etapa: A partir del cribado seroldgico total de las existencias del hato en 2017, se
pudieron reclasificar a todos los animales e incrementar el nUmero de cabritos en el lote de

hijos de madres seronegativas.
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El manejo de la etapa inicial con la implementacién de los descartes de sintométicos y
positivos determinados, disminuyé la seroprevalencia a 55% vy los sintomaticos a cero. Los
nuevos refugos fueron tendientes a eliminar a todo animal que apareciese como sintomatico
e ir eliminando a los positivos, substituyéndolos con una reposicion libre de SRLV.

Se incorpor6 la pasteurizacion de calostro y leche como suministro seguro de alimentos para
los cabritos como parte de la rutina estable del tambo.

Lamentablemente, la pandemia por SARS-CoV2, afectdé tanto el trabajo en el campo
experimental como en el laboratorio de diagnéstico, y no se pudo continuar con las medidas
de manejo implementadas, como la separacion en hemirodeos, medidas higiénicas de
contencion, pasteurizacién de calostro y leche para los cabritos, sangrados, seguimiento o

control de los animales para reposicion.

5.7 Andlisis socioeconémico y productivo

Con el fin de determinar si existe una correlacién entre variables de produccion caprina y el
estatus sanitario, asi como también para ayudar a plantear estrategias de control, se decidié
realizar un analisis socioeconémico y productivo de los establecimientos involucrados en este

trabajo de tesis.

5.7.1 Distribucion geoqgrafica de los hatos

Los 32 establecimientos productivos estan situados en las ecorregiones de Valles Templados,

Chaco Saltefio y Valles y Quebradas Aridas distribuidos a lo largo del NOA (Figura 41).
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Figura 41: Mapa de distribucion de los hatos.

A la derecha se puede ver la referencia a menor escala, la zona de muestreo, en el recuadro rojo. En
el mapa pueden apreciarse gotas de diferentes colores segun la ecorregién que les corresponda. Las
gotas naranjas representan hatos en QA, las azules en VT y las verdes en CS. Los ndmeros se
corresponden con el nimero de protocolo de laboratorio de cada establecimiento mientras que la barra
color blanco y negro del margen inferior izquierdo referencian a una distancia de 50km. No se ha
incluido en esta margen al hato 16180-81 de la provincia de Catamarca, por distorsionar la mejor
visualizacion de la representacion geografica. Pero puede accederse al mapa completo con posibilidad
de navegacion a través del siguiente link:




https://www.arcgis.com/apps/Embed/index.html?webmap=c8614cd492eb414dad76700fa988c540&ext
ent=-69.8622,-26.8627,-59.3812 -
22.7402&zoom=true&previewlmage=false&scale=true&disable scroll=true&theme=light

Una descripcion mas detallada de las caracteristicas de los hatos, particularidades del
manejo, practicas sanitarias, comercializaciones, suplementaciones, segun ecorregiones y
épocas del afio y otras aclaraciones de terminologias que pueden facilitar un mejor
entendimiento de las explotaciones caprinas de la zona se proporcionan en el Anexo | 9.3
Tabla 2 a 4.

5.7.2 Caracterizacion de los hatos

Los establecimientos muestreados en el Chaco saltefio y Valles templados son de tipo
familiar, mientras que en Valles y Quebradas aridas se encontr6 un mayor nimero de hatos
correspondientes a tambos comerciales y explotaciones familiares -capitalizadas.
Geograficamente, la ecorregion de Valles y Quebradas aridas es la que consiguié mejor
distribucion espacial de muestreo como puede verse en la Figura 41.

La raza preponderante fue la Criolla, aunque existe mucha introduccién de sangre Anglo
Nubian, Saanen y algo de Boher, siendo Criolla X Anglo Nubian la cruza tipica de cria (biotipo

carnicero 65,63%) y Criolla x Saanen la mas comun en lecheria (biotipo lechero 34,38%).

5.7.3 Sistemas de produccidn en las diferentes ecorregiones

En el Chaco Saltefio (CS) el objetivo de produccién fue enteramente el de cria (100%). Los
duefios con la ayuda de algun familiar ordefiaban manualmente a sus animales (promedio
45,25 animales por hato) de biotipo carnicero (100%) para utilizar la leche, queso y cabritos
como parte fundamental de su dieta. La venta de las reses era una actividad eventual y en
ella era de vital importancia la figura del cabritero, que es un agente que se encarga de
recorrer diferentes zonas, pasados unos dos meses la época de paricion -suelen ser en
noviembre y en el mes de mayo- y compra los cabritos a su criterio, al pie de la madre. Arma
su lote de venta y los envia a faena pagando a los propietarios los cabritos negociados.

En Valles y Quebradas Aridas (QA) el objetivo de produccién fue equilibrado entre cria y leche
(45% y 55%); los animales (promedio 340,55 animales por hato) fueron cruzas del biotipo
lechero (50%), los hatos lecheros fueron los que poseian mayor nUmero de animales y valores
superiores de produccién lactea. En esta ecorregion, en un mayor numero de
establecimientos, se deleg6 el cuidado de los animales y la produccion a manos de empleados
(hasta el 40%) y donde la venta de sus productos fue mas importante que su utilizacion para
su autoconsumo. En esta ecorregion existe la figura del intermediario, que es simplemente un
propietario o empleado de comercio que compra la produccion completa o una cantidad

semanal acordada de esa explotacion ganadera. Sin la presencia de estas figuras los

91


https://www.arcgis.com/apps/Embed/index.html?webmap=c8614cd492eb414dad76700fa988c540&extent=-69.8622,-26.8627,-59.3812,-22.7402&zoom=true&previewImage=false&scale=true&disable_scroll=true&theme=light
https://www.arcgis.com/apps/Embed/index.html?webmap=c8614cd492eb414dad76700fa988c540&extent=-69.8622,-26.8627,-59.3812,-22.7402&zoom=true&previewImage=false&scale=true&disable_scroll=true&theme=light
https://www.arcgis.com/apps/Embed/index.html?webmap=c8614cd492eb414dad76700fa988c540&extent=-69.8622,-26.8627,-59.3812,-22.7402&zoom=true&previewImage=false&scale=true&disable_scroll=true&theme=light

productores no tienen la capacidad de comercializar las producciones animales, por lo que es
fundamental en la subsistencia de tanto de las explotaciones como de las poblaciones
humanas.

En Valles Templados (VT) la mayoria de los animales fueron de biotipo carnicero (87,50%) y
dedicados a la cria (62,5%). La cantidad de animales por rebafio posee un nimero intermedio
entre CS y QA (77 animales hato promedio), dando como resultado una mayor producciéon de
leche por hato que CS. Las explotaciones fueron un 75% del tipo familiar y solo una disponia
de empleados. Los productos de autoconsumo vuelven a ser prioritarios sobre las ventas. En
este caso particular solo los establecimientos familiares capitalizados y comerciales
(Unicamente 2) tenian vias de comercializacion de productos, mientras que los familiares

ofrecian sus productos a los eventuales visitantes que se los solicitaran (Anexo | Tabla 2).

Si se trata de dar una caracterizacion global con los datos del relevamiento de todos los
establecimientos encuestados en la region bajo estudio, el ordefie era practicado por el 87,5%
de los establecimientos y aunque fue tipicamente manual (85,71%), 4 establecimientos
poseian maquina ordefiadora (14,29%). El 81,25% de los hatos tenia al menos un producto
de venta y el 68,76% practicaba el autoconsumo de su produccién dejando en claro que hay
hatos que solo producian para autoabastecerse, mientras que existe un porcentaje que podia
obtener beneficios de parte de su produccion.

El cabrito fue el producto méas vendido en general y en exclusividad en el CS, mientras que el
gueso cobré mas importancia en QA y en segundo lugar en VT. De los 3209,5 litros diarios
promedio de leche producidos por 7806 animales de los establecimientos, el 89,80%
correspondié a QA gue poseia el 89,52% de los animales. Dicha caracteristica queda
reafirmada con los promedios individuales de leche por establecimiento en CS (13,80 litros
por hato), cuya Unica produccion es la cria. VT, donde el 37,50% de los hatos son del tipo
lechero, mostr6é una media diaria de 34,00 litros de leche y QA de 144,10 litros promedio.
Puede verse claramente en el Anexo | Tabla 3, que la falta de delimitacion territorial de las
propiedades fue una caracteristica general del sistema caprino del noroeste argentino,
guedando reducido el aparcelamiento para tambos comerciales y explotaciones familiares
capitalizadas casi en exclusividad. Lo mismo ocurrié con el uso racional del recurso forrajero,
donde la utilizacién del alambrado eléctrico en su modalidad de franjas diarias fue el manejo
mas practicado. En promedio, el 75% de los hatos utiliz6 pastoreo extensivo sobre campos
naturales con maximos del 100% en los rodeos del CS'y 70% de QA, donde las necesidades
de los animales lecheros unidas a las mayores capacidades tecnolégicas dieron como
resultado un mayor uso de los pastoreos intensivos rotativos por franjas con alambrado
eléctrico. Un promedio del 68,75% de los hatos no poseia delimitacion territorial, la mayor

parte de los hatos pastoreaban en tierras comunales.
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La suplementacion fue una practica muy recurrida con dos finalidades diferentes; fue el
recurso primordial para incrementar la produccion individual en el caso de muchos rodeos
lecheros o para salvar los baches forrajeros estacionales y evitar la muerte de los animales
en las explotaciones familiares que realizaban pastoreo extensivo de campos naturales. Para
ello, se empled una gran variedad de materiales que van desde el grano de maiz y el heno de
alfalfa, pasando por los rastrojos de maiz, poroto, aji e incluso la utilizacién de orujo de uva.
Los cuatro establecimientos de cria en VT no lo utilizan, simplemente porque escapaba a sus
posibilidades.

En cuanto a la obtencion de los reproductores machos, en promedio el 53,13% de los machos
reproductores se obtuvieron de forma externa, pero esto varié segun las capacidades
econdmicas de los propietarios. Por ejemplo, en los rodeos de cria de la region del CS, el
100% de los machos reproductores fueron propios, mediante la seleccion de los mejores
animales dentro del hato. Mientras que en VT y QA el 50% y 65% de incorporacién de machos
externos, no solo respondié a la compra de animales sino a practicas como el préstamo,
alquiler e intercambio entre vecinos.

El método de cria tradicional, donde los cabritos permanecen en el corral de encierre mientras
las hembras pastorean, y maman leche por la tarde-noche, fue el mas utilizado (78,13%). La
guachera colectiva fue implementada por los 6 hatos lecheros mas tecnificados y la utilizacion
de sustituto lacteo fue exclusiva de 3 establecimientos de QA (2 eran tambos comerciales y
una explotacién familiar capitalizada). Sélo dos tambos comerciales no realizaban el encierre
nocturno, cuyas caracteristicas edilicias les permitian prescindir de la practica.

Solo un promedio del 37,50% de los hatos realizaban algun tipo de vacunaciéon (Anexo | Tabla
3), siendo la mas frecuente la triple clostridial completando el esquema de vacunaciéon con
vacunas frente a la Pasteurelosis y el Ectima Contagioso. En el CS no fue una practica
asequible y su uso estuvo restringido a los 12 establecimientos que, o bien contaban con las
capacidades econémicas para su uso, o les eran proporcionadas por organismos oficiales,
como la Secretaria de Agricultura Familiar. Por el contrario, las desparasitaciones fueron
practicas muy utilizadas, con promedio del 84,38% de los hatos. Hubo una gran variabilidad
de précticas, desde una Unica dosis anual, desparasitaciones estratégicas en los momentos
de mayor carga, desparasitaciones solo en las categorias menores, o la aplicacion de drogas
segun cultivo coproparasitolégico e incluso hubo explotaciones lecheras mas tecnificadas o
instruidas, que utilizaban rotacién de la droga antiparasitaria, desparasitacion puntual por
indice FAMACHA (Van Wyk and Bath 2002). Aunque los hatos del CS y uno solo de QA no
realizaban ninguna desparasitacion, la mayoria de los rebafios realiz6 al menos una,
generalmente con benzimidazoles. Las zonas afectadas con Fasciola hepatica utilizaban

closantel.
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El encierre nocturno fue practicado por 28 de los 32 establecimeintos referenciados en esta
tesis. Dicha préactica consistio en encerrar a los animales en un corral pequefio -corral de
encierre-, por lo general en una zona de facil control, en las inmediaciones de las casas,
puestos, etc. La misma pretende evitar el extravio de animales en los campos sin delimitacién
territorial; proteger al hato de los predadores como el puma, los perros y los zorros; evitar el
robo de los animales, entre los mas frecuentes. Cabe destacar que la toma de esta medida
suele colocar a todas las categorias animales (cabritos, chivos, cabras y cabrillonas) en un
mismo y pequefio lugar, con las posibles consecuencias epidemioldgicas en la transmision de
enfermedades infecciosas que deben ser tenidas en cuanta.

Ademas de la descripcion coloquial de los sistemas productivos, también se obtuvieron
variables cuantitativas que posibilitan un analisis estadistico de las diferentes ecorregiones.
Dichas variables se muestran en la siguiente Tabla 13 y en Anexo | Tabla 4.

Tabla 13: Estadisticos descriptivos de las variables cuantitativas utilizadas en el andlisis
exploratorio.

Estadisticos descriptivos de las variables cuantitativas

N Media DE CcVv Minimo  Maximo
32 826 10,40 12597 0,00 55,56
28 0,46 0,41 89,55 0,12 2,12
32 237,75 6962 292,83 13 4000
4 9,17 3,19 34,78 6,67 13,33
4 4525 3651 80,68 26,00 100,00
4 0,31 0,01 456 0,30 0,33
20 6,84 6,47 94,68 0,00 21,43
20 340,55 870,4 25560 13,00  4000,00
18 0,551 0,46 91,56 0,12 2,12

8 11,35 1854 163,38 0,00 55,56
l; Animales totales 8 77,00 92,44 120,05 16,00 300,00
6 043 041 9484 0,13 1,23
N=NuUmero de hatos = Media=Media aritmética DE. = Desvio estdndar CV= Coeficiente de
variacion Minimo= Valor minimo Méximo= Valor maximo

En cuanto a los estadisticos descriptivos sitos en la tabla 13, se puede observar que la
ecorregion de QA si bien es la que posee mayor nimero de animales y la mayor produccién
media de leche por animal, es la que menor seroprevalencia media presenta en contraste a

VT que se destaca por ser la de mayor seroprevalencia y a CS la cual posee las menores

Serorevalencia: Porcentaje de seroprevalencia individual de cada hato.
Litros de leche: Cantidad de litros de leche producida en promedio por una cabra de ese hato al dia.
Animales totales: Numero total de animales en el hato.
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productividades en litros de leche medios y el menor nimero de animales por rebafio, pero no
la menor seroprevalencia.

5.7.4 Representaciones graficas de variables cuantitativas

Las variables cuantitativas pueden representarse de diferentes maneras y agrupaciones que
permiten apreciar mejor la distribucion de los datos y las posibles asociaciones presentes que
nos permitan un mejor planteo de las medidas y metodologias a utilizarutilizar. A continuacion,
se presentan algunas de las gréaficas obtenidas, Figuras 42 a 44.
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Figura 42: Seroprevalencia segun tipo de establecimiento.
Se muestra la media y la desviacién estandar de rebafios positivos a ELISA. El tipo de establecimiento
esta representado como: FAM: Familiar; FAM CAP= Familiar Capitalizada; COM= Tambo comercial.

En la Figura 42 puede verse que los valores mas altos de seroprevalencia estan presentes en
los establecimientos Familiares capitalizados y Tambos comerciales. La curva no varia de
forma si se incorporan el biotipo animal (dato no mostrado) y variables de manejo tales como
método de cria y tipo de ordefie.
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Figura 43: Seroprevalencia segun ecorregién, método de cria y tipo de establecimiento.

El método de cria se encuentra bajo las siglas GC=Guachera colectiva; TRAD=Tradicional. El tipo de
establecimiento como: FAM: Familiar; FAM C= Familiar Capitalizada; COM= Tambo comercial y las
ecorregiones estan representadas como: CS= Chaco Saltefio; VT= Valles Templados; QA= Valles y
Quebradas Aridas.

Los valores mas altos de prevalencia estuvieron presentes en las ecorregiones de VT y QA,
en establecimientos familiares capitalizados o tambos comerciales. Variables de manejo tales
como método de cria en guachera colectiva o el ordefio mecéanico parecen asociarse con una
mayor seroprevalencia (Figura 43).
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Figura 44: Seroprevalencia segun tipo de ordefie, método de cria y tipo de establecimiento en rangos.
El tipo de ordefie MANUAL o MECANICO; el método de cria se encuentra bajo las siglas GC=Guachera
colectiva; TRAD=Tradicional y el tipo de establecimiento R como: FAM: Familiar; COM= Tambo
comercial + Familiar capitalizado.

En este caso queda bien resaltado que los hatos que tuvieron ordefie mecénico tienen en
promedio un valor de seroprevalencia visualmente superior (Figura 44). Los establecimientos

con ordefie manual y método de cria tradicional no presentan una diferencia numérica tan
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impactante, pero estas apreciaciones visuales si bien estan evidenciado algun tipo de

asociaciones, deben ser valoradas estadisticamente para poder aportar datos fidedignos.

5.7.5 Analisis de asociacién de factores de riesgo

A patrtir de las representaciones graficas de las seroprevalencias (como las Figuras 42 a 44)
se pudieron realizar apreciaciones que fueron orientativas para la eleccion de los métodos y
pasos a seguir en la busqueda de la determinacion de los factores de riesgo que pueden estar
influenciando la presencia de la infeccion lentiviral.

Se realizé el analisis exploratorio de las variables relacionadas con la presencia de SRLV
(estatus, seroprevalencia, seroprevalencia en rangos) y las variables descriptivas utilizadas?.

5.7.5.1. Chi?de Pearson, Odds Ratios vy Regresion Logistica

Se realizé el andlisis exploratorio con el test Chi? con el programa InfoStat para probar la
asociacion entre estatus, seroprevalencia, seroprevalencia en rangos con el resto de las
variables explicativas definidas.

Los resultados que cumplieron la premisa de obtener valores inferiores p valor<0,15, se
resumen en las tablas 16 y 17. El andlisis del cribado con Chi? muestra una asociacion entre
la variable estatus y método de cria (p=0,0436) y desparasita (p=0,1008). Para
seroprevalencia lo fueron tipo de establecimiento (p=0,0843), tipo de pastoreo (p=0,1142),
método de cria (p=0,0378), y tipo de ordefie (p=0,0319). Los resultados de asociacién para
seroprevalencia en rangos fueron macho (p=0,1159), tipo de pastoreo (p=0,1379),
delimitacion (p=0,0883), método de cria (p=0,0387) y tipo de ordefie (p=0,0395).

Tabla 16: Clasificaciéon segiin RL y OR para las tablas de contingencia de Chi?

2Estatus: Estado sanitario seroldgico (Libre/infectado).

Seroprevalencia en rangos: Seroprevalencia en 3 grupos (seroprevalencia=0, seroprevalencia<10%,
seroprevalencia>10%).

Tipo de establecimiento: Segun la propiedad, tamafio y nivel tecnoldgico se distribuyen en Familiar, Familiar
Capitalizado y Comercial.

Tipo establecimiento en rangos: Es la caracteristica anterior que se agrupa Familiar y Comercial (Familiar;
capitalizado + Comercial),

Objetivo de produccidn: Leche/Cria.

Biotipo: Tipo de animal que posee el hato. Carnicero (Criollo, Anglo Nubian, Togenbur, Boher y sus cruzas)
Lechero (Saanen, Alpino y sus cruzas).

Animales totales en rangos= Es la caracteristica anterior donde agrupa a hatos con menos y mas de 100
animales.

Ecorregion: Las ya mencionadas CS, QA Yy VT.

Tipo de ordefie: Forma de obtencién de la leche (Manual/Mecanico).

Macho: Forma de obtencion de los reproductores machos(Seleccion de cabritos dentro del hato/producto de la
compra, alquiler, rotacion, préstamo u otro que implique incorporacion de machos foraneos).

Tipo de pastoreo: Es la forma en que el animal accede al forraje (Extensivo/Racional por franjas).

Delimitacion: Calificacion de la propiedad segin la presencia o ausencia de limites territoriales.

Método de cria: La forma en que se cria a los cabritos (Tradicional/Guachera colectiva).

Desparasita: Control de endo y ecto parasitos (Si/No).

Vacuna: Prevencién de enfermedades mediante la aplicacion de vacunaciones parenterales (Si/No).
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omeig | O | R ok | L | s
promedio
Me#o%q de <|:r|a 15/25 (60%) 5,41
e p=0,0436 p=0,0061 0,2143 0,0227  2,0187
Colectiva

SESLIIESIENN 1757 63%) | 7,81
Si p=0,1008 p=0,0161 2,9412 02994 28,8917

N+: Numero de hatos positivos/totales y porcentaje de positividad para cada categoria. Prev. promedio:
Porcentaje de seroprevalencia promedio para cada categoria o subgrupo. Chi2: p valor de Chi2 obtenido
para el cruce de las dos variables. RL: p valor de regresion logistica obtenido para el cruce de las dos
variables. OR: valor de OR obtenido para el cruce de las dos variables LI-LS: Limite inferior-superior
del intervalo de confianza 95% para OR.

Como puede verse (Tabla 16) la variable Estatus tuvo una asociacion significativa con el
método de cria, segun Chi? (0,0436) y RL (0,0061), pero el grado de asociaciéon determinado
por OR -si bien considera protector al sistema de cria tradicional y se podria expresar como
4,76 veces menos riesgoso- lo considera no significativo por incluir al 1 dentro de su IC. Por
otro lado, las desparasitaciones también presentaron una asociacion significativa segun Chi?
(0,1008) y RL (0,0161), presentado un riesgo de 2,994 veces superior para los hatos que no
realizaban la practica sobre los que si lo hacian, pero de igual manera que el anterior, la
asociacion es no significativa para OR.

El andlisis de RL para seroprevalencia y seroprevalencia en rangos proporciond los resultados
gue se resumen en la Tabla 17 junto a su comparacion con los obtenidos con la prueba de
Chi2.
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Tabla 17: Clasificacion segun RL de los datos obtenidos con Chi?.

I N O
promedio

Tipo de
establecimiento 14/22 (63%) 5,82

Familiar p=0,0843 NS
Familiar Capitalizado 4/6 (67%) 5,70

Tipo de pastoreo  EETEEOS 5,63
Extensivo p=0,1142 NS

Meg’? de ?”a 15/25 (60%) 5.41
E e p=0,0378 p=0,0496
o) 184

Tipo de ordefie 16/24 (67%) 5.96
W ERIE! p=0,0319 p=0,0001

'\g"’:fh(? 11/18 (61%) 6,20
ropt NS NS
Propio p=0,1159 NS

e 116

Tipo de pastoreo [EEpyRrEeTs 5,63
Extensivo p=0,1379 NS

ey 1613

. 7

Delimitacion 14/22 (63%) 5,54

Seroprevalencia

Sin p=0,0883 NS
a0 eow 1345
Método de cria 15/25 (60%) 5.41

Tradicional

Guachera
Tipo '\(/ili:‘nggldene 16/24 (67%) 5,96
p=0,0395 NS

N+: Numero de hatos positivos/totales y porcentaje de positividad para cada categoria. Prev promedio:
Porcentaje de seroprevalencia promedio para la categoria. Chi?: p valor de Chi? obtenido para el cruce
de las dos variables. RL: p valor de RL obtenido para el cruce de las dos variables. NS=
Estadisticamente no significativo.

p=0,0387 NS

Seroprevalencia en rangos

Para seroprevalencia, las variables descriptivas cribadas bajo Chi? fueron tipo de
establecimiento (p=0,0843), tipo de pastoreo (p=0,1142), método de cria (p=0,0378) y tipo de
ordefie (p=0,0319). El modelo de RL solo dio como significativas a método de cria (p=0,0496),
y tipo de ordefie (p=0,0001).

Las variables descriptoras significativas en cribado exploratorio con Chi? para la
Seroprevalencia en rangos fueron macho (p=0,1159), tipo de pastoreo (p=0,1379),
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delimitacion (p=0,0883), método de cria (p=0,0387) y tipo de ordefie (p=0,0395). Los valores
de RL para seroprevalencia en rangos y sus descriptoras, no fueron significativos en ninguno

de los casos.
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6. DISCUSION

La infeccion por SRLV estd distribuida por todo el mundo con valores preocupantes y
crecientes en cuanto a su prevalencia (de Miguel et al. 2021). Una de las razones de este
crecimiento es sin duda la ausencia de tratamientos o estrategias de inmunizacién eficaces,
junto al aumento en el intercambio de animales a nivel mundial. Se estima que los valores de
seroprevalencia dependen del nUmero de estudios que se realizan en una determinada area.
Asi Europa es la zona que presenta mayor nimero de estudios y una seroprevalencia mas
elevada. Recientemente, estos estudios se han extendido a diferentes paises de América del
sur, siendo Argentina uno de ellos. A pesar de que se ha aislado y descrito la secuencia de
una cepa de SRLV en la provincia de Buenos Aires, actualmente no conocemos la situacion
epidemioldgica nacional que nos permita evaluar la importancia de la infeccion y desarrollar
herramientas que nos den acceso a establecer planes de control a nivel nacional.

La importancia de la infeccién por SRLV y la necesidad de su control no solo radica en el
cumplimiento de la legislacion de algunos paises para la importacién de animales vivos, sino
gue modula el sistema inmunitario, incrementa la susceptibilidad a infecciones secundarias y
afecta diferentes parametros de la produccién animal.

El planteo de esta tesis tuvo como puntapié inicial la presencia de signos clinicos compatibles
con lentivirus y la confirmacién serolégica de la presencia del virus en la provincia de Salta. A
pesar de que la presente tesis fue realizada sin ninguna financiacion especifica o propia en lo
gue respecta a insumos materiales, se lograron obtener resultados que confirmaron la
hipétesis de trabajo y ademas han aportado informacion relevante sobre la situacion de esta
virosis en el pais.

Antes del afio 2017, la informacién sobre SRLVs en Argentina era escasa y no habia un
abierto reconocimiento de la circulacion viral. Se contaba con las referencias de los trabajos
seroldgicos de Trezeguet (Trezeguet et al. 2013; Trezeguet et al. 2010; Trezeguet et al. 2008)
y los reportes de Robles (Robles et al. 2003), Marin (Marin et al. 2012) y Bedotti (Bedotti et al.
2007). Posteriormente, se publico el primer aislamiento y caracterizacién genética de una
estirpe de origen argentino en la provincia de Buenos Aires (Panei et al. 2017). Por tanto, la
generacion de informacion seroldgica de una muestra representativa de las existencias
provinciales, fue el primer paso a tomar.

El stock caprino de la provincia de Salta ronda los 300000 animales y presenta fluctuaciones
interanuales, como todas las provincias. EI mismo, en 2017, constaba de 334427 cabezas
incluyendo todas las categorias (SENASA 2023). A partir del cribado serol6gico de un grupo
de 787 animales saltefios, se alcanza una representatividad estadistica de las existencias
caprinas provinciales con un a de 5% (QuestionPro.com 2021) que, segun los calculos del

software, debian ser de un minimo de 385 animales. Se incorpor6 un hato de la provincia de
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Jujuy (88 animales) y otro de la provincia de Catamarca (53 animales) que proporcionaron
resultados enriquecedores a nivel seroldgico y también para la evaluacion socioeconémico

productiva.

Las prevalencias para la provincia de Salta obtenidas del cribado seroldgico con tres kits
comerciales Pourquier, Elitest y Erradikit muestran que existe circulacion viral en la provincia
con una prevalencia baja que ronda el 8%. Esta seroprevalencia es mayor que la reportada
por Trezeguet en 2010 (Trezeguet et al. 2013) quienes presentaron a la zona como “NOA
norte” (Salta-Jujuy) y las prevalencias halladas en 2010 fueron de 1,43% en caprinos (6
establecimientos con un total de 70 caprinos), mientras que para ovinos fue del 0% (con 4
establecimientos y 39 animales). En 2011 la prevalencia en caprinos fue de 3,70% (para 6
establecimientos con un total de 54 individuos) y 3,57% en ovinos, (para 2 establecimientos
con 27 animales). La publicaciéon del grupo de SENASA en 2010, donde evaluaron sueros
recolectados en 2008, indicaba una prevalencia de 7,33% para caprinos saltefios (con un total
de 50 animales de 30 establecimientos) (Trezeguet et al. 2010). Es importante destacar que,
en una publicacion previa (Trezeguet et al. 2008), la infeccion no era detectada en Salta (105
animales de 7 predios) posiblemente porgue la técnica utilizada en 2004 fue IDGA 'y no ELISA.
Las diferencias con los estudios previos pueden explicarse por la ausencia de medidas de
control en este périodo de 7-8 afos, el tipo de muestreo, que, en el caso de los trabajos del
SENASA presentados por Trezeguet, se utilizaron sueros obtenidos por el plan nacional de
brucelosis caprina y no un muestreo aleatorio en busca de representatividad de cada zona

establecida.

Hasta el momento, se ha demostrado que los test de ELISA tienen una mayor sensibilidad
que otras metodologias de deteccion sérica como el IDGA, aplicables a cribados serolégicos
con una relacion calidad: precio: facilidad y rapidez de resultados que los haria comparables
(de Andrés et al. 2005). Si bien en Argentina solo se encontraban disponibles los kits
comerciales de Maedi/CAEV Total Ab (Chekit) y MVV/CAEV p25 Ab Verification de Idexx -que
actualmente se han discontinuado su venta y estan fuera del mercado-, buscando un mayor
respaldo en los resultados y debido a la posibilidad de realizar parte de esta tesis en el IdAB
(Espafia), se recurrieron a 4 test serologicos. Con dos de ellos se realiz6 un cribado total de
los hatos (Pourquier y Elitest); mientras que el kit Maedi/CAEV Total Ab (Idexx) se aplicé sobre
las muestras que permanecieron Unicamente en Argentina, y Erradikit se emple6 en el IdAB
como test con antigenos multigenotipo con fines comparativos.

La baja seroprevalencia detectada tanto en el presente estudio como en los previos realizados

en la Republica Argentina podrian indicar que el mantenimiento de razas locales y la baja
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cuantia de las importaciones de animales estarian favoreciendo su baja distribucién en la
provincia de Salta.

Con respecto a lareactividad (Tabla 8), solamente 10 de los 32 hatos no presentaron animales
reactivos a ELISAs comerciales (incluyendo los cuatro kits utilizados). Hubo discrepancia
entre los resultados de los diferentes test, siendo Erradikit el test que detecté mayor nimero
de positivos que no se visualizaron en los otros ensayos, ademas, debido a sus altos costos,
se utilizaron muestras parciales de cada hato. Aun asi, detect6 positivos en los hatos 15207,
16180-81, 16317, 16282 y 16418 que no fueran detectados por otros test. También detectd
nuevos positivos en los hatos 17091 y 17092. Este tipo de discrepancia es habitual y se
asemeja a trabajos como el de Schaer (Schaer et al. 2022), donde la capacidad de deteccién
varia con la utilizacién de diferentes test y esto depende tanto de los antigenos utilizados en
cada ensayo enzimatico como del tipo de cepas circulantes. Por ejemplo, MVV/CAEVp25Ab
Verification de ldexx al poseer la proteina recombinante p25 de una cepa Bl tiene mayor
sensibilidad para con el genotipo B y Erradikit detecta con mayor precision los genotipos A 'y
E. Sin embargo, no pudimos corroborar su circulacion en el analisis molecular.

Los resultados del andlisis estadistico que ofrece la prueba de concordancia de Kappa (Cohen
1968; Cohen 1960) representan una escala subjetiva de interpretacién, pero basandose en
los trabajos de Landis y Koch (Landis and Koch 1977) los coeficientes de Kappa obtenidos
pueden agrupar las concordancias en: muy buenas (1-0,8), buenas (0,8-0,6), moderadas (0,6-
0,4), bajas (0,4-0,2) e insignificantes (0,2-0). Por consiguiente, los resultados obtenidos entre
los test Pourquier y Elitest fueron clasificados como de concordancia buena, con un K= 0,746.
Destacando que hubo una discrepancia en 10 animales en los que Elitest el que detectd 6
animales positivos mas que para Pourquier fueran negativos. De la misma manera, Pourquier
detectd animales positivos que no detectd el otro, como es el caso de 3 animales del hato
17138 y uno del 17092.

Para los test de Pourquier y Erradikit, la concordancia fue también buena, K= 0,694, siendo
Erradikit el que revel6 mas positivos no detectados por Pourquier que de la forma inversa.
Mientras que las comparaciones entre Elitest y Erradikit se definieron como moderadas K=
0,575, es decir, Erradikit detectaba notoriamente mas positivos sobre las mismas muestras.

En lo que respecta a la composicion antigénica de estos ELISAs comerciales, vale destacar,
que los test de Pourquier y Elitest estan desarrollados en base a antigenos proteicos de SRLV
del genotipo A (TM y p25), mientras que Erradikit utiliza como antigeno una mezcla de
proteinas recombinantes de las mismas regiones GAG y ENV de los genotipos A, E y B1,
mientras que MVV/CAEVp25Ab Verification de Idexx estad hecho en base a la proteina de la
proteina recombinante p25 del mismo subtipo; de ahi es esperable que detecte con mayor

eficacia las cepas argentinas, ya que las evidencias hasta este momento las incluyen dentro
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de este subtipo (Panei et al. 2017). El nUmero de positivos extra, detectados por Erradikit,
podria estar justificado por sus antigenos del genotipo A y E, cepas que no han sido
detectadas como circulantes en Argentina, pero no por ello debe ser negada su posible
existencia.

Con respecto las comparaciones con MVV/CAEVp25Ab Verification (Idexx), no fue posible
realizar comparaciones con un nimero de muestras que les otorgue una entidad propia para
realizar generalizaciones. Se utilizé porque -como ya fuera explicado- este era el Unico kit
disponible en Argentina y al no ser posible la realizacion de nuevos envios intercontinentales
de muestras al IdAB (que ademas de onerosos no cumplieron con las condiciones pautadas
para una correcta conservacion del valiosisimo material biolégico enviado); la comparacion
con los otros test comerciales fue imposible. A pesar de ello, Idexx permitié detectar animales
positivos dentro de establecimientos que de otra forma no hubieran podido ser cribados
serolégicamente. Por tanto, las pruebas de concordancia solamente fueron posibles de
realizar para un grupo de 33 animales del nucleo experimental (17138) que habian sido
chequeados al inicio del estudio y fueran enviados al IdAB en 2017. Hecha esta aclaracion, la
concordancia entre ldexx/Pourquier fue moderada, con K=0,507, siendo la discrepancia entre
estos dos debida a 6 animales, en los que Idexx detecta 4 positivos mas y Pourquier detecta
2 animales no reactivos con el primero. Para Idexx y Elitest el coeficiente obtenido fue
K=0,400, en este caso discrepan en 8 animales, 6 positivos adicionales para ldexx y dos para
Elitest. En este caso especial en que se han obtenido secuencias del hato, podemos suponer
con mas evidencias, que al poseer ldexx antigenos del mismo subtipo génico que el presente
en el hato, el mayor de numero de positivos encontrado queda justificada por si misma, ya
gue los otros test utilizan antigenos del genotipo A.

Con todas estas explicaciones, se quiere recalcar que no solo es importante el nUmero de
animales detectados en cada rodeo por un test, sino que, al emplear diferentes test, los
animales detectados como positivos no seran exactamente los mismos, por lo tanto, el nimero
real de animales reactivos es subestimado con un solo test, permaneciendo animales
positivos en el rodeo que impiden la erradicacion de la enfermedad. Se destaca de esta forma,
la importancia de no utilizar un solo kit en el diagnéstico nacional y mucho menos en la
implementacion de un plan de erradicacion, sobre todo si no se cuenta con informacién sobre
los genotipos circulantes. Lo ideal seria utilizar para el cribado nacional un test que utilice
varios genotipos. Otras alternativas serian la rotacion periédica del test de cribado -como
propone De Andrés (de Andrés et al. 2013)- sobre todo en rebafios con seroprevalencias bajas
0 mejor aun, la utilizaciébn de un test desarrollado en base a las cepas circulantes como

propone Grego (Grego et al. 2005).
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Para poder aislar a un virus, es necesario contar con un cultivo celular que sea permisivo a la
infeccidn virica. Ante la incapacidad inicial de contar con lineas celulares adecuadas (como
las que luego si pudieron ser utilizadas en el IdAB) se emplearon células del hospedador
animal especifico.

En SRLVs los estudios previos de Narayan et al y Rolland (Narayan et al. 1980; Narayan et
al. 1977; Rolland et al. 2004), utilizaron fibroblastos y células articulares caprinas, que a
nuestro criterio serian las mas faciles de obtener. Asi fue, que durante el desarrollo del plan
de tesis se trabajé con tejidos de origen ovino y caprino de animales jovenes y adultos,
provenientes del hato presente en la EEA Salta. Todas las practicas y experiencias de
viabilidad, transporte, tamafio de muestra y la caracterizacion de los cultivos, se realiz6 con
este tipo de animales. Una vez que se obtuvieron resultados aceptables y repetibles, fue que
tuvimos acceso a muestras de un neonato caprino.

Los cultivos primarios obtenidos, de origen ovino, fueron del tipo epitelioide y se llamaron Eov,
provenientes de corderos de 6 meses de edad, pero al repetir el procedimiento con ovinos
mayores a un afio, los resultados no fueron iguales, las células tardaron mucho mas en llegar
a cubrir el pocillo y el nimero de pasajes que permitieron fue menor. Por tanto, es mas
eficiente la utilizacion de animales lo mas jévenes posibles ya que maximiza la relacion
esfuerzo de obtencion versus durabilidad del cultivo.

Algo parecido sucedi6 con las células epiteliales caprinas (Eca), el tiempo transcurrido para
completar la monocapa fue menor si procedian de animales mas jovenes. El nimero de
pasajes permitido para este cultivo proveniente de animales adultos fue de 6.

Cabe destacar, que el tipo celular obtenido no fue el de fibroblastos, que son células
claramente fusiformes, que a medida que crecen y coalescen se tornan mas alargadas aun.
Estas células, no en vano se denominaron epitelioides, dado a que son mas pequefias, cortas
y poliédricas, como puede apreciarse en las fotografias de las figuras 39 Ay B. Las células se
asemejan mas a las células queratinicas reportadas por Liu (Liu and Karasek 1978), que a las
OSF (verdaderos fibroblastos ovinos), utilizadas en el IdAB. Probalemente la diferencia
radique en que la tripsinizacién, que se repitié hasta la degradacion total del tejido, en pos de
obtener mayores rendimientos de cada biopsia. Otros protocolos utilizan tripsinizaciones sin
hacer referencia a repeticiones de las mismas, posiblemente esta diferencia logre que en un
caso preponderen las células fibroblasticas, que se encuentran unidas principalmente por el
colageno, proteina sobre la que actia principalmente la tripsina, mientras que, al utilizar
tiempos mayores, es posible degradar aiun mas la matriz intercelular, liberando los tipos
celulares que ocupan estratos inferiores en la dermis.

La recuperacion de las células Eov y Eca luego de ser congeladas en Nitrégeno liquido fue
del 90% lo cual indica que son aptas para realizar una produccion en cantidades adecuadas

para fraccionarse y conservarse en ultracongelacion.
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Las células articulares caprinas (Aca) y las Eca que se obtuvieron a partir de un neonato,
desarrollaron rapidamente y cubrieron el pocillo, recuperdndose con facilidad luego del
congelamiento en proporciones similares a Eov y Eca. Se decidi6é criopreservarlas para un
préximo desafio cuando se tuvieran muestras frescas de liquido articular (LA) de un animal
bajo sospecha de infeccion.

La totalidad de los crioviales, de todos los cultivos primarios obtenidos, incluyendo las del
neonato, se perdieron en los dos sucesivos accidentes que hubo en el area de cultivos
celulares del Instituto de Virologia (IV, INTA-Castelar). La explosiébn de un digestor que
ocasion6 pérdidas humanas y lesiones gravisimas en el jefe de unidad que llevo a un inicio
casi desde cero del area, sumado a un corte de luz que conllevd a la pérdida total de los
cultivos celulares que habian sido desarrollados en esta tesis, dado que no habia capacidad
humana para intentar recuperar todas las lineas celulares del banco. Esto hizo imposible
seguir trabajando y desarrollando cultivos primarios.

El resto de las células que denominamos Aca se produjeron a partir del cultivo directo de
liquido articular de animales del hato 17138. Solo se nos permiti6 realizar punciones
articulares de animales con patologia clinica, que inicialmente se utilizaron como inéculo viral
en cultivos celulares y posteriormente se cultivaron de forma directa en placas. Como nos
fuera imposible econémicamente realizar un cribado seroldégico para micoplasmosis, se
realizaron determinaciones por PCR del sobrenadante de todos los cultivos celulares de
células Aca o en los que se desafiasen con liquido articular, en el servicio del Laboratorio de
determinaciéon microorganismos adventicios del IV.

Las células Aca crecieron mejor con el agregado de suero autélogo, que al utilizar suero fetal
bovino. Su desarrollo fue mas rapido que el de las células Eov y Eca, pero mas lento si se las
compara con las células Aca obtenidas del neonato que pudieran haber ofrecido una
conservacion de sus caracteristicas y capacidad de duplicacion durante mas pasajes,
obteniéndose cifras mas cercanas alos 7 a 10 pasajes mencionados por Mselli-Lakhal (Mselli-
Lakhal et al. 1999) para las células de este tipo.

Las muestras que fueron positivas a Micoplasmas crecieron con mayor lentitud, muchas no
llegaron a completar la monocapa como fuera referenciado por autores como Drexler o
Armstrong (Armstrong et al. 2010; Drexler and Uphoff 2002), quienes indican que la presencia
de este contaminante relentiza los crecimientos por competir con los sustratos nutritivos,
impidiendo un normal desarrollo, afectando la morfologia y la expresion de efectos citopaticos.
La situacion ideal hubiera sido poder chequear previamente a los animales a muestrear y
poder realizar la toma de muestras en animales jévenes negativos a SRLVs y a Micoplasmas

o de neonatos, para luego desafiarlas con in6culos virales. Pero las limitaciones econémicas,
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de distancia entre los laboratorios de trabajo y de libre acceso a ese tipo de animales no lo

hizo posible.

El cultivo directo y diferenciacion de monocitos sanguineos caprinos a macrofagos fue
practicado segun el protocolo disefiado en el IdAB para ovinos y caprinos (Crespo et al. 2013)
sin resultados exitosos. Posiblemente la larga criopreservaciéon de las muestras y los
inconvenientes sufridos en el transporte internacional, que dejaron serias dudas sobre el
mantenimiento de la cadena de frio de todo el material transportado, hayan tenido mucho que
ver en ello.

Tomando como premisa lo antes mencionado, en el IABIMO se trabaj6é con muestras frescas
de sangre entera de animales de diferentes edades, intentando varias formas de envio y
refrigeracion desde Salta. Se utilizo el protocolo exacto y luego se intentaron variaciones,
cambiando el anticoagulante utilizado en la extraccién de sangre, haciendo variaciones en los
tiempos de lavado, la utilizacion de suero autdlogo y concentraciones de suero fetal bovino.
Ninguna de todas las pruebas logr6 cambios en la morfologia celular que indicasen la
diferenciacion de monocitos a macrofagos.

Es posible que las diferencias entre los insumos utilizados tengan que ver en las fallas del
protocolo o la carencia de algunos de los aditivos (no imprescindibles para la metodologia
como vitaminas) que se utilizaban en el IdAB y que en Argentina no fue posible conseguir.
Cabe destacar nuevamente, que el material biolégico utilizado tuvo una demora de al menos
24 h en ser procesado. Todos estos factores unidos a las diferencias en las marcas y calidades
de los materiales de soporte utilizados, posiblemente hayan influido negativamente en los

resultados obtenidos que fueron muy diferentes a los esperados.

Como ya fuera explicado, la realizacion de los cultivos primarios estuvo orientada a obtener
un material permisivo para poder denotar la presencia de SRLV. Estos cultivos realizados en
el IABIMO, junto a las lineas celulares disponibles en el IdAB, fueron desafiados con inéculos
provenientes de muestras del hato experimental 17138 en busca del clasico aislamiento viral.
En el IABIMO, se desafiaron cultivos primarios (Eca y Eov) con liquido articular (LA),
sobrenadante del cultivo directo de células Aca y sobrenadante de cultivo de monocitos
sanguineos. En dos casos sucedié la visualizaciébn de efectos citopaticos 24 h tras la
inoculacion. El mas claro fue en el desafio de células Eca y Eov con LA de animales
seropositivos y con artritis clinica (Figura 39 B y C). Esta aparicion es causada por la fusion
de membranas de las células en cultivo debido a un efecto directo de proteinas de fusion
como la gp135 presente en condiciones de alta carga viral (Lyall et al. 2000; Reyburn et al.
1992), pero no indicativa de la presencia de particulas virales vivas/viables. Los efectos

citopaticos de la replicacion viral acontecen a partir del dia 5 a 7 post desafio (Chebloune et
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al. 1996; Clements et al. 1980; Narayan et al. 1980; Sigurdsson et al. 1960; Thormar 1961b),
debido a que es necesario ese tiempo para la integracién del provirus, la produccion de
particulas virales y su posterior gemacion y adhesién a otras células susceptibles. Esto no
ocurrié en los cultivos de células epitelioides caprinas y ovinas. El virus utilizado en estos
desafios habia sido congelado en N; liquido directo en crioviales sin el agregado de
criopreservantes, trasladado via terrestre al IABIMO, y asi almacenado hasta el momento de
su utilizacién, mas de 6 meses después. Es posible que la criopreservacion de muestras
virales en N2 liquido, sin la utilizacion de agentes criopreservadores, haya dafiado de forma
importante la membrana lipidica (Hansen et al. 2015; Hubalek 2003; Wallis and Melnick 1968)
del CAEV, -membrana de cuya integridad depende en gran medida el poder infectante del
virus- haciendo inviable a las particulas virales, pero propiciando la aparicion de células
gigantes en cultivos Evo y Eca sin su posterior replicacion viral.

Algo similar ocurrié con la linea celular TIGEF en el IdAB, en las que se pudieron observar
muy pocos sincitios el dia 7 post desafio, con un resultado de SG PERT para dicha muestra
dudoso. En este caso, se pudieron ver pocos sincitios, por lo que se presta a relacionar con
las dificultades que poseen algunas cepas virales, sobre todo las llamadas de “baja patogenia”
(Ramirez et al. 2012), para su adaptacién al crecimiento in vitro que ya fuera documentado
por diferentes autores (Colitti et al. 2019; Thormar 2005).

Un caso diferente obtenido en el IABIMO, fue el resultado del cultivo directo de células del
liquido articular (Aca), éstas formaron aglomeraciones sincitiales solo en aquellos cultivos que
fueron negativos a Micoplasmas como puede verse en las fotografias de la Figura 39 Ay en
el gel de agarosa de la Figura 40, en los tiempos esperados (Chebloune et al. 1996; Clements
et al. 1980; Narayan et al. 1980; Sigurdsson et al. 1960; Thormar 1961b). Los que fueron
positivos a la bacteria crecieron con mayor lentitud, muchos no llegaron a completar la
monocapa y ninguno desarrollo efectos citopatico visibles que permitiesen sospechar de la
presencia del virus tal como ha sido referenciado por autores como Drexler o Armstrong
(Armstrong et al. 2010; Drexler and Uphoff 2002).

El cultivo directo de células Aca ha sido el caso mas claro de la presencia y desarrollo de
SRLYV saltefios en un cultivo celular, aunque el efecto observado no fue el tipico descrito por
autores como Sigurdsson, Thormar, Narayan o Chebloune (Chebloune et al. 1996; Narayan
et al. 1980; Sigurdsson et al. 1960; Thormar 1961b), se encontraria dentro de los “efectos
citopaticos poco claros” mencionados por autores como Colitti (Colitti et al. 2019). Estos
cultivos se realizaron con muestras frescas que fueron Unicamente refrigeradas y utilizadas
en un lapso menor a las 48h de ser extraidas, medidas que parecen ser cruciales en este tipo

de ensayos.
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Con el fin de caracterizar molecularmente las cepas circulantes en la provincia de Salta, se
muestrearon 32 hatos de las diferentes ecorregiones. Muchos de los rebafios se encontraban
en parajes de dificil acceso o bien la logistica de los muestreos a realizar implicaba mas de
dos dias de trabajo en territorio, a lo cual hay que adicionarle los tiempos de llegada y regreso
al laboratorio. Esto ocasion6 que no en todos los lugares fuera posible tomar muestras
biolégicas (sangre con EDTA) para utilizar con técnicas de biologia molecular, debido a la
imposibilidad de una buena conservacion de las mismas. Por lo explicado, se desprende que
el nimero de hatos en los que fue posible intentar una caracterizaciéon molecular fuera mucho
menor.

Al desconocer cualquier dato sobre la secuencia de las cepas circulantes, la seleccion de las
PCR a utilizar se baso en el uso de combinaciones de cebadores disponibles y probados sobre
diferentes genotipos en el IdAB. Luego de realizar estas pruebas, se pudo notar que las
reacciones predisefiadas que mejor funcionaron fueron la nPCR y OSLO-POL-R2, siendo la
primera la que proporciond los mejores productos de amplificacion, limpios, visibles, repetibles
y utilizables para secuenciacion, aunque posiblemente haya dejado fuera muestras en la que
la hibridacién de sus cebadores haya sido defectuosa. La nPCR se adecu6 mejor a cantidades
de ADN total (proveniente de buffy coat) nho mayores a 500ng totales. Ejemplos de otras
reacciones que no brindaron resultados utilizables para secuenciar, fue LRT-OSLO, mientras
gue con otras como CRAFT-OSLO (Diedrich et al. 2020; Rimstad et al. 1993), CAEV L’'Homme
(LHomme et al. 2011) no se lograron ningun tipo de amplificacion para las muestras
argentinas, posiblemente debido a diferencias en las secuencias en la zona de hibridacion de

los cebadores.

Una vez adecuadas las metodologias al material disponible se procedi6 a la secuenciacion y
andlisis de los fragmentos procedentes de nPCR y de OSLO-POL-R2 y se obtuvieron 15
secuencias de unas 800pb. En base a estas secuencias se disefiaron las PCR para
diagnostico Fw227/Rv700 y la M3 y las nested nG2/500 y nG2/M3.

Los fragmentos de 800pb amplificados pertenecieron a los hatos 17138 y 17096 y presentaron
una identidad alta de entre el 90 y el 98% como puede apreciarse en la matriz de identidad
cita en la tabla 10. Si se mira con detenimiento, puede notarse que la mayor divergencia esta
centrada en el animal 163 del hato 17138, pero el resto de los individuos, presenta una
variacion o divergencia media de 2,92%. En las secuencias saltefias se destaca la presencia
de una insercién 614 623ins que esta ausente en tres animales (084, 303 y 163 del hato
17138), de los cuales el animal 163 es de nuevo el mas discrepante. Claro esta que la
divergencia del animal 163 no se debe exclusivamente a la ausencia de la insercion, sino que

esta variacion genética va acomparada por muchas otras como la mutacion 47T>C; las bases
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en las posiciones 142>T, 151>A,163>A, 193>T compartidas con la cepa M33677.1 y no por
alguna otra saltefia.

La similaridad entre estos hatos saltefios podria deberse a una compra de animales de
reposicion realizada por el establecimiento 17196 al 17138 en los afios 2015-2016, previa a
la deteccidn viral dentro del dltimo. De hecho, algunos de los animales seropositivos del hato
17096 fueron adquiridos del hato 17138.

La divergencia encontrada entre las cepas saltefias es similar a las documentadas por Leroux
y Angelopolou (Angelopoulou et al. 2006; Angelopoulou et al. 2005; Leroux et al. 1995). El
primero denota valores entre 2,3 y el 8,1% en ovinos de una region francesa. Por otro lado,
Angelopolou cita una variacion similar entre el 2,1 y el 10,7% en ovinos del norte de Grecia.
Al comparar los valores saltefios con los valores medios reportados por Pisoni, utilizando
rebafios mixtos ovicaprinos del Piemonte italiano (Pisoni et al. 2005) 7,7%, la divergencia
entre las cepas saltefias es menor. Lo mismo sucede con los informes de Fras, que utiliza
también rebafios mixtos ovicaprinos, pero en la zona de Quebec, Canadé (Fras et al. 2013)
donde los valores oscilan entre el 4,8 y el 16%. Pero si ampliamos la comparacion incluyendo
en la matriz a la cepa argentina KX687990.1, la similaridad decrece a menos del 90% (84,53%
medio) cayendo en valores mas parecidos a los reportes ya mencionados de Fras (Fras et al.
2013) o los de Schaer (Schaer et al. 2022) que presenta datos del 80 al 92%. Existen estudios
realizados que presentan divergencias intrarebafios mucho mas acentuadas seguramente
debido a que circulan mas de un genotipo de SRLV (Giammarioli et al. 2011; Kuhar et al.
2013; Michiels et al. 2020; Molaee et al. 2020).

Al alinear los fragmentos (800, 500 y 300pb) con genotipos determinados con el objetivo de
clasificar las cepas saltefias en genotipos y subtipos, podemos apreciar que la secuencia se
encuentra incluida dentro de una de las regiones utilizadas por Shah en su clasificacién (Shah
et al. 2004a). A pesar que Grego (Grego et al. 2007) informa que con este fragmento se llega
a un idéntico resultado respecto a Shah, no es posible aseverar una clasificacion dado que se
carece de informacién adicional sobre otras regiones genémicas.

De todas formas, al andlisis filogenético basado en el fragmento de 800pb indic6 que las cepas
saltefias se agrupan con el subtipo B1, lo mismo sucede con la cepa argentina publicada
(KX687990.1). Las cepas saltefias guardan mayor similaridad con la cepa mexicana
HM210570.1 que con la cepa argentina KX687990.1, dato que puede verse en el Anexo | 9.3
Tabla 1. De nuevo una importacion de animales comun, entre Mexico y Argentina, o una
microevolucién similar de las quasiespecies en un hospedador deteminado podrian explicar
las similitudes.

Debemos sefialar que al realizar los recortes para confeccionar los filogramas con secuencias

de 500pb y 300pb (Figuras 26 y 27), existen cambios en la agrupacion las cepas saltefias, e
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incluso en la de genotipos reportados. Todo esto nos indica, que estos fragmentos de menor
tamafio informan de la secuencia, pero no son aptos para tipificar, puesto que, ni siquiera las
agrupaciones realizadas entre cepas previamente caracterizadas (con secuencia completa)

son correctas o coherentes.

Una vez obtenidas las primeras secuencias se desarrollaron y pusieron a punto PCR para el
diagnoéstico de SRLVs locales. El disefio y combinacién de una serie de cebadores gener6
diferentes PCRs con productos de tamafos variados. Las PCR con amplicones de mayor
tamafo: Fw191/Rv738 y Fw78/Rv738, funcionaron eficientemente con ADN de calidad y/o
alta carga proviral, dando buenos productos de amplificacion en muestras de animales ya
analizados por nPCR. Mientras que, en otros tipos de muestras, las bandas fueron débiles y
no pudieron ser clonadas para su secuenciacion. Estos resultados podrian indicar la
necesidad de aumentar la sensibilidad de las PCR basadas en el tiempo final mediante el
disefio de PCR anidadas.

Las PCR que mayor niumero de nuevos positivos ofrecieron (respecto a las serologias), fueron
las de fragmentos mas pequefios Fw275-Rv542 Fw227-Rv542, su multiplex M3 y la Nested
nG2/M3, con fragmentos de 335 y 287 pb. Al ser fragmentos menores, un molde de menor
calidad seria mejor tolerado. Con la M3, debido a la de baja calidad del molde, la intensidad
de la banda de amplificacion present6 poca repetibilidad, dando los mismos animales bandas
sutiles o intensas. Esto quedo solucionado al disefiar la Nested nG2/M3, que, al poseer un
paso de amplificacién previo, los productos de la segunda ronda fueron de intensidades
importantes a punto de tener que aclarar las imagenes o bajar el volumen de siembra en el
gel (Figuras 29 a 32).

Particularmente la M3 y nG2/M3, deben ser utilizadas con mucha precaucién en el momento
de su preparacion, porque su elevada sensibilidad puede dar falsos positivos por
contaminaciones con mucha mayor facilidad que en la amplificacion de fragmentos de
tamafos superiores.

Cabe destacar que los productos de amplificacion de estas combinaciones de cebadores
disefiados en cepas saltefias tuvieron por lo general bandas de amplificacién mas intensas en
controles positivos de ADN de los animales 277 y 303 o enproductos de amplificacion
clonados de los animales 014 y 231, que en extracciones de cultivos celulares infectados con
las cepas EV1, 496 o un plasmido con CAEV Cork. El disefio especifico de cebadores asegura
una deteccién mas sensible de las cepas circulates (Cardinaux et al. 2013; Reina et al. 2006).
Por lo antes mencionado, la PCR disefiada que mejor se presta para el diagndstico seria la
nG2/M3, que no es tan exigente con la calidad del molde utilizado, debido a que, en las tomas
de muestras realizadas en muchos lugares del pais, es dificil asegurar la correcta ejecucion

de los protocolos de extraccidn, envio y conservacion de las muestras bioldgicas, no seria lo
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indicado utilizar técnicas que dependan de ello ya que no serian eficientes, desperdiciando
tiempo dinero y energia sin resultados veraces.

En un contexto ideal, lo correcto seria realizar pruebas con diferentes formas de envio y
extraccion de ADN, por ejemplo, muestras de sangre entera embebidas en papel Whatman,
como las matrices FTA e IsoCode (Whatman y Schleicher and Schuell respectivamente)
asociadas a otro método de extracciébn de ADN, ya que se realizaron extracciones directas
con dichas técnicas con malos resultados como también lo denotan autores como Zhong

(Zhong et al. 2001) o adecuando las condiciones de PCR para este soporte.

Como ya fuera explicado, los resultados moleculares de los hatos han sido obtenidos de una
submuestra de los animales, de los que se disponia de material biolégico. Aun asi, se pudo
observar que, por técnicas moleculares es posible detectar la presencia viral ain en animales
gue fueron seronegativos. Puede verse en la Tabla 11 -donde se compararon los resultados
de serologias y moleculares-, existen hatos que tuvieron animales positivos a PCR, en los que
ni uno solo fuera considerado positivo bajo ninguno de los kits serolégicos utilizados (hatos
16316, 17090), y otros en los que se tuvo evidencia serolégica de la infeccion y los métodos
moleculares detectaron nuevos animales positivos obteniéndose de ellos una secuencia que
verifica la existencia del genoma proviral. Dado que no existe variabilidad en la secuencia de
los epitopes inmunodominantes entre los disefios ELISA comerciales y las cepas circulantes
en Salta, la fluctuacion en el titulo de anticuerpos durante la infeccion (de Andrés et al. 2005;
de Andrés et al. 2003), asi como la seroconversion retardada (Rimstad et al. 1993) podrian
explicar estos resultados.

En el caso de la aparicion de nuevos animales portadores del virus en los hatos 16317 y 16253
se confirma la presencia del virus que habia sido detectada serolégicamente dentro del hato,
en otros casos, como en los hatos 16316 y 17090, los métodos moleculares delatan la
presencia del virus, ya que ninguno de los tres ELISAs pudieron diagnosticarlas. De esta
forma, se reafirman las recomendaciones de utilizar métodos de biologia molecular en accién
conjunta a las seroldgicas, para el cribado y erradicacion de la enfermedad (de Andrés et al.
2005; Brinkhof et al. 2010a; Brinkhof et al. 2010b; Brinkhof and Maanen 2010; Herrmann-
Hoesing 2010; Reina et al. 2009a). EI mayor inconveniente y requisito necesario para la
utilizacion de PCR en el diagndstico de la enfermedad por SRLVs, es la adaptaciéon de la
técnica a las cepas circulantes, debido a la alta variabilidad que poseen este tipo de virus (de
Andrés et al. 2005).

Un punto especialmente importante en el que la técnica de PCR podria ayudar, por sobre la
serologia, es en la deteccion temprana de cabritos y corderos infectados. Los animales
jovenes que no fuesen privados del calostro, poseen anticuerpos maternos que son reactivos

a ELISA, mientras que, si se utiliza un método molecular para la basqueda de provirus
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integrado a las células mononucleares, el resultado es independiente de la presencia de
anticuerpos maternos. De esta manera, se podria diagnosticar tempranamente a estos
animales, permitiendo realizar mejores medidas de manejo y seleccion de los individuos a
reponer sin tener que esperar a la disminucién natural de los anticuerpos calostrales, que no
ocurre antes de los 6 meses de edad (Reina et al. 2009a). Esta celeridad, compensaria

econdmicamente la inversién en el diagndstico.

En el caso de los ensayos seroldgicos contra SRLV, en el pais s6lo se contaba con un test
importado, cuyo costo emposibilitaba la adquisicion e implementacion para la mayoria de los
productores. Recientemente se ha discontinuado su distribucién, con lo que en la actualidad
no existe ningun kit disponible en el pais para la deteccidin de SRLVs.

La proteina p25 ha sido utilizada inicialmente en IDGA (Adams et al. 1985; Adams et al. 1984;
Adams and Gorham 1986) y luego en ELISAs (Brinkhof and Maanen 2010; Juste et al. 2000;
Power et al. 1995; Reina et al. 2010) y forma parte de los test con los que se realiz6 el cribado
seroldgico, como Elitest, Pourquier, Erradikit y CAEV p25 Ab Verification de Idexx, que la
utilizan sola o junto a la TM.

La disponibilidad de métodos seroldgicos basados en ELISA para SRLV gue contemple a las
cepas circulantes en el pais y sea mas asequible, se combinaria de forma ideal con los
métodos moleculares y brindarian un abanico mas completo en la lucha contra estas virosis
para llegar a un diagndéstico mas temprano y completo que permita implementar mas y mejores
medidas de control y manejo.

El rendimiento del sistema de produccion de proteina p25 recombinante en E.coli permitié
realizar pruebas a cerca de su inmunogenicidad frente a sueros caprinos -testeados
anteriormente con otros test de ELISA comerciales.

En una prueba piloto, se evalué la reactividad de diferentes pooles de sueros caprinos frente
a la proteina recombinante p25 en ensayos de western blot y en ELISA.

Tanto en el WB como en el ELISA (Figuras 35 y 36 respectivamente), la proteina p25 no fue
reconocida por el pool de sueros catalogados como negativos a los ELISAS comerciales
(controles negativos). Tampoco reaccionaron frente a los sueros que solo fueron detectados
por Erradikit en conjunto, pero al evaluarlos de forma individual en ELISA, uno de esos sueros
si la reconocié débilmente. Probablemente debido a que este kit comercial posee proteina
p25 de varios genotipos y otros antigenos extra que le aportasen mayor sensibilidad.

Los sueros que fueran reactivos a los tres ELISAs comerciales (controles positivos)
reconocieron a la proteina p25 recombinante, ya sea en forma de pool (Figura 35) o en forma
individual (Figura 36).

Se establecio un punto de corte consistente en el promedio de los valores O.D de los controles

negativos mas tres desvios estandar de los mismos (de Andrés et al. 2013). Contar con un
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panel de sueros positivos y negativos analizados por test seroldgicos conocidos, ayudaria a

la validacion del ensayo ELISA con la p25 saltefia de manera mas precisa.

Siguiendo la misma linea de pensamiento que se utilizé con la proteina p25 y en la busqueda
explotar posibilidades para obtener una forma de diagndéstico lentiviral, se aprovechd la
oportunidad de realizar un ensayo con una serie de péptidos sintéticos disponibles en el IdAB,
descrito en trabajos anteriores (de Andrés et al., 2013), que por similaridad en la secuencia
podrian ser de utilidad. La utilizacion de este tipo de péptidos facilitaria la repetibilidad de los
resultados y la adaptacion de los antigenos a las cepas circulantes en diferentes areas
geograficas.

Como puede verse en la Tabla 9, los péptidos utilizados no fueron capaces de evidenciar la
presencia de anticuerpos frente a SRLVs en sueros detectados como positivos por varios
ELISAs comerciales y brindaron reacciones positivas en muestras que no pudieron ser
chequeadas por otro método diagnoéstico, incluidas PCR.

La reaccion positiva de los péptidos frente a los hatos 16282 y 16304, ameritan una revision
minuciosa de los resultados ya que los péptidos relevan la presencia de anticuerpos en
animales en los que no se encontré evidencia de la infeccion por otros ELISA o PCR.

Los péptidos poseen una conformacion lineal, con una secuencia muy determinada y de corta
extension, diferente a la de las proteinas nativas que contienen ademas epitopes
conformacionales. Aunque es necesario considerar posibles reacciones inespecificas, como
reacciones cruzadas con inmunoglobulinas reactivas a otras enfermedades no circulantes en
los lugares donde fueron disefiados los péptidos, identifican la infeccion en un rebafio
considerado positivo por un método comercial y uno molecular, sin embargo, proporcionan
resultados no coincidentes a nivel individual. Debido a estas discrepancias, no podemos
descartar por completo la posibilidad de la existencia de nuevas cepas divergentes no

detectadas dentro de dichos rebafios.

A partir de los ensayos sobre el manejo del hato 17138 se pudo poner en practica una serie
de medidas que podrian ser de utilidad en un proponer un protocolo de manejo para el control
y/o erradicacién de SRLV que puede ser adoptado en la provincia de Salta.

Partiendo de un hato con una prevalencia muy alta (78,8%), en poco tiempo, se pudo disminuir
en gran medida (a 55%), eliminar la presencia de animales sintomaticos y obtener cabritos
libres de SRLV incluso proviniendo del cruzamiento de padres seropositivos, al menos hasta
los 8 meses de edad, incluso proviniendo del cruzamiento de padres seropositivos. El hato,
que en 2017 contaba con una dotacion entre 60 y 70 animales, fue manejado en su totalidad
por dos empleados experimentados dirigidos por el area de produccion animal y asesorados

por el grupo de Salud Animal.
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Fue fundamental plantear la toma de medidas de control, como una continuidad de las rutinas
normales, debido a que el abandono momentaneo de las medidas, podria aparejar un
retroceso importantisimo en los esfuerzos aunados hasta ese momento. Esto se pudo apreciar
en el hato experimental 17138, donde el impedimento momentaneo en la aplicacién de
medidas durante la pandemia y la disposicion de Aislamiento Preventivo Social Obligatorio los
afios 2020-2021 llevé a un incremento de la seroprevalencia a valores similares al punto de
partida.

El manejo diferencial en dos rodeos “hato positivo y hato negativo” ha sido propuesto por
muchos autores (de Boer et al. 1978; Houwers and Nauta 1989; Minguijon et al. 2015; Pérez
et al. 2013; Schipper et al. 1985), esta metodologia esta basada en la separacion fisica de los
animales. Es un sistema de manejo que requiere infraestructura y un cuidado permanente a
lo largo del tiempo. En el caso del hato 17138, se realiz6 un manejo de dos grupos hato
seronegativo y hato sospechoso, en el segundo se incluyeron los animales seropositivos y los
que no pudieron ser determinados y por tanto se desconocia su estatus individual. Al realizar
un cribado seroldgico total en 2017 se pudo reagrupar a los animales con mayor seguridad.
Estas medidas en el manejo en animales al aire libre, impedirian de gran forma los contagios.
Por ello, es importante recalcar el mantenimiento de la distancia de seguridad entre rodeos
todo el tiempo posible. Pero un caso diferente, es la permanencia de los animales en lugares
cerrados, como fuera un claro ejemplo el primer brote en Islandia (Sigurdsson et al. 1957,
Sigurdsson 1954; Sigurdsson et al. 1952). En este caso y haciendo uso de la situacion
pandémica, podemos inferir que una separacion fisica no es suficiente, debido a la
permanencia de virus en aire; cobrando importancia la ventilacion de los ambientes (Bar-On
et al. 2020). Esta realidad no es muy comdn en Argentina, ya que la mayoria de las
explotaciones son a campo abierto (Suarez et al. 2017b; Suarez et al. 2017a; Suarez et al.
2015) e incluso el hato de mayor cuantia utilizado en esta tesis (16345), con cerca de 4000

animales estabulados en un sistema de Dry lot, estaba compuesto por paredes abiertas.

Por otro lado, si bien se cree que la transmision por medio de las pasturas es muy baja, incluso
durante las fases clinicas de la enfermedad (Palsson, 1972, 1976), aun no esta bien
determinado el tiempo de saneamiento de las mismas. Palsson habla de la experiencia
Islandesa con vacios sanitarios de 1 a 2 semanas, pero posiblemente la desecacién y la
radiacion solar sean capaces de eliminar el virus de las secreciones infectantes que puedan
haber dejado animales infectados en horas, como ocurre en otros virus de esta familia
(Resnick et al. 1986). Por lo que, de utilizar el mismo cuadro de pastoreo para los dos
hemirodeos, la pastura debe asolearse por horas para permitir la eliminacién del virus. Lo
ideal es que el hato sano pastoree primero y luego lo haga el hato infectado o sospechoso

con un posterior descanso de la parcela.
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El manejo de los servicios se vio sumamente facilitado con el uso de dos reproductores
machos chequeados, uno seronegativo y otro seropositivo, evitando el uso de inseminaciéon
artificial (IA) propuesta por muchos autores (Cortez-Romero et al. 2013; Fieni et al. 2017b;
Fieni et al. 2012; Kaba et al. 2013; Lamara et al. 2002a; Nowicka et al. 2015). La técnica de
IA laparoscopica, es laboriosa, requiere obligatoriamente de un profesional capacitado y da
resultados de un 50% de prefiez (Eduardo Gibbons et al. 2019; Gibbons et al. 2011). La
utilizacion de semen fresco o refrigerado depositado en el orificio cervical externo (Baldassarre
2007), tiene porcentajes de prefiez mas altos (entre el 60 y 80%) y similares a la monta natural
(Cueto and Gibbons 2012; Herndndez Ballesteros et al. 2019), permitiendo utilizar un Gnico
reproductor, que puede destinarse al uso colectivo entre productores cercanos.

Debido a la diversidad de situaciones y realidades que surcan la Argentina, se puede
comprender que la utilizacion de técnicas de reproduccion asistida podran ser empleadas por
establecimientos de gran envergadura o por aquellos que estén suficientemente organizados

como los que perteneces a grupos CREA (https://www.crea.org.ar) o en las asociaciones

vecinales que funcionan muy bien en Patagonia norte (Bidinost y Reisen, 18/05/2008,
comunicacion personal), pero no es una técnica asequible para pequefios productores

aislados.

En el manejo de los partos, existen varios estudios que demuestran la replicacién efectiva del
virus en células del aparato reproductor femenino y su presencia en los loquios como fuente
de contaminacién ambiental (Fieni et al. 2003; Fieni et al. 2002; Rowe and East 1997). Y como
estos normalmente se agrupan en momentos precisos, ya sea por una sincronizacion, manejo
estacionado o la propension natural de los nacimientos hacia la primavera/verano. La
utilizacion de lugares especificos para los partos que acontecen uno tras otro no da
oportunidad un vacio sanitario que permita la eliminacion natural del virus (Palsson 1976). Por
lo que es importante que esta cantidad de tejidos y fluidos contaminados sean retirados lo
antes posible y el ambiente debidamente desinfectado con un producto adecuado. En el caso
del hato 17138 se utiliz6 el desinfectante Despadac ® que fuera donado para este ensayo por
el laboratorio Calier de Argentina y utilizado mediante un aspersor como mejor y mas practica

forma de aplicacion, siguiendo las indicaciones del fabricante.

La eliminacion del virus de un rebafio tiene como punto critico la obtencion de animales sanos
para la reposicion y por ello es esencial el manejo del cabrito desde el momento del
nacimiento. La practica del retiro de alimentos voluminosos a partir de la tarde durante el

periparto de las hembras, redujo practicamente a cero el nimero de nacimientos nocturnos
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en el hato 17138, facilitando la atencidén y separacion de los neonatos y el manejo del
calostrado seguro.

La separacion de los cabritos en el momento de su nacimiento, no solo responde al trabajo
con rodeo sano Yy rodeo infectado, sino que busca prevenir el contagio horizontal en el
postparto inmediato (Konishi et al. 2011; Souza de Oliveira Nascimento et al. 2020). Evitando
la permanencia del neonato entre los loquios infectantes (Fieni et al. 2003; Fieni et al. 2002;
Rowe and East 1997) y el contacto directo con madres seropositivas que puedan transmitir
por secreciones respiratorias, asi como el consumo directo del calostro de sus madres
(Alvarez et al. 2006; Alvarez et al. 2005; Juste et al. 2009).

Proporcionar a los neonatos un calostro seguro, es un punto muy importante a tratar debido
a que al menos el 15% de los contagios de las crias se da en este momento (Broughton-
Neiswanger et al. 2010). Como se desconoce en qué momento puede seroconvertir una
hembra en el periodo entre serodiagnésticos -ya desde los afios 80 se hablé de un tiempo
minimo de 40 dias a partir de inoculaciones experimentales (Adams et al. 1980)-, la medida
mas conservadora es que los cabritos ingieran preferentemente, calostro pasteurizado como
ya lo indicara Rowe (Rowe and East 1997) o en segunda instancia provenientes de madres
seronegativas. El empleo de lauril sulfato de sodio (SLS) en calostro se utilizé en el hato
17138, presentando un rechazo a la ingesta en concentraciones mayores al 1%. Cabe
destacar que su manipulaciéon ha sido dificultosa, debido a la espuma que provoca el
tensioactivo, lo cual llevé a implementar la pasteurizacién, que, segun autores (Adams et al.
1983; Lang 2008; Rowe and East 1997) son efectivos para los SRLVs a partir de 40°C. En
esta protocolizacion se decidi6é adoptar la temperatura de 56°C debido a que actia sobre otros
microorganismos como Micobacteruim, Micoplasmas, Salmonellas, etc., que mejorarian las
condiciones sanitarias de los cabritos y evitaria también el contagio de estos microorganismos
(Dodero et al. 2016a; Elizondo-Salazar et al. 2010; Elizondo-Salazar et al. 2008; Elizondo-
Salazar 2007; Juste et al. 2009).

Al igual que el calostro, la leche es una fuente potencial de ingreso del virus e infeccién de los
cabritos (Adams et al. 1983; De Boer et al. 1979; de Boer et al. 1978; Houwers et al. 1983;
Rowe and East 1997). Al igual que con el calostro, existen diversas formas de pasteurizacion,
sanitizacion o esterilizacion del fluido, la diferencia radica en la laboriosidad, la cantidad de
gérmenes que se eliminan y la calidad biolégica del producto procesado (Gao et al. 2002;
Rowe et al. 1992a; Rowe et al. 1992b; Rowe and East 1997; Stabel et al. 2004; Stabel 2001).
El manejo posterior de los cabritos se corresponde con la separacion fisica en dos hemirodeos
hijos de madres negativas e hijos de positivas -en este caso- y un testeo serolégico de SRLV
al final de la recria (8 meses de vida) para determinar su estatus y permanencia en el hato
como reposicion. De querer realizar un testeo temprano y destinar a faena a los positivos sin

esperar a los 8 meses, -periodo en el cual decaen los anticuerpos calostrales que pudieran
117



actuar como falsos positivos- la determinacion del estatus debe ser mediante PCR, debido a
gue la presencia de inmunoglobulinas puede indicar la transferencia de anticuerpos

calostrales que aldn no decayeron.

El andlisis socioecondmico indica la importancia que tiene la produccién caprina de la zona.
La totalidad de las explotaciones del Chaco Saltefio (CS) fueron de tipo familiar, con bajas
producciones individuales donde el cabrito fue el producto de venta, lo que hacia que la
reposicion fuese baja y el consumo de carne se valiese de animales adultos, como bien lo
explica Suarez en su publicacion (Suarez et al. 2015). También coincidiendo con el autor, se
constatd el ordefie manual y la produccion de queso para autoconsumo con datos de
prevalencia similares, 9,17% en este estudio frente al 10% previamente publicado (Suarez et
al., 2015, 2017).

La mayor parte de los establecimientos lecheros, familiares capitalizados y comerciales, se
ubicaron en Quebradas y Valles Aridos (QA), con un biotipo animal lechero y las mayores
producciones individuales por animal de este trabajo. Se pudo identificar un aumento en el
namero de animales por hato promedio (340,55), mientras que el reportado anteriormente
ascendia 124,5 animales (Suarez et al. 2017b). Al igual que datos publicados, la gran mayoria
de los establecimientos, dedicaron su produccién quesera a la venta y el excedente al
autoconsumo. En esta ecorregién se destaco la diversidad de suplementos ofrecidos a los
animales y un mayor acceso a la sanidad, representado por el mas alto porcentaje de
vacunacion (45%) dato que se ha incrementado, desde el 15% citado por Suarez. En
concordancia con la cita, el 95% de los hatos realizaban tratamientos contra las parasitosis,
de los cuales muchos utilizaron al indice FAMACHA como método indicativo para la
desparasitacion. Los estudios previos indican prevalencias de la infecciéon por SRLV de 2,5y
12,5% (Dodero et al. 2017; Dodero et al. 2015; Suarez et al. 2017b) que han sido confirmadas
en este estudio, con un valor intermedio de 6,48%.

En Valles Templados (VT), la actividad mayoritaria fue la cria (62,5%) y el 87,50% de los
animales fueron de cruza criolla y en unidades productivas familiares con una preponderancia
femenina en el cuidado de los animales y todas ellas realizaban desparasitaciones al igual
gue lo describe Suarez (Suarez et al. 2017a). Existe una gran diversidad de establecimientos,
incluyendo los que no ordefian, en los que el autoconsumo vuelve a ser prioritario,
coexistiendo con otros que se dedican a la venta de su produccion lactea. Por ejemplo, el 25%
de los hatos, los cuales eran comerciales (Familiares capitalizados y tambo comercial)
realizaban pastoreo racional, su produccion estaba destinada a la venta, utilizaban
empleados, compraban los reproductores, tenian guachera colectiva y vacunaban a sus
animales. Mientras que los establecimientos familiares, tenian pastoreo extensivo, la

produccion se destinaba principalmente al autoconsumo, la mano de obra era familiar, los
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machos seleccionados de sus propios animales, los cabritos se criaban de la forma tradicional

y solo una aplicaba vacunas.

Si se observan los estadisticos descriptivos por ecorregiones de las variables cuantitativas
(Tabla 13), a priori VT es la region con la mayor seroprevalencia media, seguida de CS y QA.
Si observamos las agrupaciones de las prevalencias segun tipo de establecimiento (Figura
42), se puede apreciar claramente que el salto cuantitativo esta dado por los establecimientos
comerciales. Ahondando en estos datos, el método de cria de guachera colectiva (Figuras 43
y 44) parece estar influenciando a las mayores seroprevalencias, asi como el tipo de ordefie
mecanico (Figura 44).

Al realizar el analisis estadistico de los factores de riesgo para la presencia de la enfermedad
lentiviral, se pudo ver que existian variables muy complejas de evaluar como en manos de
qué persona esta la responsabilidad de la produccion o el cuidado de animales, si eran
empleados, propietarios o familiares, que debieron ser descartadas.

Para cuantificar la implicacién de los factores de riesgo en la presencia de la enfermedad, se
empled la prueba Odds Ratios que no posee limites claros para su interpretacién tornandose
subjetivo. Su informacion es fundamentalmente descriptiva, aunque si su intervalo de
confianza (IC) no incluye al 1 se concluye que la asociacion es estadisticamente significativa.
Es por ello que se ha intentado ponderar la magnitud del efecto de OR. La clasificacién
actualmente mas aceptada (Chen et al. 2010; Cohen 1988).

La variable explicativa que mas fuertemente estuvo asociada a Estatus (estatus sanitario
serolégico) fue desparasitaciones. El método de OR la define como un riesgo pequefio, de
2,994 veces superior para los hatos que no realizaban la practica sobre los que si lo hacian.
Si bien las drogas antiparasitarias no tienen acciones comprobadas sobre los SRLVS, el efecto
gue poseen éstas sobre el estado general y por ende de salud de los animales podria estar
aportando el efecto protector que esta asociacion nos indica. En relacion a ello, si bien este
factor no ha sido tomado en cuenta por otros autores, Junkuszew considerd la condicion
corporal, el estado general y la presencia de diarreas (tres condiciones que estan
estrechamente vinculadas a la presencia de parasitosis), como factores de riesgo, donde la
presencia de diarreas es la mayor importancia con 4,22 mas riesgo para los animales
diarreicos (Junkuszew et al., 2016).

Otra variable descriptiva que tuvo una asociacion significativa con estatus fue el método de
cria, segun Chi? y RL: Como grado se asociacion determinado por OR fue menor a cero, se
indica a esta variable como protectora. Para poder comparar valores menores a uno se utiliza

su inversa, en este caso los animales que criados en el sitema tradicional tuvieron 4,66 menos

119



riesgo de estar infectados que los criados en guachera colectiva, que segun Choen representa
una asociacion moderada.

Para Seroprevalencia, las variables cribadas bajo Chi? que fueron confirmadas por RL fueron
método de cria y tipo de ordefie, observandose que la totalidad de los establecimientos que
utilizaban guachera colectiva estaban infectados y las seroprevalencias medias eran mas del
triple (18,44%) que los que utilizaron el método de cria tradicional. Para el caso del tipo de
ordefie ocurre algo similar, la totalidad de los hatos con ordefie mecénico han resultado
seropositivos y solo el 67% de los que utilizaban ordefie manual tuvieron animales
seroreactivos, mientras que las seroprevalencias medias fueron aproximadamente 5 veces
mayores para los mas tecnificados. Ambas variables favorecen el contacto directo entre
animales posibilitando la transmisién horizontal del virus.

La forma en la que las explotaciones obtienen sus machos, el tipo de pastoreo, el uso de
delimitaciones en las fincas, el método de cria y el tipo de ordefie también parecen tener
relacion con la Seroprevalencia en rangos, segin Chi? que, sin embargo, no se confirma con
RL.

Si partimos de la premisa de que las tres variables dependientes utilizadas (estatus,
seroprevalencia y seroprevalencia en rangos) estan construidas a partir del mismo dato
serolégico, podemos inferir que los tres resultados estaran relacionados. El método de cria ha
sido un factor que resultara significativo para Estatus, Seroprevalencia y Seroprevalencia en
rangos con todas las metodologias utilizadas. Adicionalmente se emple6é analisis de
correlacion, métodos no paramétricos como Kruskal Wallis, test de Irwin Fisher, entre otros
(no mostrado) que confirmaron los resultados, identificandolo como factor de riesgo para la
presencia de la infeccién lentiviral.

Si analizamos las causas que puedan estar determinando la presencia de la infeccion segin
el método de cria, se puede pensar que en el sistema de guachera colectiva la densidad
animal es menor que en la cria tradicional y por ello debiera, asociarse negativamente con el
riesgo de infeccion en algunos casos. Sin embargo, en este sistema la leche y el calostro
provienen de diferentes madres, aumentando la probabilidad de que una de ellas pueda
transmitir la infeccion méas de un cabrito debido a la forma de alimentacion colectiva, a menos
que el suministro lacteo esté pasteurizado o se corresponda con un sustituto (Alvarez et al.
2006; Alvarez et al. 2005; Rowe et al. 1992a; Rowe et al. 1992b; Rowe and East 1997). De
igual manera, la utilizacion de tetinas o baldes de acceso colectivo puede actuar de fomite a
la hora la difusion de la enfermedad como lo plantea Rowe (Rowe and East 1997). Otro factor
que podria intervenir en este método de cria, es el estrés de los animales privados de sus
madres, que afecta el sistema inmunoldgico haciéndolos mas susceptibles a enfermedades
(Bojar et al. 2018).
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En la cria tradicional coexisten cabritos con adultos potenciales portadores del virus, en
cambio, cada cabrito bebe leche de su propia madre, por lo que la transmision solo ocurre si
su madre es portadora. Esto unido a las bajas seroprevalencias presentes entre los hatos que
emplearon este tipo de cria, posiblemente justifiquen efecto protector denotado por el método
de OR.

Es importante recalcar que, si bien por lo antes expuesto, la crianza artificial bajo el sistema
de GC puede favorecer el contagio de los cabritos, también podria ser un eje central en la
prevencion de los mismos a partir del momento en que se determine la presencia lentiviral en
un rodeo, facilitando la implementacién de medidas colectivas de prevencion sobre esta
categoria que puede transformar la debilidad del método en una fortaleza.

El ordefie mecéanico esta asociado a seroprevalencias mas altas, pero si vemos el nimero de
hatos, podemos apreciar que al ser solo 4 los establecimientos que utilizaron esta modalidad,
posiblemente el resultado de RL para seroprevalencia en rangos esté relacionado a que en el
cruce de rango 2 (mayor a 0 y menor a 10%) hay solo un hato, perdiendo potencia la
metodologia al categorizar la variable.

Otros posibles factores de riesgo, como el tipo de pastoreo, la delimitacion territorial y la forma
de obtencion de los reproductores machos han resultado significativos, dependiendo del
método con que eran estudiados, dejando la duda sobre su verdadera importancia. Para una
valoracién superadora, seria importante contar con mas establecimientos permitiendo una
mejor evaluacién de estos posibles factores de riesgo.

El tipo de pastoreo guarda una estrecha relacion con el contacto directo entre animales
infectados y sanos, donde a mayor cantidad de animales por unidad de superficie mayor sera
el riesgo de un contagio. Asi lo justifica Brilisauer (Brilisauer et al., 2005), quién incluye como
factor de riesgo la utilizaciébn de pastos comunales que posibilitan el contacto directo o
indirecto con ovejas y cabras infectadas de otros rebafios. De esta misma forma los manejos
racionales de forraje como el de franjas diarias, tendrian por Iégica mayores contagios que los
de grandes areas extensivas. Barquero y otros (Barquero et al., 2013; Junkuszew et al., 2016;
Lago et al., 2012; Pérez et al., 2010) relacionan un mayor riesgo de los sistemas intensivos
sobre los semi intensivos con valores de OR de pequefios a moderados. El estudio de Pérez
(Pérez et al. 2010) valora la densidad animal y los dias de permanencia en confinamiento
como factores de riesgo, al igual que Cirone (Cirone et al. 2019), quien habla de una relacion
entre la densidad animal y el sistema productivo, donde un mayor nimero de animales ligado
a un sistema mas intensivo favorecerian la presencia de la enfermedad. También la forma de
obtencion de los machos y animales de reposicion han presentado asociacion, segun algunos

autores (Kaba et al. 2013; Konishi et al. 2011) con OR superiores a 13 segun Kaba.
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Los SRLV estan presentes en las explotaciones caprinas de la provincia de Salta segun
hemos demostrado mediante la presencia de anticuerpos y de secuencias virales genuinas.
La seroprevalencia global encontrada es llamativamente menor de la encontrada en otros
estudios (de Miguel et al. 2021). La presencia de estirpes divergentes que escapen al
diagnéstico serolégico comercial basado en antigenos de estirpes europeas en su mayoria o
el escaso intercambio de animales unido al aislamiento de la zona podrian haber contribuido
al mantenimiento de poblaciones negativas. La ganaderia caprina se erige como una actividad
de gran importancia en la provincia de Salta ya sea como motor econémico de zonas agrarias
0 como una opciodn real de autoabastecimiento y subsistencia de las poblaciones humanas en
el entorno rural. La reciente importacion de animales podria estar diseminando la infeccion,
con la consecuente reduccidon de la produccion animal y el aumento de las infecciones
secundarias. Sin tratamiento ni vacunas disponibles, el curso de la infeccion lentiviral es
inexorable y requiere de una vigilancia epidemioldgica, que resulta esencial especialmente en
este momento. La disponibilidad de herramientas diagnosticas de alta sensibilidad y
adaptadas a la realidad del campo argentino es clave para el control de los SRLV.
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7. CONCLUSIONES

. - Se ha demostrado la presencia de lentivirosis en la provincia de Salta mediante el empleo
de diferentes ELISA, a través de la obtencidon de secuencias virales genuinas y tras el analisis
clinico y anatomopatoldgico hallando diferentes formas clinicas, siendo la articular la de mayor
prevalencia. Sin embargo, no se obtuvieron éxitos a la hora de aislar los SRLV circulantes con
métodos de cultivo celular.

- Se ha logrado actualizar y mejorar la informacion sobre la presencia de la lentivirosis en la
provincia de Salta, obteniendo estimaciones de seroprevalencia muy bajas. El mantenimiento
de razas locales en ausencia de importaciones o la circulacién de cepas divergentes no
detectadas por ELISAs comerciales podria explicar los valores de seroprevalencia.

. — Las secuencias de las cepas saltefias indican su agrupacion con el genotipo B1, pero con
diferencias significativas en la region gag-pol que podrian comprometer su deteccion con
métodos estandar.

. —El disefio de PCR de diagnéstico especifico de las cepas saltefias y su elaboracién como
nestedPCR es eficaz e incluso capaz de detectar animales seronegativos. Asimismo, las
pruebas de concordancia de los test serolégicos reafirman la necesidad de utilizar mas de una
técnica o kit diagnéstico en la elaboracién y ejecucion de un programa de erradicacion de
SRLVs.

. -Se detecto la falta de aplicacién de tratamientos antiparasitarios como un factor de riesgo
que incrementa la posibilidad de la presencia de la infeccibn. También el uso de ordefie
mecanico esta asociado con mayores seroprevalencias, al igual que la crianza en guachera
colectiva.

. — La retirada de animales clinicos junto con la eleccién de crias seronegativas para la
reposicion son medidas adecuadas para sanear explotaciones con una alta seroprevalencia.
. - La proteina p25 obtenida de las cepas saltefias puede emplearse como antigeno en
serodiagnostico (ELISAy WB).
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9.1 Protocolos

9.1.1 Perfiles térmicos

9. ANEXO |

y condiciones de PCR

Ciclo térmico 1 nPCR:
1. 94°C 10 min
} x35

94°C 30 seg

55°C 1 min

72°C 2 min

72°C 10 min
Ciclo térmico 2 nPCR:
94°C 10 min
94°C 30 seg
60°C 1 min x35
72°C 1:15 se

72°C 10 min

abkowbd

ok wbd

Ciclo térmico Oslo-Pol:

95°C 3 min

95°C 30 seg

57°C 40 seg } x45
72°C 1,15 seg
72°C 10 min

ok wbd

Condiciones Ciclo 1 nPCR:

1.

2
3.
4.
5

ADN molde 300ng
Mg: 1.5mM
Cebadores: 4uM
dNTP:2mM

. Taq Biotools: 1UI/50pl

GoTagq: 0.5U1/25ul

Condiciones Ciclo 2 nPCR:

arwDNE

2ul de 1 nPCR
Mg: 1.5mM
Cebadores: 4uM
dNTP: 2mM

Taqg Biotools: 1UI
GoTagq: 0,5U1/25ul

Condiciones Oslo-Pol:

arwDdE

ADN molde 300ng
Mg: 1.25mM
Cebadores: 3uM
dNTP:2mM

Tag Biotools: 1UI
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Ciclo térmico M3
1. 95°C 3min
95°C 30 seg
60°C* 40 seg } x 40
72°C 40 seg
72°C 2 min
*56°C con Taq Biotools
*60°C con GoTag

o gk wn

Ciclo térmico 1 nG2/M3
1. 94°C 10 min
94°C 30 seg
60°C 1 min }x35
72°C 1,15 min
72°C 5 min

ok

Ciclo térmico 2 nG2/M3

1. 95°C 3min
95°C 30 seg
60°C 40 seg } x 40
72°C 40 seg
72°C 2 min

aobhowbd

Ciclo térmico 227/700
1. 95°C 3min

2 95°C 30 seg

3. 58°C 40 seg } x 40
4. 72°C 40 seg

5 72°C 2 min

Ciclo térmico 1 nG2/500
1. 94°C 10 min
2 94°C 30 seg
3. 60°C 1 min } x35
4, 72°C 1,15 min
5 72°C 5 min

Ciclo térmico 2 nG2/500
1. 95°C 3min

2 95°C 30 seg

3. 58°C 40seg } x 40
4, 72°C 40 seg

5 72°C 2 min

Condiciones M3:

DNA molde 25-300ng
Mg: 1.50mM
Cebadores: 3uM
dNTP: 2mM

GoTag: 0,5U1/25pl
Taq Biotools: 1UI/50pl

aprwh e

Condiciones ciclo 1 nG2/M3;:

ADN molde 100-300ng
Mg: 1.50mM
Cebadores: 3uM
dNTP: 2mM

GoTag: 0,5U1/25pl

a s~ wNPE

Condiciones ciclo 2 nG2/M3:

Oul de 1 N G2/M3
Mg: 1.50mM
Cebadores: 3uM
dNTP:2mM
GoTagqg: 0,5Ul/25ul

arMwbdeE

Condiciones 227/700:

1. ADN molde 25-300ng
Mg: 1.50mM
Cebadores: 3uM
dNTP:2mM
GoTagq: 0,5U1/25ul

aprwn

Condiciones ciclo 1 nG2/500:
1. ADN molde 100-300ng

Mg: 1.50mM

Cebadores: 3uM

dNTP: 2mM

GoTagq: 0,5U1/25ul

abkrown

Condiciones ciclo 2 nG2/500:
1. 3ul de 1 N G2/500

Mg: 1.50mM

Cebadores: 3uM

dNTP: 2mM

GoTaqg: 0,5U1/25ul

akrwn



Ciclo térmico 191/738

1. 95°C 3min

2 95°C 30 seg

3. 50°C40seg } x45
4. 72°C 45 seqg

5 72°C 10 min

Ciclo térmico 78/738:

1. 95°C 3min

2. 95°C 30 seg

3. 50°C 40 seg} x45
4. 72°C1min

5. 72°C 10 min

Ciclo térmico SG PERT

1. 42°C 20min
2. 95°C 30 seg
3. 95°C5seg | x45
4. 60°C 30 seg
5. 72°C 15 seg

* 5ul de sobrenadante y afiadir 5ul de buffer

lisis 2x

**inhibidor de ARNasa “Ribolock ®” por cada

100 pl de buffer).

Ciclo térmico 1 p25B1
1. 94°C 10 min

55°C 1 min
72°C 2 min
72°C 10 min

abkwbn

Ciclo térmico 2 p25B1
1. 94°C 5 min

47°C 30 seg
72°C 30 seg
72°C 2 min

akwn

94°C 30 seg
x35

94°C 30 seg
x35

Condiciones ciclo 191/738:

gk wbhE

ADN molde 300ng
Mg: 1.7mM
Cebadores Fw: 2uM
Cebador Rv: 2uM
dNTP: 2mM

Taq Biotools: 1UI

Condiciones ciclo 78/738:

©oakwbhE

ADN molde 300ng
Mg: 1.7mM
Cebadores Fw: 4uM
Cebador Rv: 2uM
dNTP: 2mM

Taq Biotools: 1UI

Condiciones ciclo SG PERT

1.

IS L S N

10pI molde*

0,1 yl MS2 ARN (100uM)

5ul SybrGreen (4x)

0,1 pl Ribolock**

Cebadores MS2 Fw 0,1 pl (100uM)
Cebadores MS2 Rv 0,1 pl (100uM)

Condiciones ciclo 1 p25B1

aprwDdheE

ADN molde 50ng
Mg: 1.5mM
Cebadores: 4uM
dNTP:2mM
GoTag: 0.5U1/25pl

Condiciones ciclo 2 p25B1

aprwNeE

2ul de 1 p25 Cap B1
Mg: 1.5mM
Cebadores: 4uM
dNTP: 2mM

GoTag: 0,5U1/25pl
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9.2

Figuras
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Figura 1. Alineamiento completo del fragmento de la nPCR
Se muestra el alineamiento completo de las secuencias de 800pb obtenidas utilizando el software libre BioEdit. Se incluye la secuencia B1 Argentina
KX6877990.1 sombreada con naranja; (2 a 14): animales del hato 17138, (15 y 16) animales del hato 17096; (17 a 29) sombreadas en verde claro, 2: animal
084; 3: animal 523; 4: animal 163; 5: animal 173; 6: animal 303; 7: animal 060T; 8: animal 193; 9: animal 493; 10: animal 038; 11: animal 2081; 12: animal 008;
13: animal 014; 14: animal 49; 15: animal 231t, 16: animal 277t; y secuencias referencia (<) de los genotipos B1 (M33677.1 y HM210570.1) en verde oscuro;
B2 (FJ195346.1; MH374288.1), B3 (JF502416.1 JF502417.1); B4 (KC155712); A4 (AY445885); Al (M34193.1); C (AF322109); E (GQ381130.1 y EU293537.2)
y, como raiz externa se utiliz6 una secuencia del virus de la inmunodeficiencia Bovina (M32690.1). Este alimemiento fue el mismo utilizado para la
construccionde los arboles filogenéticos presentados. Las referencias en colores guardan relacién a lo descrito en la Figura 23 presente en Resultados.

ATTGT.G--C. ..C.T. .CC.CCAA.CAAGARACT .C
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24 M32690.1 Bovine immunodeficiency
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Figura 2: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de la nPCR (fragmento de 800pb).
Los animales cuyo prefijo es el 17138 son provenientes del tambo del INTA, mientras que aquellos que
poseen el prefijo 17096 corresponden a un hato de VT. Se incluyen secuencias referencia de los
genotipos Al (M34193), A4 (AY445885), Bl (HM210570.1; M33677.1), B2 (FJ195346.1 y
MH374288.1), B3 (JF502416.1 JF502417.1), C (AF322109), E (EU293537.2 y QG381130.1) y la cepa
B1 argentina (KX687990.1), como raiz externa se utilizé una secuencia del virus de la inmunodeficiencia
Bovina (M32690.1). Método de méaxima verosimilitud (MV) con un test de 1000 permutaciones. Arbol
consenso.Analisis evolutivo realizado con MEGA X.
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Figura 3: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de Fw227/Rv700 y nG2/500 (fragmento
de 500pb).

El arbol contiene las secuencias obtenidas a partir de la nPCR (recortadas) Los animales cuyo prefijo
es el 17138 provienen del tambo del INTA, aquellos que poseen los prefijos 17096 y 16253
corresponden a hatos de VT, los que poseen el nUmero 16317 a un establecimiento del CS. Se incluyen
secuencias referencia de los genotipos Al (U51919), A4 (AY445885), B1 (HM210570.1; M33677.1), B2
(FJ195346.1 y MH374288.1), B3 (JF502416.1 JF502417.1), C (AF322109); E (EU293537.2 y
QG381130.1) y la cepa B1 argentina (KX687990.1), como raiz externa se utilizé una secuencia del
virus de la inmunodeficiencia Bovina (M32690.1). Método de maxima verosimilitud (MV) con un test de
1000 permutaciones. Arbol consenso. Analisis evolutivo realizado con MEGA X.
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Figura 4: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de nG2/M3 y M3 (fragmento de 300
pb).

El arbol contiene las secuencias obtenidas a partir de la nPCR y de Fw227/Rv700 y nG2/500
(recortadas) Los animales cuyo prefijo es el 17138 provienen del tambo del INTA, aquellos que poseen
los prefijos 17096 y 16253 corresponden a hatos de VT, los que poseen el nimero 16317 a un
establecimiento del CS y 17092 representa a un hato de QA. Se incluyen secuencias referencia de los
genotipos Al (U51919), A4 (AY445885), B1 (HM210570.1; M33677.1), B2 (FJ195346.1 y
MH374288.1), B3 (JF502416.1 JF502417.1), C (AF322109); E (EU293537.2 y QG381130.1) y la cepa
B1 argentina (KX687990.1), como raiz externa se utilizé una secuencia del virus de lainmunodeficiencia
Bovina (M32690.1). Método de méaxima verosimilitud (MV) con un test de 1000 permutaciones. Arbol
consenso. Analisis evolutivo realizado con MEGA X.
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9.3

9.3.1 Encuesta socioecondmica, productiva y sanitaria

Tablas

Encuestador: Fecha: Encuesta N*:
......... Y I

1. Descripcion general

Propietario o encargado:

Mombre del estahlecimientofpuesto:

Direccion:

Localidad mas cercana: Departamento;
Superficie total de pastoreo:

Existencias caprinas: Otras eapecies;
Categoria Cantidad Especie Cantdad
Cabras adultas Bovinos
Cabras 1er. parto Owinos
Chivos Equinos
Mantillas- Cabrillonas Parcinos
Caponcitos Pemos
Total Gatos
Raras cabras: Raza chivos:

Introducen caprinos Cuantos ;7 Sexo (MH)
Instalaciones:
Fuente de agua: Calidad:

2.

N

Manejo reproductivo ditimo afio

Mes
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Cabras en senvicio: Inicio Fin
Cabras vacias Fecha de la paricion
Cabras paridas:
Cabritos nacidos: Destete v venta cabritos
Cabritos sefialados
Cabrillas para reposicion: M* de cabras melliceras
Estaciona servicio i Cuando?
Utilizan chivos de otros rebafios (S/N) 7
3. Manejo nutricional
i Pastorea el mismo lugar o
cambia a lo largo del afo?
Primavera Verano Otofio Invierno

Alimentos

consumidos en:

Suplementa (si/no)

Tipo de suplemento:
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4. Datos Productivos del Ultimo afio o balance

Cabritos vendidos

Adultos vendidos (especificar x categoria)

N® de cabras ordefiadas

Litros leche entregadosirecogidos/idia

Kg de quesos o molde realizados al dia

Cuanto queso vendido x temporada

Manejo del ordeno:

Inicio fin Productos Finalidad (consumao o venta)
Hace % leche?
5. Sanidad
5.1. Mortandad general ditimo afio
Categoria Cantidad

Cabras

Cabrillas (destete al servicio)

Chivos

Cabritos lactando

Cabritos de menos de 24 hs

Vida util de una cabra

Observaciones
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5.2 Signos de enfermedades observados en los caprinos

Signo

Caregoria’s

Meses

Abortos (grande-chico) o mal paridas

Retencion de placenta

Cabritos deslomados, débiles al nacer

Cabritos paralisis progresiva (2 a 6 meses)

Abscesos en ganglios (pus, color?)

Bocio

Pizoofia: Boquera, costras ubres

Costras en cabeza, orejas, escroto (picazon)

(Garrapatas, pique

Diarreas (color, consistencia)

Fotosensibilizacion

Hinchazon rodillas

Marcha en circulos (encef ., locura)

Moco purulento con estormnudos

Muerte postcastracion convulsiones

Muerte sihita,

Muerte masivas (infoxicaciones)

Muerte al dar racidn (acidosis)

Muerte lenta, debilitamisnto

Qjos irritados, nubes

Paralisis progresiva

Rascado (piojos ? )

Tetania o flacidez, caida postparto

Animales caidos, débiles

Tos, decaimiento, agitacidn y muerte

Ubres hinchadas y leche con grumos

Lbres secas

Frohlemas podales o de aplomos
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Otras afteraciones, lesiones vy parasitos observados

Alteracion, lesion, parasito

Categoria’s

Meses

Bicheras

Bolsitas de agua en epiplon

Garrapatas

Granos blancos en esofago

Gusanos chatos en higado

Gusanos chatos en intestinos

Parasitos rojos en cuajo

Parasitos en la piel, costras

(piojo, gamapata, sama)

Muerte por predadores

Vesiculas en higado o pulman

Chupos, Apostemas, nodulos
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Fesumen de s prodemas sanfianios mas imponantes

Diag [ %= [ = Epoca | Sintomas
Proglema sanitari Categoria
weter | morb | mor imeses) |observados
5.3. Practicas sanitarias realizadas
Pracuca &N | Mes | Camegoria’s Producio

Wacunacien Mancha'GG/Entermioremia

Vacunacian Ectimabjueraiplzotia

Oira vacuna

Mineralesivitaminas Inyeciablkes

Coore Inyectable

Anbparasitario Iniemo

Tratamienio gu=ano &2 3 narkzicuemo

Antiparasitario extemo (plojos, miasis, etc)

Despazufiado

Revisan chivos anizes de s2nvicio

Umpleza de los cimales de ordefie

Reallzan desparasitacion de pemos
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;0tras practicas?

&. oplnian personal del productor

iSe e ocume akpdn olro problema sanitano de 1os cabiios?

iQue afecciones sanifaras considera como mas mporantes en cabritos y en cabras

Aduias?

Manejo del ordefie y del mbrito

5.4 Edpi'cur | munujl:- del muﬁtﬂyurﬂtﬁz

5.3 iJuesn ordena’ Hamiare Mujer minos cummbas oroefan
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9.3.2 Tabla 1: Matriz de entre todas las cepas argentinas y los subtipos B1.

1,00

0,88 1,00

0,88 0,99 1,00

091 093 093 1,00

089 097 097 094 1,00

088 099 1,00 093 097 1,00

089 098 098 093 097 098 1,00

090 098 098 093 097 09 098 1,00

08 098 099 093 097 099 098 098 1,00

089 098 098 093 097 098 098 098 098 1,00

089 099 099 093 097 099 098 09 098 098 1,00

090 09 096 094 097 09 097 09 09 098 096 1,00

089 099 099 0094 098 099 099 099 099 098 099 096 1,00

089 098 098 093 097 09 100 098 098 098 098 097 099 1,00

08 098 098 093 097 09 097 097 098 097 098 095 098 097 1,00

089 098 098 093 097 099 09 098 098 098 098 097 099 098 097 1,00

090 09 09 093 089 089 089 09 089 089 09 09 090 09 089 090 1,00

091 09 09 092 09 09 090 090 09 09 09 09 091 09 09 09 0,93 1,00

0,901 0,89 089 092 09 089 09 09 089 09 09 09 09 09 089 09 095 093 1,00

090 089 089 091 089 08 089 08 089 089 08 09 08 08 088 089 094 092 1,00 1,00

091 089 089 092 089 089 089 09 089 089 08 09 08 08 089 089 094 092 1,00 1,00 1,00

09 089 08 091 089 089 089 09 089 089 089 09 08 08 08 09 094 092 1,00 1,00 1,00 1,00

090 089 089 091 089 089 089 09 08 08 08 09 08 089 089 089 094 093 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

092 089 08 091 09 089 09 09 089 08 08 09 08 089 089 09 091 092 092 092 093 092 092 1,00

09 089 09 091 09 09 089 090 09 09 09 09 09 09 089 09 091 09 09 090 090 090 090 091 1,00

092 089 08 091 08 089 08 089 08 08 08 08 08 08 088 089 09 091 092 091 091 091 091 092 093 1,00
091 089 089 092 089 08 089 08 089 08 08 08 09 08 08 09 09 091 091 09 091 091 091 091 095 093 1,00
089 091 091 092 092 091 091 091 091 091 091 091 091 091 091 091 09 09 09 089 090 089 089 09 091 091 091
09 089 089 091 089 089 089 089 089 089 089 09 08 08 08 089 09 089 09 089 09 089 08 091 090 090 0,91
(1): primera secuencia B1 caracterizada en Argentina KX6877990.1; (2 a 14): animales del hato 17138, (15 y 16) animales del hato 17096; (17 a 29): Cepas
B1 totalmente secuenciadas; 2: animal 084; 3: animal 523; 4: animal 163; 5: animal 173; 6: animal 303; 7: animal 060T; 8: animal 193; 9: animal 493; 10: animal
038; 11: animal 2081; 12: animal 008; 13: animal 014; 14: animal 49; 15: animal 231t, 16: animal 277t; 17: cepa M33677.1; 18: cepa HM210570; 19: cepa
KT749878.1; 20: cepa GU120138.1; 21: cepa KT214469.1; 22: cepa KT749880.1; 23: cepa KT749879.1; 24: cepa MH374290.1; 25: cepa MG554412.1; 26:
cepa MG554410.1; 27: cepa MG554411.1; 28: cepa MG554413.1; 29: cepa MH374289.1. Por una necesidad de espacio fisico la tabla ha sido resumida a solo

2 decimales

o |
& |
BN
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9.3.3 Tabla 2: Tipo de produccidén de los establecimientos utilizados en esta

tesis.

Cuidado de
anim. 8

n® Ordefie* Litros® Productos®

O. Prod?.

Hato Biotipo? Resp prod.”

Cria Cr Man Que y Cab Duefio Famil. Famil.
Cria Cr 26 Man 7-10 Cab Quey Cab Famil. Famil. Famil. Famil.
Cria Cr 27 Man 7-10 Cab Quey Cab Duefio Duefio

Cria Cr 28 Man 7-10 Cab Quey Cab Famil. Famil. Famil. Famil.
Cria Cr 31 No 0 Cab Cab  Duefio Duefio

Cria Cr 42 Man 6 Cab Que y Cab Duefio Duefio

Cria Cr 60 Man 30 Quey Cab Quey Cab Duefio Duefio

Cria Cr 46 Man 17 Quey Cab Quey Cab Duefios Duefios Duefios Duefios
Leche ANy M 190 Mec 40 Que Empl. Empl. Empl. Empl.
Leche SXAN 4000  Mec 1500 Quey Cab Empl. Empl. Empl. Empl.
Leche S 33 Man 70y  Quey Cab Empl. Duefio

compra

Leche CrxANXS 200 Man 150 Que y Cab Duefio Duefio
Leche SXT 200 Man 150 Quey Cab Famil. Famil. Famil. Famil.
Leche CrxAN 150 Man 70 Quey Cab Famil. Famil. Famil. Famil.
Leche CrxAN 100 Man 40 Que y Cab Famil. Famil.
Leche S 500 Mec 500 Quey Cab Empl. Empl.

Leche CrxANxTxB 250  Man 100  QueyCab Empl. Empl.
Cria CrxAN 13 No 0 Cab  Duefio Duefio

Cria CrxAN 80 Man 23 Quey Cab Quey Cab Duefio Duefio

Cria SXAN 100 Man 20 Cab Que y Cab Duefio Duefio

Cria CrANXS 83 Man 40 QueyCab Quey Cab Duefio Duefio Duefio Duefio
Cria CrxANxS 340 Man 41 Quey Cab Quey Cab Matrim. Matrim Matrim. Matrim.
Leche CrxANXS 78 Man 30 Quey Cab Cab  Matrim. Matrim Matrim. Matrim.
Leche CrxANxS 315 Man 55 Quey Cab Cab  Duefios Duefios Duefios Duefios
Cria CrxAN 22 Man 5 Cab Quey Cab Duefio Duefio

Cria CrxAN 52 Man 10 Cab Quey Cab Duefio Duefio

Cria CrxAN 67 No 0 Cab  Famil. Famil. Famil. Famil.
Leche CrxAN 31 Man 10 Que Cab  Duefio Duefio

Cria CrxAN 16 No 0 Que y Cab Duefios Duefios Duefios Duefios
Cria CrxAN 55 Man 7 Cab  Matrim. Matrim Matrim. Matrim
Leche CrxAN 300 Man 150 Que y Cab Duefio Duefio

Leche S 73 Mec 90 Quey Cab Empl. Empl.

1=0. Prod.: Objetivos de produccion. 2= Biotipo: Cr= Criollo; AN=Anglo Nubian; S=Saanen;
T=Togenbur; B=Boher; M=Ovejas Manchegas; X= Cruza. 3= NUmero total de animales en el hato. 4=
Tipo de ordefie: Man=Manual; Mec= Mecé&nico; No=No ordefia.5= Litros de leche promedio producidos
por el total de los animales en ordefie al dia.6= Productos obtenidos: Venta/ Autoconsumo: Que=
Queso; Cab= Cabrito. 7= responsable de la produccion (ordefio, elaboracion de quesos o manejo de la
Guachera): Mujer/ Hombre: Duefio; Famil. = Familiar; Matrim. =Matrimonio; Emp=Empleado. 8=
responsable del cuidado de los animales: Mujer/Hombre: D=Duefio; Fa=Familiar; M=Matrimonio;
Emp=Empleado
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9.3.4 Tabla 3: Manejo alimentario y sanitario de los establecimientos

utilizados en esta tesis

16282 Sin lim. Ex Si Prest. Tradicional Leche Si No No

16315 Sin lim. Ex Si Prest. Tradicional Leche Si No No
16316 Sin lim. Ex Si Prest. Tradicional Leche Si No No
16317 Sin lim. Ex Si Prest. Tradicional Leche Si No No
14240 Sin lim. Ex Si Cc$ Tradicional Leche Si No 2a
14241 Sin lim. Ex Si c$ Tradicional Leche Si 2d 2a
14364 Sin lim. Ex Si Prest. Tradicional Leche Si 1d 2a
14365 Sin lim. Ex Si Prest. Tradicional Leche Si No 2a
16180-81 Aparc. RL Si C$ Guachera Leche No 2d IF
16345 Estab. IR Si C$ Guachera Sustituto No 2d IF
16418 Aparc. RL Si Prest. yC$  Guachera Sustituto Si 2d IF
16419 Sin lim. RL Si Prest.y Rot Tradicional Leche Si No IF
17088 Aparc. RL SI Prest.y Rot  Guachera Leche Si 2d IF
17089 Sin lim. Ex Si Prest.y Rot Tradicional Leche Si 2d IF
17090 Sin lim. Ex S Prest.y Rot  Tradicional Leche Si No 2a
17091 Aparc.. RL Si Cc$ Guachera Sustituto Si EC IF
17092 Sin lim. Ex Si C$ Tradicional Leche Si 1d la
18126 Aparc. Ex Si Prest. Y Rot  Tradicional Leche Si No 3a
18123-24 Aparc. Ex Si C$y Alg. Tradicional Leche Si No la
18128-29 Sin lim. Ex Si C$ Tradicional Leche Si No la
18131-191 [ESiNih Ex Si C$ Tradicional Leche Si No 3a
18185-87 [ESiaNiuk Ex Si R Tradicional Leche Si No la
18190 Sin lim. Ex Si Alg. Tradicional Leche Si No No
18315-19 [EEIlallinh Ex Si Alg. Tradicional Leche Si No 2a
15207 Sin lim. Ex No Prest. Tradicional Leche Si No 2a
15208 Sin lim. Ex No Prest. Tradicional Leche Si No la
15210 Sin lim. Ex No Prest. Tradicional Leche Si No la
15304 Aparc. Ex Si Prest.yC$ Tradicional Leche Si No 2a
15347 Sin lim. Ex Si Prest.yC$ Tradicional Leche Si 2d 3a
16253 Sin lim. Ex No Prest. Tradicional Leche Si No 2a
17096 Aparc. RL Si C$ Guachera Leche Si 2d 2a
17138 Aparc. RL Si C$ Guachera Leche Si 2d IF
9= Delimitacién de la propiedad: Sin lim. = Sin delimitacion territorial; Aparc. = Aparcelado perimetral;
Est= Propiedad delimitada, animales estabulados. 10= Tipo de pastoreo: Ex=Extensivo; RF=Racional
por franjas; IR=Intensivo en racion. 11= Suplementacion: No=Sin suplantacion; Si= Con
suplementacion. 12= Forma de obtencién de los reproductores machos: Prop. = Propio (Seleccién de
cabritos dentro del hato); C$= Compra (Producto de la compra comercial); Alg. = Alquila (Se paga por
servicio estacional); Rot= Rotacién (Intercambio con vecinos); Pr: Préstamo. 13= Método de cria:
Tradicional; Guachera= Guachera colectiva. 14= Alimentacion de los cabritos: Leche= Leche de sus
madres. Sustituto= Sustituto lacteo. 15= Encierre nocturno: Si/No. 16= Vacunacién: No= No vacuna;
1d= 1 dosis de triple clostridiales; 2d= 2 dosis de triple clostridiales; EC=Esquema completo (2 dosis de
triple clostridiales, Ectima contagioso, complejo respiratorio). 17= Desparasitaciones: No= No
desparasita; 1a= 1 desparasitacion por afio; 2a=2 desparasitaciones por afio; 3a= 3 desparasitaciones
por afio; IF= Desparasitaciones a segin las necesidades del hato o segun indice FAMACHA
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9.3.5 Tabla 4: Estadisticos descriptivos de las unidades productivas utilizadas

en esta tesis.

ota 1 2 ® A
" w 56,25 % (18) 100,00 % (4) 62,50% (5) 45,00 % (9)
Objetivo de produccion 43,75 % (14) 37,50 % (3) 55,00 % (11)
68,75 % (22) 100,00 % (4) 75,00 % (6) 60,00 % (12)
Tipo de establecimiento 18,75 % (6) 12,50 % (1) 25,00 % (5)
12,5 % (4) 12,50 % (1) 15,00 % (3)
o 34,38 % (11) 12,50 % (1) 50,00 % (10)
Biotipo
65,63 % (21) 100,00 % (4) 87,50% (7) 50,00 % (10)
" 85,71 % (24) 100,00 % (4) 82,33% (5) 83,33 % (15)
Ordefie —
14,29 % (4) 16,67 % (1) 16,67 % (3)
30,77 % (8) 100,00 (3) 50,00% (2) 15,79 % (3)
Venta 7,70 % (2) 25,00% (1) 5,26 % (1)
Producto 61,55 % (16) 25,00 % (1) 78,95 % (15)

de 31,82 % (7)
Autoconsumo
68,18 % (15) 100,00 % (4)

42,86 % (3)

57,14 % (4)

36,36 % (4)

63,64 % (7)

3209,50 55,50 272,00 2882,00
100,30 13,88 34,00 144,10
7608 181 616 6811
Animales totales promedio/ hato’ 237,80 45,25 77,00 340,55
927 107 247 573
28,97 26,75 30,88 28,65
Responsable de la 84,38 % (27) 100,00 % (4) 87,50 % (7) 80,00 % (16)
produccién 15,63 % (5) 12,50 % (1) 20,00 % (4)
Responsable del cuidado de 78,13 % (25) 100,00 % (4) 75,00 % (6) 75,00 % (15)
los animale 21,88 % (7) 25,00 % (2) 25,00 % (5)
Pastoreo 75,00 % (24) 100,00 % (4) 75,00 % (6) 70,00 % (14)
25,00 % (8) 25,00 % (2) 30,00 (6)
o . PNETEERE 31,25 % (10) 37,50 % (3) 35,00 % (7)
DR 01 € e 68,75 % (22) 100,00 % (4) 62,50 % (5) 65,00 % (13)
Sunlementa 87,50 % (28) 100,00 % (4) 50,00 % (4) 100,00 % (20)
P 12,50 % (4) 50,00 % (4)
N T 46,88 (15) 100,00 (4) 50,00 (4) 35,00 (7)
Reproductores macho 53.13 (17) 50,00 (4) 65.00 (13)
- 78,13 % (25) 100,00 (4) 75,00 % (6) 75,00 % (15)
21,88 % (7) 25,00 % (2) 25,00 % (5)
. v . [ 90,63 % (29) 100,00 % (4) 100,00 % (8) 85,00 % (17)
9,38 % (3) 15,00 % (3)
] Sl 93,75 % (30) 100,00 % (4) 100,00 % (8) 90,00 % (18)
Encierre nocturno 6.25 % (2) 10,00 % (2)
37,50 % (12) 37,50 % (3) 45,00 % (9)

Vacunacioén

62,50 % (20) 100,00 % (4)
84,38 % (27)

DIZE| RIS UEle O 15,63 % (5) 100,00 % (4)

62,50 % (5)
100,00 % (8)

55,00 % (11)
95,00 % (19)
5,00 % (1)

1 CS= Chaco saltefio; 2 VT= Valles Templados; 3 QA= Valles y quebradas aridas 4=Sumatoria de litros
de leche promedio diario por hato. 5=Litros de leche promedio diario por hato 6=Sumatoria de la
cantidad total de animales de los hatos utilizados. 7=Numero de animales promedio por hato 8=Tamafio
de la muestra utilizada 9=Reproductor macho: Propio= Seleccionado dentro de sus propios animales
Externo=Producto de la compra, préstamo, rotacion, proveniente de otro rebafio.

Entre paréntesis aparecen la cantidad de establecimientos que responde a cada referencia.
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