CAPITULO 3.8.2.

ARTRITIS/ENCEFALITIS CAPRINA
Y MAEDI-VISNA

RESUMEN

La enfermedad de Maedi-visna (MV) y la artritis/encefalitis caprina (AEC) son infecciones
persistentes causadas por lentivirus de ovejas y cabras que se suelen agrupar como lentivirus de
los pequefios rumiantes (LVPR). Maedi-Visna también se la conoce como neumonia progresiva
ovina (NPO). Los analisis filogenéticos por comparacion de las secuencias nucleotidicas del virus
de MV (VMV) y del virus de la AEC (VAEC) han demostrado que se trata de lentivirus muy
relacionados. Una fuente de transmision del VAEC y del VMV es a través del calostro o por la
leche. Se desconoce la fuente de transmision horizontal en ausencia de lactancia; sin embargo se
sabe que las heces y los fluidos pulmonares contienen virus infecciosos. Se han identificado
lentivirus ovinos en la mayoria de los paises que crian ovejas, con la notable excepcion de
Australia y Nueva Zelanda. La distribucion del VAEC es mayor en paises industrializados y parece
coincidir con el movimiento internacional de razas europeas de cabras lecheras. Las formas
clinicas y subclinicas de MV y de AEC se asocian con lesiones inflamatorias progresivas por
células mononucleares en los pulmones, articulaciones, ubres y sistema nervioso central. La
mamitis con induracion es comun en ambas especies hospedadoras y es posible que se subestime
su importancia econdmica. La caracteristica principal en ovejas infectadas es una respiracion
dificultosa asociada con emaciacién causada por una neumonitis progresiva, mientras que en
cabras el principal sintoma es una poliartritis. Sin embargo, la mayoria de las ovejas y cabras
infectadas por lentivirus son asintomaticas, aunque permanecen como portadores persistentes del
virus y son capaces de transmitir la infeccion por el calostro, la leche y las secreciones
respiratorias. El sistema mas practico y fiable de confirmar un diagnéstico de MV o de AEC es una
combinacion de serologia con examen clinico. Aunque la serologia representa el método mas
econdémico para diagnosticar la infeccion en animales con infeccidon persistente y clinicamente
normales, hay que tener en cuenta que pueden tener lugar errores en las pruebas. La frecuencia
de error depende de varios factores, incluyendo, pero no limitandose a: 1) el formato del ensayo, 2)
la homologia entre la cepa del virus usado en la prueba y las cepas de virus presentes en la
poblacién analizada, y 3) el antigeno usado en la prueba.

Identificacion del agente: Se puede intentar el aislamiento de virus de casos clinicos o
subclinicos vivos co-cultivando leucocitos de sangre periférica o de leche con cultivos celulares
ovinos o caprinos adecuados, como células del plexo coroideo (VMV) o de la membrana sinovial
(VAEC). EIl aislamiento del virus es muy especifico pero tiene una sensibilidad variable. En
necropsias, el aislamiento de virus es de realizacion més facil mediante cultivos de los tejidos
afectados, como pulmédn, plexo coroideo, membrana sinovial o ubres. Ademas se pueden obtener
post mértem macrofagos alveolares del pulmén y co-cultivarlos con células susceptibles. Los
efectos citopaticos son caracteristicos y consisten en la aparicion de células estrelladas refractiles
y sincitios. La presencia de VMV o de VAEC se puede confirmar mediante métodos de
inmunomarcaje y por microscopia electrénica.

Métodos de reconocimiento de acidos nucleicos: Se han descrito muchas pruebas de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de tipo estandar y unas cuantas cuantitativas para detectar el
provirus de MV y de AEC que se usan en la actualidad en muchos laboratorios para la deteccion
rapida, cuantificacion e identificacion de las cepas de lentivirus de los pequefios rumiantes. La
clonacién y/o la secuenciacion de los productos de la PCR es el método mas directo para
conformar la especificidad de los resultados de la PCR.

Manual Terrestre de la OIE 2018



Capitulo 3.8.2. — Artritis/fencefalitis caprina y Maedi-visna

Pruebas serolégicas: La mayoria de las ovejas y cabras infectadas poseen anticuerpos
especificos detectables por varias pruebas serolégicas diferentes. Las dos mas utilizadas son la
prueba de inmunodifusion en medio soélido y el enzimoinmunoanalisis(ELISA). También se llevan a
cabo técnicas de inmunoelectrotransferencia de tipo Western y de radioinmunoprecipitacién, pero
solo en laboratorios especializados. Para poblaciones de cabras lecheras puede ser apropiada una
prueba de anticuerpos en leche. El tiempo requerido para la seroconversion después de la
infeccion puede ser relativamente prolongado e impredecible, suponiendo meses mas que
semanas. Sin embargo, después de la seroconversion, la respuesta de anticuerpos persiste
generalmente y las ovejas y cabras que son positivas para anticuerpo se consideran portadoras de
virus.

Requisitos para las vacunas: No se dispone de vacunas.

A. INTRODUCCION

El Maedi-visna (MV) de las ovejas y la artritis/encefalitis caprina (AEC) de las cabras son infecciones viricas
persistentes causadas por lentivirus estrechamente relacionados (Minguijon et al., 2015; Peterhans et al., 2004).
Maedi-visna también se conoce como neumonia progresiva ovina (NPO). Las ovejas se pueden infectar
experimentalmente con AEC y las cabras con MV. Ademas, los analisis filogenéticos por comparacion de las
secuencias nucleotidicas del virus de MV (VMV) y de la AEC (VAEC) muestran claras indicaciones de una
transmisién cruzada interespecifica entre ovejas y cabras de importancia epidemioldgica, sin demostrar qué virus
ha surgido del otro (Shah et al., 2004a; 2004b). Las enfermedades MV y AEC se caracterizan por la persistencia
duradera del agente causal en los monocitos y macréfagos del hospedador, y por un tiempo variable entre la
infeccion y la induccién de una respuesta de anticuerpos antiviricos serolégicamente detectable. La mayoria de
las ovejas y cabras infectadas no manifiestan enfermedad clinica, pero permanecen persistentemente infectadas
y son capaces de transmitir virus (Adams et al., 1983; Crawford et al., 1980).

Maedi-visna es un nombre islandés que describe dos de los sindromes clinicos reconocidos en ovejas infectadas
por el virus de MV (VMV). “Maedi” significa “respiracion dificultosa” y describe la enfermedad asociada a una
neumonitis intersticial progresiva, y “visna” significa “contraccién” o “deterioro”, que son signos asociados con
una meningoencefalitis paralizante. Mientras la principal manifestacion de la infecciéon por VMV es una
enfermedad pulmonar progresiva, el principal sintoma clinico de la infeccion por VAEC es una poliartritis cronica
con sinovitis y bursitis. La encefalitis ocurre fundamentalmente por la infeccion de VAEC en cabritos de 2 a
6 meses de edad pero se necesita hacer un diagnéstico diferencial cuidadoso para desechar otros sindromes o
infecciones en los cabritos. En ambos sindromes se presenta mamitis con induraciéon. Los pulmones de las
ovejas afectadas de MV no colapsan cuando se extraen del térax y a menudo retienen la marca de las costillas.
Los pulmones y los ganglios linfaticos aumentan de peso (hasta 2—3 veces su peso normal). Las lesiones se
distribuyen por los pulmones, que se presentan uniformemente decolorados 0 moteados de color gris-marrén y
con una textura firme. El diagnéstico de la enfermedad respiratoria causada por VAEC y del VMV se revisa en
Chakraborty et al. (2014). Las ubres afectadas por MV presentan induracion difusa y los ganglios linfaticos
asociados pueden agrandarse.

Cuando se sospecha un caso clinico de MV o AEC, se puede obtener la confirmacion del diagnostico
combinando la evaluacion clinica, la deteccidn y la identificacion de los virus, o bien mediante serologia v,
cuando resulte necesario, el examen histolégico de tejidos adecuados recogidos en las necropsias. Los tejidos
importantes para examen son los pulmones para la neumonitis intersticial progresiva, el cerebro y la médula
espinal para la meningoencefalitis, las ubres para la mamitis con induracién, las articulaciones afectadas y el
liquido sinovial para la artritis y los rifiones para la vasculitis (Crawford & Adams, 1981). La naturaleza de la
reaccion inflamatoria es similar en cada sitio y consiste en una reaccion intersticial de células mononucleares, en
ocasiones con grandes agregados de células linfoides y formacion de foliculo.
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de los virus de la artritis/fencefalitis caprina y de Maedi-
visna y su proposito

Propésito
Demostrar
ausencia de . Determinar el estado
Método Demostrar - 2 - ) Determinar la . o
; infeccion en Contribuir a las | Confirmar . inmunitario en
ausencia de : oy prevalencia de -
. - animales politicas de casos . S animales o
infeccién en L S P la infeccion — ]
2 individuales erradicacion clinicos . . poblaciones tras la
la poblacién vigilancia i
antes de los vacunacion
desplazamientos
Identificacion del agente
Aislamiento
. +
del virus - - - - -
Deteccién de +
antigeno - - - - -
PCR + + ++ ++ ++ _
Deteccidn de respuesta inmunitaria
AGID + +++ ++ +++ +++ +
CF _ _ _ _ _ _
ELISA +++ +++ +++ + +++ +
VN _ _ _ _ _ +++
IFA _ + _ _ + —

Clave: +++ = método recomendado para este propdsito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este proposito.
PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; AGID = inmunodifusion en gel de agar; CF = fijacion del complemento; LFD:
ELISA= enzimoinmunoanalisis; VN = neutralizacion virica; IFA = inmunofluorescencia indirecta.

1. Identificacion del antigeno

Normalmente no se intenta el aislamiento y la caracterizacion del VMV o del VAEC en el diagnostico rutinario.
Debido a la naturaleza persistente de estas infecciones, el establecimiento de un estado positivo respecto a
anticuerpos es suficiente para identificar los portadores de virus. Sin embargo, debido a la lenta seroconversién
después de la infeccion, en animales infectados recientemente la serologia puede ser negativa.

Existen dos enfoques para aislar el VMV y el VAEC: uno se utiliza con el animal vivo, y el segundo con tejidos de
necropsias.

1.1. Aislamiento a partir del animal vivo

1.1.1. Virus Maedi-visna

El ADN del provirus de MV se transporta por los monocitos circulantes y los macrofagos
tisulares. Por tanto el aislamiento del virus a partir del animal vivo requiere disponer, con
precauciones asépticas, de preparaciones de leucocitos derivados de la sangre periférica o de
la leche durante la lactancia, y cultivarlos junto con células indicadoras. Con este fin se suelen
utilizar células del plexo coroideo (SCP) de ovejas. Estas células indicadoras se pueden
preparar como cultivos de explantes primarios de corderos fetales o recién nacidos que estén
libres de virus y multiplicar su niUmero después de tres o cuatro pases antes de guardarlas en
nitrégeno liquido. Las células SCP son adecuadas para co-cultivo hasta 10 o 15 pases. Aunque
las células contindan creciendo bien posteriormente, su susceptibilidad al VMV puede resultar
reducida.
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Las preparaciones de leucocitos se pueden obtener de sangre periférica como capas
leucocitarias por centrifugacion durante 15 minutos a 1.000 g de muestras tratadas con
heparina, acido etilén diamino tetra-acético (EDTA) o citrato. Se aspiran las células, se
suspenden en solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS) y se purifican mas mediante
centrifugacion a 400 g durante 40 minutos en un medio con la densidad adecuada. Las células
que se sitdan en la interfase se lavan mediante centrifugacién una o dos veces con HBSS a
100 g durante 10 minutos, y el precipitado celular final se resuspende en medio a una
concentracion aproximada de 108 células/ml; normalmente, las células se cultivan durante 10—
12 dias en bolsas de Teflon y después se afiaden a una monocapa lavada de células SCP
ligeramente subconfluentes en un recipiente de 25 cm? de area.

De modo similar, se pueden obtener los leucocitos de la leche, lavarlos por centrifugacion,
resuspenderlos y finalmente afiadirlos a cultivos de SCP en monocapa.

Estos cultivos se mantienen a 37°C en una atmdsfera con 5% de COz2, cambiando el medio y
realizando pases cuando sea necesario. Se examinan para evidenciar efecto citopatico (ECP),
que se caracteriza por la apariciéon de células refractiles estrelladas con procesos dendriticos y
formacion de sincitios. Los cultivos deben mantenerse durante varias semanas antes de
desecharlos como no infectados. Una vez que se sospecha ECP deben prepararse cultivos en
cubres. Estos se fijan y se observa el antigeno virico por inmunomarcaje, por lo general
mediante inmunofluorescencia indirecta 0 por métodos con inmunoperoxidasa. Ademas, las
células de cualquier monocapa que resulte sospechosa se depositan por centrifugacion y se
realizan preparaciones para identificar particulas caracteristicas de lentivirus por microscopia
electrénica de transmision. La presencia en el sobrenadante del cultivo celular de transcriptasa
inversa es una indicacion de la presencia de retrovirus.

1.1.2. Virus de la artritis/encefalitis caprina

Los mismos principios que se aplican en el aislamiento de VMV son aplicables al aislamiento
de VAEC. El VAEC se aisl6 originalmente mediante explante de la membrana sinovial de una
cabra artritica (Crawford & Adams, 1981). Las muestras mas adecuadas de las que obtener
preparaciones de leucocitos de cabras vivas infectadas por VAEC son la sangre periférica, la
leche y posiblemente el liquido aspirado de las articulaciones. Las células de la membrana
sinovial de la cabra (GSM) son células indicadoras adecuadas. Si se sospecha ECP, se
realizan pruebas para la deteccion del antigeno virico, como se describe arriba.

1.2. Aislamiento a partir de tejidos de necropsias

1.2.1. Virus de la artritis/encefalitis caprina y virus Maedi-visna

Las muestras de los tejidos sospechosos tales como pulmén, membranas sinoviales, ubres,
etc., se recogen de modo aséptico y tan frescas como sea posible en HBSS estéril 0 en medio
de cultivo celular. Se trocean muy finamente en una placa Petri utilizando escalpelos y se
recogen con una pipeta Pasteur fragmentos individuales que se transfieren a recipientes de
25 cm?, colocando cuidadosamente en cada recipiente unos 20-30 fragmentos y una gota de
medio de crecimiento sobre cada uno de ellos. A continuacién los recipientes se incuban a
37°C en una atmdsfera humeda con un 5% de CO: y se deja durante unos dias para que los
explantes individuales se adhieran al plastico. Se puede afiadir con cuidado medio fresco y de
los fragmentos empezardn a crecer células, Cuando exista suficiente crecimiento, los cultivos
se dispersan con tripsina para permitir el desarrollo de monocapas. Estas se examinan para
observar ECP y cualquier sospecha de crecimiento virico se confirma del mismo modo que en
los co-cultivos.

Los cultivos de macréfagos adherentes son faciles de establecer con material de lavados
pulmonares (lavado broncoalveolar post mértem) y pueden probarse para produccion virica por
pruebas seroldgicas, microscopia electrénica o por ensayo de la transcriptasa inversa en 1-2
semanas. Los aislamientos viricos se pueden llevar a cabo por co-cultivo de macréfagos con
células SCP o GSM como se describe arriba para los leucocitos.
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1.3. Métodos de reconocimiento de acidos nucleicos

Se pueden llevar a cabo métodos de reconocimiento de acidos nucleicos para la deteccion,
cuantificacion e identificacién del ADN de los provirus de VMV y VAEC usando la reaccion estandar en
cadena de la polimerasa (PCR) seguida de transferencia tipo Southern, hibridacion in situ o clonacién
y secuenciacion de los productos de la PCR (Alvarez et al., 2006; Herrmann-Hoesing et al., 2007;
Johnson et al., 1992). Las técnicas de PCR estandar para la deteccion del ADN del provirus VMV o
VAEC en células y tejidos son de uso rutinario en muchos laboratorios y se emplean generalmente
como pruebas suplementarias para determinar el estado de infeccion en animales que no pueden
diagnosticarse definitivamente mediante serologia (Deandres et al., 2005). Se utilizan las técnicas de
PCR en tiempo real o cuantitativas en unos cuantos laboratorios y estas pruebas, ademas de
determinar el estado de la infeccién, también cuantifica la cantidad de provirus de MV o AEC en un
animal (Alvarez et al., 2006; De Regge & Cay, 2013; Herrmann-Hoesing et al., 2007). Ademas, las
técnicas moleculares de PCR, clonacion y secuenciacion también permiten conocer las cepas
especificas de un pais o region, lo que puede influenciar qué tipo de prueba serolégica y antigeno se
debe usar. Los andlisis filogenéticos del ADN de los provirus de MV y AEC de cepas de LVPR de todo
el mundo han sugerido que en algunas areas el MV puede haber infectado naturalmente a cabras y
AEC puede haber infectado naturalmente a ovejas (Shah et al., 2004a; 2004b). Recientemente, se ha
aplicado la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) a la deteccién de provirus de la AEC
(Balbin et al., 2014). En la LAMP se utilizan 4—-6 cebadores que amplifican 6—8 regiones del gen diana
(Notomi et al., 2000). En el futuro, las pruebas moleculares de diagnostico junto con los analisis
filogenéticos de los provirus de MV y de AEC puede que sean usadas para rastrear la transmision.

Una importante cuestion sobre el uso de la PCR es su especificidad. Debido a la posibilidad de
amplificar secuencias del ADN genémico del hospedador (falsos positivos), el producto amplificado
debe comprobarse por hibridacién, patrones de digestion con endonucleasas de restricciéon o mediante
secuenciacion. La secuenciacion es la mejor prueba de la especificidad en la validacion de pruebas
basadas en PCR y es recomendada por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). La
sensibilidad de las pruebas de PCR puede mejorarse con la utilizacion de PCR anidada, pero la
especificidad de las pruebas con PCR anidada debe comprobarse por hibridacion, analisis con
endonucleasas de restriccion o secuenciacion.

2. Pruebas serolégicas

Las infecciones por lentivirus ovinos y caprinos suelen ser persistentes, de modo que la deteccién de anticuerpos
es un instrumento seroldgico Util para identificar a los portadores de virus. La estrecha relacidon antigénica entre
el VMV y el VAEC no se extiende a la deteccion de anticuerpos heterélogos en algunas pruebas serolégicas
(Knowles et al., 1994).

Los ensayos de uso mas comun para el diagndéstico serologico de la presencia de infeccion por un lentivirus de
pequefios rumiantes son la inmunodifusién en gel de agar (AGID) y el enzimoinmunoanalisis(ELISA). La AGID se
desarrollé y se describio por primera vez en 1973 (Terpstra & De Boer, 1973) y el ELISA en 1982 (Houwers et al.,
1982). La AGID es especifica, reproducible y facil de realizar, pero se requiere experiencia para interpretar los
resultados. El ELISA es econdmico, cuantitativo y se puede automatizar, lo que hace posible el andlisis de gran
numero de sueros. La sensibilidad y especificidad de la AGID y del ELISA depende de la cepa de virus usada en
la prueba, de la preparacion del antigeno virico y de la prueba estandar de comparacién. Los analisis de
inmunotransferencia tipo Western y/o la radio-inmunoprecipitacion son los estandares de comparacion para
establecer la sensibilidad y especificidad de las nuevas pruebas AGID y ELISA.

2.1. Inmunodifusién en gel de agar

Hay dos antigenos viricos de MV y de AEC que son importantes en serologia, una glicoproteina
superficial de la envoltura virica denominada SU o gp135 y una proteina interna de la nucleocapsida
llamada CA o p38. Ambas se conservan en una preparacion antigénica constituida por medio recogido
de cultivos celulares infectados que se concentra aproximadamente 50 veces por dialisis con polietilén
glicol. Como ejemplo, para la prueba AGID se utiliza en Estados Unidos la cepa WLC-1 del virus de
MV? (Cutlip et al., 1977) y en Canada una cepa de MV canadiense de campo para la misma prueba
(Simard & Briscoe, 1990b).

Es importante reconocer que la sensibilidad de la prueba AGID para detectar anticuerpo anti-VAEC
depende tanto del antigeno empleado como de la cepa del virus (Adams & Gorham, 1986; Knowles et
al., 1994). Se ha demostrado que una prueba AGID con gp135 de VAEC aporta mas sensibilidad que

1 Este virus ha sido distribuido por el Dr. Howard Lemkuhl, National Animal Disease Center, United States Department of
Agriculture, P.O. Box 70, Ames, lowa, EE.UU.
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2.2,

una prueba AGID con p28 de VAEC (Adams & Gorham, 1986). Ademas, se ha comprobado que en
comparacién con la radio-inmunoprecipitacion, la sensibilidad de la prueba AGID para anticuerpos
anti-VAEC es 35% mayor con antigeno de VAEC que con antigeno de MV (Knowles et al., 1994). La
explicacion mas probable para esta diferencia en sensibilidad entre el antigeno de los virus de AEC y
MV para detectar anticuerpos anti-VAEC es que aunque la prueba de radio-inmunoprecipitacion
requiere solo la uniéon de un Unico epitopo por el anticuerpo para dar un resultado positivo, la
precipitacion en gel de agar requiere multiples interacciones entre epitopo-anticuerpo. Pese a que los
virus de la MV y la AEC tienen una identidad del 73—-74.4 % en la secuencia de nucleétidos del gen de
la envuelta, esta identidad puede no ser bastante para producir suficiente anticuerpo contra epitopos
mutuamente comunes de NV y VAEC ocasionando lineas indetectables de precipitina
antigeno/anticuerpo usando el antigeno del virus MV. Cuando se utiliza el antigeno apropiado, la
eficacia de la prueba AGID es elevada. En comparacién con la inmunoprecipitacién, la AGID para
detectar anticuerpos anti-VAEC tiene un 92% de sensibilidad y un 100% de especificidad si se utiliza
antigeno de VAEC (Knowles et al., 1994). Ademas, la AGID para detectar anticuerpo anti-VMV, si se
usaba antigeno VMV, tuvo un 99,3 y 99,4% de sensibilidad y especificidad, respectivamente.

En ovejas adultas infectadas persistentemente con VMV y en cabras infectadas con VAEC, la
respuesta de anticuerpos inmunoprecipitantes predominantes que se detecta va dirigida contra el
antigeno gpl135. La respuesta anti-p28 se presenta por lo general a titulos inferiores que la respuesta
anti-gp135 en pequefios rumiantes adultos infectados persistentemente usando inmunoprecipitacion.
En algunas cabras infectadas con VAEC hay evidencias que sugieren que en una proporcion de
individuos se produce una respuesta anti-gp135 en ausencia de una respuesta anti-p28 y viceversa
(Rimstad et al., 1994). Por tanto, para validar la prueba, se necesitan sueros estandar que produzcan
tanto lineas de precipitado anti-gp135 como anti-p28.

El medio de gel es 0,7-1% de agarosa en tampén Tris 0,05 M, pH 7,2, con 8% de NaCl. La prueba se
realiza en placas Petri 0 en bandejas de plastico de 10 cm2. La disposicion y el tamafio de los pocillos
determinan el nimero de sueros probados por placa. Se pueden adoptar varias disposiciones pero la
hexagonal con un pocillo central es la normal: por ejemplo, un modelo con pocillos periféricos grandes
(5 mm de didmetro) y pequefios (3 mm de didmetro) alternados, separados entre si 2 mm y separados
2 mm de un pocillo central de 3 mm de diametro con el antigeno. Los pocillos periféricos grandes son
para los sueros problema y los pequefios para los sueros estandar. En cada prueba debe incluirse
también un control positivo débil. Las placas se incuban durante una noche a 20—25°C en una camara
himeda y se examinan después para observar las lineas de precipitado. Si es necesario, las placas
pueden incubarse a 2-8°C durante otras 24 horas para resaltar las lineas de precipitina.

Una consideracion importante es la necesidad de personal experimentado para interpretar la AGID. La
interpretacion de los resultados depende del antigeno utilizado. En Adams et al., 1983 se pueden
encontrar ejemplos de AGID con diferentes preparaciones antigénicas y una guia para la
interpretacion de los resultados.

Enzimoinmunoanalisis

En la actualidad hay mas de 30 ensayos ELISA descritos para detectar anticuerpos anti-VMV o anti-
VAEC en sueros de ovejas o cabras, respectivamente (Deandres et al., 2005). La mayoria de estos
ELISA son indirectos (I-ELISA) aunque hay descritos tres ELISA de competicion (C-ELISA) en los que
se utilizan anticuerpos monoclonales (Herrmann et al., 2003; Houwers & Schaake, 1987). La mitad de
los I-ELISA utilizan preparaciones de virus enteros como antigenos mientras que la otra mitad
emplean proteinas recombinantes y/o péptidos sintéticos como antigenos. Unos cuantos I-ELISA
muestran alta sensibilidad y especificidad frente a un estandar de comparacion, analisis tipo Western o
radio-inmunoprecipitacion (Rosati et al., 1994; Saman et al., 1999). En USA, en comparacion con la
radio-inmunoprecipitacion, un C-ELISA muestra elevada sensibilidad y especificidad tanto en ovejas
como en cabras, sugiriendo que esta prueba puede usarse para el control de VMV y VAEC (Herrmann
et al., 2003). En algunos paises europeos se ha usado durante afios el ELISA en proyectos de control
y erradicacion del VMV y del VAEC en cabras (Motha & Ralston, 1994; Pépin et al., 1998); la AGID es
util para confirmar resultados positivos en el ELISA debido a su alta especificidad.

Las preparaciones de antigenos de virus completos se producen por centrifugacion diferencial de
sobrenadantes de cultivos celulares infectados y por tratamiento del virus purificado con detergente, y
se utilizan para recubrir microplacas (Dawson et al 1982; Simard & Briscoe, 1990a; Zanoni et al 1994).
Las preparaciones de virus completos deben contener tanto gpl35 como p28. Los antigenos
recombinantes o los péptidos sintéticos se producen generalmente a partir de segmentos completes o
parciales de los genes gag o envelope y pueden usarse en combinacion (Power et al 1995; Rosati et
al 1994; Saman et al 1999). Asi, los productos recombinantes de los genes gag o envelope unidos con
la proteina de fusién glutation-S-transferasa y producidos en Escherichia coli constituyen una fuente
constante de antigeno para distribucion y estandarizacién internacional.
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La técnica ELISA puede aplicarse también al calostro y a la leche y algunos estudios han evaluado
suero pareado y muestras de leche, Como el calostro y la leche son fuente de transmisién del VAEC,
el ensayo de muestras de leche para la deteccion de anticuerpos anti-VAEC o anti-VMV no suministra
informacién temporal adecuada para evitar la transmision, especialmente a la descendencia de la
gestacion inmediata.

El ELISA se realiza a temperatura ambiente (aprox. 25°C) y es facil de realizar en laboratorios con un
equipamiento adecuado (lector de microplacas) y reactivos. Es una técnica conveniente y cuantitativa
para andlisis a gran escala ya que es fiable para demostrar anticuerpos frente a lentivirus de pequefios
rumiantes (LVPR) en ovejas y cabras. Requiere un antigeno relativamente puro. Una desventaja de
varios ELISA es que no se han validado frente a un estandar de comparacion como la
inmunotransferencia tipo Western o la radio-inmunoprecipitacion. EI método analitico debe validarse
de acuerdo con el Capitulo 1.1.6 Principios y métodos de validacién de las pruebas de diagnodstico de
las enfermedades infecciosas usando un estandar de comparaciéon como los antes indicados y, hasta
la fecha, solo un ELISA ha superado las pruebas realizadas con estos estandares (Zanoni et al.,
1994).

En el I-ELISA, se antigenan los pocillos de la microplaca. Se afiaden a los pocillos muestras de suero
diluido que reaccionan con los antigenos unidos al soporte sélido. El material no unido se elimina por
lavados después de un tiempo de incubacion adecuado. El conjugado (por ejemplo, Ig anti-rumiante
marcada con peroxidasa) reacciona con los anticuerpos especificos unidos al antigeno y el conjugado
que no reacciona se elimina por lavados después de un tiempo de incubacién adecuado. Después se
afiade substrato del enzima. La velocidad de conversion del substrato es proporcional a la cantidad de
anticuerpos unidos. La reaccion se detiene después de un tiempo adecuado y el color desarrollado se
mide espectrofotométricamente. Una desventaja del I-ELISA es que normalmente los sueros necesitan
diluirse 1/50 o mas para disminuir el nimero de falsos positivos.

En un C-ELISA para LVPR se han utilizado MAb especificos para capturar gp135 o p28 como
antigenos (Frevereiro et al., 1999; Herrmann et al., 2003; 2003b; Houwers & Schaake, 1987; Ozyoruk
et al., 2001). El C-ELISA supera el problema de la pureza del antigeno, ya que la especificidad de esta
prueba depende del epitopo del MAb. En C-ELISA, las muestras de suero con anticuerpos anti-LVPR
inhiben la uniéon del MAb marcado enziméaticamente al antigeno de LVPR fijado a los pocillos de
plastico. La union del MAb marcado enziméticamente se detecta afiadiendo el substrato del enzima y
cuantificando la aparicién del consiguiente producto coloreado. Un color fuerte indica un bloqueo
escaso o inexistente de la union del MAb marcado con enzima y, por tanto, la ausencia de anticuerpos
contra LVPR en las muestras de suero. Por el contrario, un color débil debido a la inhibiciéon de la
union del MAb marcado enziméticamente con el antigeno de la fase soélida, indica la presencia de
anticuerpos contra LVPR en las muestras de suero. El formato del C-ELISA requiere que los
anticuerpos del suero se unan al epitopo especificos del MAb o a su estrecha proximidad.

2.2.1. Materiales y reactivos

Placas de microtitulacion con 96 pocillos de fondo plano, antigenadas previamente o de forma
reciente con antigeno LVPR; lector de microplacas (equipado con filtros de 405, 450, 490 y
620 nm); incubador a 37°C con humedad; pipetas de 1-, 8- y 12-canales con puntas de plastico
desechables; agitador de microplacas (opcional); frigorifico; congelador.

Sueros control positivos y negativos; conjugado (por ejemplo, anti-inmunoglobulina de rumiante
marcada con peroxidasa); diluyente concentrado 10 veces (por ejemplo, solucién salina
tamponada con fosfato/Tween); agua destilada; solucién de lavado concentrada 10x; substrato
o cromégeno (por ejemplo, ABTS [&cido 2-2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico)] o TMB
[3, 3, 5, 5’-tetrametilbenzidina]); solucidn de parada (por ejemplo, detergente, acido sulfurico).

2.2.2. ELISA indirecto: procedimiento analitico

i) Diluir las muestras de suero, incluyendo los sueros control, hasta la dilucion apropiada
(por ejemplo, 1/20) y distribuir 0,1-0,2 ml por pocillo (por duplicado en ELISA bifasico).
Utilizar los sueros control positivo y negativo suministrados por el fabricante y un suero
interno del laboratorio como referencia positiva para comparar los titulos entre pruebas
diferentes.

ii)  Cubrir la placa con tapadera e incubar a temperatura ambiente o a 37°C durante 30—
90 minutos. Vaciar el contenido y lavar tres veces con solucion de lavado a temperatura
ambiente.

iii)  Afadir a los pocillos la dilucion apropiada de conjugado recién preparado (0,1 ml por
pocillo). Cubrir cada placa e incubar como en el paso ii. Lavar de nuevo tres veces.
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iv)  Afadir a cada pocillo 0,1 ml de solucidén cromogénica de substrato recién preparada o lista
para el uso (por ejemplo, ABTS en tampén citrato fosfato, pH 5,0, y soluciéon de H20:2 al
30% [0,1 pl/ml]).

v) Agitar la placa; después de incubar, detener la reaccion con solucién de parada (por
ejemplo, afiadiendo 0,1 ml de acido sulfdrico a cada pocillo).

vi) Leer la absorbancia de cada pocillo con el lector de microplacas a 405 nm (ABTS) o 450—
620 nm (TMB). Los valores de absorbancia se emplean para calcular los resultados.

vii) Interpretacion de los resultados

En los kits comerciales, las interpretaciones y los criterios de validacién se suministran
con el kit.

Deben establecerse y validarse criterios de interpretaciéon para cada prueba y reactivo
utilizados en el laboratorio. A continuacion, se muestra un ejemplo:

Calcular la absorbancia media (Ab) de la muestra de suero y de los sueros control positivo
(Abpos) y negativo (Abneg) y, para cada suero, calcular el porcentaje:

Ab - Abneg

Abpos - Abneg x100

Si una muestra problema tiene una absorbancia media <30% se considera negativa, si
tiene una absorbancia del 30-40% se considera ambigua, y si la tiene >40% se considera
positiva.

2.2.3. ELISA de competicién: procedimiento analitico

i)  Afadir a placas antigenadas 0,05 ml de suero sin diluir y de controles positivos y
negativos.

i) Incubar 1 hora a temperatura ambiente.
iii) Vaciar la placay lavarla tres veces con solucion diluida de lavado.

iv)  Afadir a cada pocillo 0,05 ml de conjugado diluido de anticuerpo-peroxidasa. Mezclar bien
e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

v)  Después de incubar 30 minutos, vaciar la placa y repetir el proceso de lavado descrito en
el paso iii.

vi) Afadir a cada pocillo 0,05 ml de solucién de substrato (por ejemplo, TMB). Mezclar, tapar
la placa con papel de aluminio. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. No
vaciar los pocillos.

vii) Afadir a cada pocillo 0,05 ml de solucién de parada. No vaciar los pocillos.

viii) Inmediatamente después de afiadir la solucién de parada, leer la placa con un lector de
placas (a 620, 630 o 650 nm).

ix) Interpretacion de los resultados

Deben establecerse y validarse criterios de interpretacion para cada procedimiento y
reactivo utilizados en el laboratorio. A continuacion, se muestra un ejemplo:

Célculo: % de inhibicion = 100 — [(Ab de la muestra x 100)/ Ab media del control
negativo)].

Para cabras, si una muestra problema causa una inhibicion > 33,2 % es positiva; si causa
una inhibicion < 33,2% es negativa. Para ovejas, si una muestra problema causa una
inhibicion > 20,9%, es positiva; si causa una inhibicidn < 20,9%, es negativa.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

No se dispone de vacunas.
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NB: EL CAPITULO SOBRE ARTRITIS/ENCEFALITIS CAPRINA SE ADOPTO POR PRIMERA VEZ EN 1990; EL CAPITULO SOBRE
MAEDI-VISNA SE ADOPTO POR PRIMERA VEZ EN 1989. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2017.
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