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INTRODUCCION
Los virus visna maedi (VMV) y de la artritis encefalitis caprina (CAEV) forman un Unico grupo
denominado Lentivirus de Pequefios Rumiantes (Small Ruminant Lentiviruses, SRLV) que
afecta a ovinos y caprinos (Zanoni, 1998). En Europa, los SRLV son endémicos y su efecto
econdmico es innegable debido a la reduccidén de la productividad animal, disminucion de la
fertilidad, del numero de corderos, del peso al nacer y en el engorde y de la calidad de la
carne (Keen et al., 1997). En Espafia la enfermedad se encuentra ampliamente distribuida y
su prevalencia es media alta. La presencia del virus se ha detectado alla donde se ha
explorado, estudios que comprenden la zona sur de Navarra y La Rioja (Lujan et al., 1993),
Aragon, Euskadi y Ledn indican una amplia distribucion de la infeccién (Minguijon et al.,
2015).
Tras las primeras caracterizaciones genéticas, los SRLV actualmente se dividen en 5 grupos
genéticos (genotipos del A al E) que difieren hasta aproximadamente en un 40% de su
secuencia nucleotidica, basandose en los segmentos largos gag-pol de su genoma
(Ramirez et al., 2013). Ademas, dentro de cada genotipo viral se pueden diferenciar
subgrupos que difieren en un 15% de su secuencia. Concretamente, los grupos
predominantes del genotipo A, estirpes clasicas tipo VMV, se subdividen en 15 (A1-A15) y el
grupo B, estirpes de CAEV, en 3 (B1-B3), mientras que el genotipo C aun no presenta
subtipos y el E comprende dos subtipos (E1- E2).
Dentro de los genotipos predominantes, el subtipo 3 del genotipo B, el menos heterogéneo,
es uno de los ultimos que se han descrito y esta formado por las estirpes italianas Fonni y
Volterra (Bertolotti et al., 2011). Los estudios realizados hasta ahora han mostrado fuertes
vinculos epidemiolégicos en la cuenca mediterranea. Ejemplos de estos vinculos se
proporcionan a partir de los genotipos By E.
El presente estudio muestra por primera vez la presencia de infeccion por SRLV en las Islas
Baleares debida a estirpes procedentes o bien de brotes descritos en la Peninsula Ibérica
(Glaria et al., 2009; Glaria et al., 2012; Pinczowski et al., 2017) o bien circulantes en la isla
de Cerdefa (Bertolotti et al., 2011).
El aislamiento geografico relativo de los sistemas de produccion ganadera en zonas como la
isla de Mallorca, requiere de una especial vigilancia epidemioldgica para evitar la aparicion
de la enfermedad, en poblaciones animales que se enfrentan a variantes virales exoticas.

MATERIAL Y METODOS
Se han analizado un total de 277 animales pertenecientes a distintas explotaciones de la
zona este de la isla de Mallorca, se han obtenido muestras de sangre total que tras
centrifugacion se separaron en plasma y buffy coat que se recogié en PBS y se sometio a
centrifugacion en gradiente de Lymphoprep (d=1,077; Nycomed), para la obtencién de
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs).
Mediante diagnostico serolégico, las muestras de plasma se analizaron con un test
comercial (Eradikit Screening, In3Diagnostic) basado en la deteccién de los anticuerpos
reactivos frente a proteinas del core viral, junto con la proteina transmembrana codificadas
por distintos genotipos de SRLV. Tras el primer analisis, se analizaron los sueros con otro
test (Eradikit Genotyping) capaz de detectar el virus infectante entre los genotipos A, By E.
Tras la extraccion de ADN de los PBMCs, se realizaron reacciones de amplificacion con
cebadores descritos en la literatura, de la mayoria de los animales incluidos en el estudio
serolégico. Los amplicones de la talla esperada se purificaron y se clonaron en plasmidos
(pJET, Thermo) para su posterior secuenciacion (StabVida). Se secuenciaron tres clones
empleando el cebador pJETFw (Thermo).
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RESULTADOS Y DISCUSION
En el 82% de los rebafios se encontraron animales seropositivos por lo que al igual que en
otras zonas geograficas de nuestro pais, la seroprevalencia frente a los SRLV es muy
elevada. Intra-rebafio la seroprevalencia varia entre el 9 y el 40%, dentro de los valores
descritos en la literatura.
Tras la primera clasificacion serolégica, empleamos un kit capaz de determinar el genotipo
infectante en el animal (ELISA Genotyping) hallando un 5,6% de sueros reactivos frente al
genotipo E, un 9% frente al A, un 66% frente al genotipo B y un 18% con resultados
positivos no atribuibles a ninglin genotipo en concreto o negativos. Los resultados no
atribuibles a ningun genotipo podrian corresponder a dobles infecciones. Sin embargo, los
negativos reflejan la menor sensibilidad del kit Genotyping en comparacién con el Screening
que incluye mas epitopos. La presencia de genotipo E hasta el momento tan solo se ha
descrito en caprinos de Italia, concretamente en la Regiéon Piemonte y en Cerdefia (Reina et
al., 2010; Reina et al., 2009). La reaccién serolégica frente a antigenos del genotipo E en
Mallorca podria también indicar la presencia de genotipos divergentes propios de la isla, que
guarden cierta similitud con el ancestral genotipo E.
El andlisis por PCR indico6 la presencia de infeccién en el 64% de los rebafios incluidos en el
analisis. Al igual que con el ELISA, la presencia de animales positivos por PCR intra-rebafio
fue inferior. Individualmente la PCR resulté ser menos sensible que el ELISA. La baja carga
viral presente en los animales infectados y/o la heterogeneidad de las estirpes circulantes en
la zona de unién de los cebadores, pueden explicar esta menor sensibilidad de la PCR. Sin
embargo, se detectaron animales positivos entre los seronegativos, por lo que se confirma el
valor afiadido de la PCR en el diagnéstico de los SRLV.
La secuenciacion de las estirpes amplificadas por PCR indicé que al menos los genotipos A
y B circulan actualmente en la poblacién ovina de la isla de Mallorca, siendo el genotipo B el
predominante en un 80% de las muestras. Dentro del genotipo B el 83% de las secuencias
correspondieron al subtipo B3, cuya presencia se habia limitado hasta el momento a la isla
de Cerdena (Bertolotti et al., 2011). La comparacion con las secuencias B3 descritas en
Italia muestra una gran similitud en los epitopos inmunodominantes responsables de la
reaccion en el ELISA screening. Sin embargo, existen diferencias en otras regiones del
genoma indicando una evolucion particular en Mallorca que las sitia en un cluster
diferenciado. El estudio filogenético ha datado el ancestro comun mas probable hace 15-20
afios. Un estudio en profundidad de los intercambios comerciales entre ambas islas podria
esclarecer definitivamente el origen del genotipo B3 en Mallorca.
Aunque presentes en un bajo porcentaje, el estudio de las secuencias halladas
pertenecientes a los genotipos A y B2 indicaron la presencia de las estirpes 697 (genotipo A)
y Ov496 (genotipo B2) muy probablemente procedentes de los brotes descritos en la
peninsula.
Sin duda uno de los factores que moldea la evolucién de los virus es el hospedador, frente a
todo el abanico filogenético de los SRLV las estirpes del genotipo B3 prevalecen en dos
poblaciones ovinas pertenecientes a un tronco genético comun.
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Figura 1. Arbol filogenético en el que se agrupan las nuevas secuencias obtenidas con las
descritas en la literatura. En la parte superior se muestran las secuencias del genotipo B
(cédigo CS, SA y SV) y en la inferior las del genotipo A (cédigos CS y CM).

TITLE: MOLECULAR EPIDEMIOLOGY AND GEOGRAPHICAL DISTRIBUTION OF SRLV
IN THE MEDITERRANEAN

ABSTRACT: The small ruminant lentiviruses (SRLV) include visna maedi (VMV) and caprine
arthritis encephalitis virus (CAEV) and are widely distributed across the world. SRLV are now
divided into 5 genotypes (A-E) being genotypes A and B worldwide distributed, whereas
genotypes C and E are geographically restricted so far. Serological screening and serotyping
of the circulating SRLV strains demonstrated the presence of the infection for the first time in
Mallorca Island. PCR and sequencing further confirmed these results and highlighted the
prevalent presence of the B3 subgroup only described in Italy until now. The timing of the
most recent common ancestor, between B3 sequences from Sardinia and Mallorca islands
was 15-20 years ago, indicating a possible transmission likely through animal trade.
Similarly, strains previously isolated from arthritis and encephalitis high-impact outbreaks in
the Iberian Peninsula were detected in Mallorca.

Serological surveillance of incoming animals is essential in controlling SRLV infection in
order to avoid the spreading of infection and the disease onset, especially important in an
epidemiologically uncharacterized isolated area.
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