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Resumen: Arteritis Viral Equina (AVE) ocasiona infecciones, en su mayoria subclinicas, pero
puede causar abortos y enfermedad respiratoria. Los ORF5 y ORF6 del virus codifican las
proteinas de envoltura GP5 y M cuya interaccién es critica para la infectividad y expresién
de determinantes antigénicos del virus. Existe un solo serotipo de AVE, aunque hay variabi-
lidad entre aislamientos de regiones geogrdficas diferentes, sobre todo a nivel del ORF 5. En
Argentina se realizaron 5 aislamientos en 2001, 2002 y 2007. En este trabajo se caracteri-
zan y comparan entre si nuevas secuencias de virus de arteritis obtenidas de muestras de
semen de archivo con las 5 cepas Argentinas. En el andlisis de identidad, se evidencia que
las secuencias LPO2/R, LPO2/C, LPO2/P, LT-LP-ARG, RO-LP-ARG y RZ-LP-ARG resultaron
las mads similares entre si (99%) mientras que las secuencias RO-LP-ARG y LT-LP-ARG tienen
100% de identidad. En el drbol filogenético, todas las secuencias a excepcion de LPO1 for-
man un tnico cluster. La secuenciacion de esta porcién del genoma permite determinar las
caracteristicas moleculares de las cepas circulantes en Argentina, aunque en estudios futuros
deberia determinarse si estas variaciones son responsables de las diferencias de tropismo,
antigenicidad y virulencia de las cepas.
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RT-PCR IN SEMEN SAMPLES BELONGING TO POSITIVE
HORSES TO EQUINE ARTERITIS VIRUS: ANALYSIS OF
NEW ARGENTINEAN SEQUENCES

Abstract: Equine arteritis virus causes subclinical infections characterized by respiratory
disease, abortion or pneumonia. The interaction of proteins GP5 and M, codified on ORF 5
and 6, respectively, is critical for infectivity. Only one serotype of EAV is described although
variations between isolates from different geographic regions exist. In Argentina 5 EAV
strains were isolated in 2001 (LPO1 strain) in 2002 (LPO2/R, LPO2/C and LP02/P) and in
2007 (LT-LP-ARG strain). In this work we compare and characterize new sequences of EAV
obtained from 3 archive semen samples together with the Argentinean strains. LPO2/R,
LP0O2/C, LPO2/P, LT-LP-ARG, RO-LP-ARG and RZ-LP-ARG showed 99% homology by se-
quences identity, meanwhile RO-LP-ARG and LT-LP-ARG have 100% identity. Phylogenetic
tree analysis identified one cluster including LPO2 /R, LPO2 /P, LPO2/C, LT-LP-ARG, RO-LP-
ARG, RZ-LP-ARG and KB-LP-ARG. The results obtained allowed us to determine molecular
characteristics between the Argentinean strains. Further studies will be needed in order to
determine if the variations found are responsible for antigenicity, tropism and virulence.
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INTRODUCCION

Arteritis Viral Equina (AVE) es una enfer-
medad caracterizada por trastornos respiratorios
en adultos, abortos y neumonia en potrillos [1]. Si
bien la mayoria de la infecciones son subclinicas,
un alto porcentaje de los padrillos se transforman
en portadores persistentemente infectados que
eliminan virus en semen por periodos variables
[2]. El genoma del virus de la Arteritis Equina
(VAE) esta formado por una molécula de ARN
de polaridad positiva de aproximadamente 12,7
kb que incluye 9 marcos abiertos de lectura
(ORF), que codifican entre otras, 7 proteinas
estructurales, denominadas E, GP2, GP3, GP4,
GP5, M y N, localizadas en los ORF 2 ay 2 b, 3,
4, 5, 6, y 7 respectivamente [3]; [4]. A excepcion
de la proteina N, las demas estan localizadas en
la envoltura viral, de las cuales, las principales
son: la GP5, glicoproteina mayor de la envoltura,
y la proteina M. Ambas forman un heterodimero
unido por puentes disulfuro resultando critica
su interaccion para la infectividad y la expresion
de los determinantes antigénicos de la particula
viral [5]; [6]. Aunque existe un solo serotipo de
VAE, se ha informado que existe variabilidad
entre aislamientos de distintas regiones geogra-
ficas mediante la comparacién de las secuencias
que codifican principalmente para las proteinas
M, N y GP5 [7]; [8]. Esta variabilidad existente
en la poblacion viral, podria ser la responsable
de la diferencias en el tropismo, antigenicidad y
virulencia entre las distintas cepas aisladas. En
Argentina, el primer aislamiento de VAE denomi-
nado LPO1 se realiz6 en 2001 [9], mientras que
en el 2002 se realizaron 3 nuevos aislamientos
denominados LPO2/R, LP02/Cy LP02/P. La cepa
aislada en el 2001 como las aisladas en el 2002
provenian de dos establecimientos distintos,
ambos con alta prevalencia de anticuerpos pero
sin signos clinicos aparentes de enfermedad [10].
La cepa LT-LP-ARG fue un nuevo aislamiento
realizado en 2007 y estudios previos demuestran
que podria ser la linea parental que dio origen al
resto de las cepas Argentinas [11]. Las evidencias
experimentales muestran que las cepas aisladas
en Argentina tienen diferente patrén de neutra-
lizacion ya que la cepa de referencia Americana
CVDLS, utilizada en los test diagnésticos por
nuestro laboratorio, es neutralizada en menor
medida por antisueros heterologos (Echeverria,
comunicacién personal).

Se describe en la bibliografia que el VAE es
relativamente sencillo de obtener a partir de la
inoculacién de cultivos celulares con muestras de
semen de padrillos serolégicamente positivos. De
no ser posible recuperar viriones de las muestras
inoculadas, debido a la pérdida de infecciosidad
por dificultades en la toma de la muestra, su
almacenamiento y/o su transporte, se acepta la
deteccion de ARN viral como diagnoéstico positivo

de AVE [12].

Se describe al ORF 5 como uno de los
mas variables del genoma de VAE y es por ese
motivo que es uno de los mas estudiados para
hallar diferencias entre las cepas [12]; [13]; [14].
Asimismo en el ORF 5 se identificaron 3 regiones
variables comprendidas entre los aminoacidos 61
y 121 (V ), entrelos 141y 178 (V,) y entre los 202
y 222 (V,) [7]. Los datos que se presentan en este
estudio caracterizan y comparan entre si secuen-
cias de VAE obtenidas a partir de muestras de
semen de archivo, de animales seropositivos con
aislamiento viral negativos, de padrillos localiza-
dos en los dos Haras de donde fueron aisladas
las primeras cepas virales en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS DE SEMEN DE ARCHIVO:

Se analizaron 8 muestras de semen per-
tenecientes a 8 padrillos positivos a AVE, que
llegaron a nuestro laboratorio entre 2000 y 2002.
En el momento de arribo, las muestras fueron
procesadas para aislamiento viral, resultando
negativas de acuerdo a la metodologia interna-
cional. De estas 8 muestras de semen, 4 de ellas
denominadas PT, TF, LN y RO pertenecian a pa-
drillos alojados en el Haras A, mientras que las 4
restantes pertenecian a los padrillos RZ, CD, KB
y PL alojados en el Haras B. Ambos Haras estan
situados en la Provincia de Buenos Aires y poseen
animales de salto y otros deportes. En ambos
establecimientos se determiné una alta prevalen-
cia de anticuerpos contra AVE, pero los equinos
no presentaron signos clinicos detectables. Sin
embargo, las cepas virales anteriormente descrip-
tas fueron aisladas de ambos establecimientos:
LPO1 del Haras A mientras que LPO2 /P, LPO2/R
y LP02/C del Haras B.

CEPAS VIRALES ARGENTINAS:

Las secuencias de las 5 cepas virales ais-
ladas en Argentina utilizadas en este estudio
comparativo fueran registradas en el banco de
datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank/) bajo los siguientes ntiimeros de ac-
ceso: LPO1 (DQ435439); LPO2/R (DQ435440);
LP02/C (DQ435441); LPO2/P (DQ435442); LT-
LP-ARG (EU622859) [10]; [11].

EXTRACCION DE ARN VIRAL Y
RT-PCR:

Las muestras de semen se descongelaron
del archivo y centrifugaron a 10.000 rpm para
obtener al menos 500 ul de plasma seminal.
El ARN total fue extraido con Trizol (Invitrogen
Corporation), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante, y luego fue precipitado con iso-
propanol y resuspendido en agua. Cinco (5) ul
de ARN fueron usados para sintesis de ADNc,
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mediante el agregado de transcriptasa rever-
sa (MMLV Moloney Murine Leukemia Virus) y
hexameros al azar (retrotranscripcion). Para la
amplificacién por PCR a partir del ADNc, se uti-
liz6 el siguiente par de primers especifico para el
ORF 5: GL105F 5’ GCTGACGGATCGCGGCGT-
TATT 3’ (posicion 11250-11271), y GL673R 5’
ATAGTGGGCCTACCTGGGACTAA 3’ (posicion
11840-11818). Se realizaron 35 ciclos de 94° C
457, 60° C 1’y 72 °C, 90” [15]. Cada producto
de PCR fue examinado en geles de agarosa al 2
%, teniidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y
observados bajo luz ultravioleta.

SECUENCIACION:

Previamente, los productos de PCR fueron
purificados por precipitacién con polietilenglicol
(PEG 20%, NaCl 2,5 mM), y cuantificados en gel
con estandar de peso molecular conocido. Se rea-
liz6 secuenciacion directa, utilizando el siguiente
par de primers internos: CR2 5’ GCCAATTTGCT-
GCGATATGATGA 3’ (posicion 11272-11294), y
EAV32 5" TGGGCCTACCTGGGACTAACAAC 3’
(posicién 11836-11814) [14]. Ambas cadenas de
cada amplicon fueron secuenciadas en forma
automatizada por el método dye-terminator en
equipo Mega BACE™ 1000 en el Servicio de Se-
cuenciacion del IGEVET (FCV-UNLP).

ANALISIS FILOGENETICO:

El analisis de las secuencias se realizd
con programas disponibles en la web: CLUSTAL
W [16] y por medio del programa MEGA version
4 [17] y DNAstar, se construyeron los arboles
filogenéticos por el método de Neighbor Joining
[18] usando el test de “bootstrap” con 1000 ite-
raciones [19].

RT-PCR en semen de equinos positivos a AVE

RESULTADOS
EXTRACCION DE ARN Y RT-PCR:

Usando como molde ARN extraido de cada
una de las muestras analizadas, se realiz6 la
sintesis de ADNc, con los cuales se realizé la PCR
con los primers GL105F y GL673R obteniendo un
producto de 591 pares de bases, con las mues-
tras RO, KB y RZ. La obtencién del producto del
tamano esperado luego de la amplificacion, per-
mitié corroborar la presencia de ARN especifico
de VAE en las muestras de semen analizadas
(Figura 1).

FIGURA 1: amplificacién de ORF 5 parciales (591
pb) a partir de ARN de semen de padrillos RO,
RZ y KB. Las cepas de VAE Argentinas LPO1 y

LT-LP-ARG fueron utilizadas como control.
FIGURE 1: PCR products of partial ORF 5 (591 bp) obtained
from semen of stallions RO, RZ and KB. The Argentinean LPO1
and LT-LP-ARG strains were used as control.

591 pb

1= LPO1; 2= LT-LP-ARG; 3=RO; 4=RZ; 5=KB; L marcador
de 100 pb

TABLA 1: Porcentajes de identidad nucleotidica (diagonal superior) y ami-
noacidica (diagonal inferior) sobre un total de 519 nucleétidos y 172 aminoa-
cidos respectivamente, y entre las secuencias del ORF 5 de los aislamientos
Argentinos del VAE. Los valores de identidad se calcularon mediante el

programa CLUSTAL W

TABLE 1: Pairwise nucleotide identity (upper right) and amino acid (lower left) from a total of
519 and 172 respectively, of 8 Argentinean EAV based on ORF 5 sequences. The identity was

obtained using CLUSTAL W

LPO1

LPO1 94,6 95,0 95,2
LPO2/R 95,9 99,2 99,0
LPO2/C 96,5 98,3 99,4

LPO2/P 96,5 98,3 98,8
LT-LP-ARG 96,5 99,4 98,8 98,8
RO-LP-ARG 96,5 99,4 98,8 98,8
RZLP-ARG 96,5 98,8 98,3 98,8
KB-LP-ARG 9438 97,7 97,1 97,1

LPO2/R LPO2/C LPO2/P LTLP-ARG ROLPARG RZ-LPARG KB-LP-ARG

95,2 95,2 94,6 94,4
99,4 994 99,2 98,7
99,4 99,4 99,2 98,7
99,2 99,2 99,0 98,5

100,0 99,4 99,2
100,0 99,4 99,2
99,4 994 98,7
98,3 98,3 97,7
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FIGURA 2: Arbol filogenético que muestra las re-
laciones entre las secuencias argentinas del Virus
de Arteritis Equina (VAE). Los numeros sobre las
ramas indican los valores del test de Bootstrap
(con 1000 iteraciones) y 2 parametros de Kimura
para ese nodo. La cepa americana NC0O02532 fue

utilizada como grupo externo (OG)

FIGURE 2: Phylogenetic tree showing the relationships among
ORF 5 Argentinean EAV nucleic acid sequences. Numbers
on branchs indicate Bootstrap values (1000 iterations) and
Kimura-2 parameters. American NC002532 strain was used
as outgroup
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ANALISIS DE SECUENCIAS:

La secuencia completa del ORF 5 compren-
de 768 nucleétidos (posiciones 11146 -11913 del
genoma viral). La secuenciacién con los primers
internos permitié obtener un fragmento de 519
nucleo6tidos dentro del ORF 5. En el analisis se
observaron solamente sustituciones nucleotidi-
cas, sin deleciones ni inserciones. Las secuencias
de nucleotidos de los productos del ORF 5 de
cada una de las muestras de semen analizadas
en este estudio fueron registradas en la base de
datos GenBank (www.ncbi.nih.gov/Genbank) con
los siguientes numeros de acceso: RO-LP-ARG
EU622862; RZ-LP-ARG EU622861; KB-LP-ARG
EU622860. Del analisis de nucleétidos de la
tabla 1 puede observarse que sélo alrededor del
6% de los sitios son variables entre secuencias
(que involucran 29 cambios nucleotidicos en
total). Sin embargo, las secuencias de LPO2/C y
LPO2/R sélo difieren en 3 posiciones de nucleo-
tidos. La identidad de mas del 99% entre pares
de secuencias evidencia que los aislamientos
LPO2/R, LPO2/C, LPO2/P, LT-LP-ARG, RO-LP-
ARG y RZ-LP-ARG como los mas similares entre
siy que las secuencias RO-LP-ARG y LT-LP-ARG
tienen 100% de identidad. LPO1 presenta la ma-
yor divergencia entre todas (menos del 96%). Las
mayores diferencias ocurren entre la cepa LPO1
y el resto de las secuencias Argentinas (Tabla 1).
La traduccién a aminoacidos (172 de 255 tota-
les) reflej6 que las sustituciones nucleotidicas
involucraron 9 cambios de aminoacidos dentro

de las regiones variables, (~5%) entre las cepas
Argentinas y las nuevas secuencias descriptas.
Siete de estos cambios ocurren dentro de la region
V,, mientras que 1 ocurre en la V, y el ultimo en
laVv,.

Las diferencias y similitudes entre las se-
cuencias analizadas se reflejan en el arbol filo-
genético de la Figura 2. Las secuencias LPO2/R,
LP02/P, LP02/C, LT-LP-ARG, RO-LP-ARG, RZ-
LP-ARG y KB-LP-ARG forman un mismo cluster
(Bootstrap =100%) mientras que LPO1 queda
separada de este grupo.

DISCUSION

En este estudio comparamos el ORF 5
parcial de la glicoproteina GPS5 de 3 nuevas
secuencias de VAE con las 5 cepas aisladas en
Argentina con anterioridad [10]. El analisis de las
secuencias parciales del ORF 5 mostr6 que las
diferencias observadas correspondieron a varia-
ciones de nucleétidos puntuales. Los valores de
identidad y las relaciones filogenéticas entre las
secuencias, confirmaron que LPO1 es diferente
del resto de las cepas Argentinas. Este padrillo
podria haberse infectado con anterioridad al
arribo a nuestro pais. Nuestros resultados siguen
confirmando que las secuencias Argentinas perte-
necen al grupo Europeo. Es importante remarcar
que la secuencia RO-LP-ARG fue obtenida de
un padrillo del Haras A, de donde fue aislada
la primer cepa Argentina en 2001 (LPO1) [9] ¥
que las secuencias RZ-LP-ARG y KB-LP-ARG se
obtuvieron de padrillos localizados en el Haras
B, de donde fueron aisladas las cepas del grupo
LPO2 [10]. A pesar que todavia ocurren brotes de
AVE en el mundo, generalmente no se evidencian
signos clinicos, atin cuando se registra una alta
prevalencia de anticuerpos. Como ocurre en otros
lugares, en nuestro pais se ve la misma situacion
y se postula que las cepas circulantes hoy en dia
son de reducida virulencia [20]; [21].

Si bien las muestras de semen fueron
conservadas en forma adecuada, el aislamiento
viral no fue posible en nuestras condiciones de
laboratorio a pesar de haber resultado positivas
por RT-PCR. Esto si bien indica la presencia ARN
viral no implica que el mismo necesariamente sea
infectivo [15]. La cepa LT-LP-ARG fue obtenida de
un testiculo de un padrillo ingresado a nuestro
pais con anterioridad a 1998, importado de Eu-
ropa, positivo por serologia a AVE del cual no se
conocian mas datos, ni el lugar de alojamiento,
ni la realizacién de pruebas bioloégicas en otros
laboratorios de referencia en Argentina [11]. Sin
embargo, esta situacién no parece influir, ya que
el transito de animales de deporte entre distintos
establecimientos es muy frecuente.

Elvalor de identidad estimado para las se-
cuencias LT-LP-ARG y RO-LP-ARG es del 100%.
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Si bien no hay datos preliminares que relacionen
a los animales, sobre la base de la secuencia
analizada, corresponderian al mismo equino, a
pesar de provenir teéricamente de distintos ani-
males localizados en distintos establecimientos.
Cabe determinar si existen diferencias entre las
secuencias LT-LP-ARG, RO-LP-ARG y LPO2/R
(de la cual difieren en solo tres posiciones de
nucleétidos que derivan en un Unico cambio de
aminoacido) a nivel de otra porcién del ORF 5 o
de otros ORFs.

La evidencia experimental muestra que
las cepas aisladas en Argentina tienen diferente
patrén de neutralizaciéon y que la cepa de refe-
rencia Americana CVDLS, utilizada en los test
diagnoésticos por nuestro laboratorio, es neutrali-
zada en menor medida por antisueros heterélogos
(Echeverria, comunicacion personal).

La secuenciacién de esta porcioén de geno-
ma permite determinar las caracteristicas mo-
leculares de las cepas circulantes en Argentina,
aunque en estudios futuros deberia determinarse
si las variaciones halladas son responsables de
diferencias de tropismo, antigenicidad y virulen-
cia de las cepas.

Si bien los datos aportados son relevantes
en cuanto a la diferenciacién de las cepas Ar-
gentinas del virus, estamos abocados a estimar
las relaciones filogenéticas sobre la base de la
secuencia parcial del ORF 5, estudio que per-
mitira establecer el probable origen de las cepas
Argentinas de VAE.
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