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l. ABREVIATURAS

ABC: Complejo de inmunoperoxidasa avidina-biotina.

Ac: Anticuerpo.

ARN:  Acido ribonucleico.

BHE:  Barrera hematoencefélica.

CAE:  Artritis encefalitis caprina.

CR3, CR4:  Receptores de membrana.

EEB: Encefalopatia espongiforme bovina.

EIO:  Encefalomielitis infecciosa ovina (sinonimia de Louping ill).
ELISA: Enzima ligada a inmunoensayo.

FDA: Food and drug administration.

Fig.:  Abreviatura que hace referencia a figura.

GFAP: Proteina glial &cida fibrilar.

H: E:  Tincion histologica Hematoxilina Eosina.

ID: Identificacién de cada individuo segin namero asignado.
lgG: Inmunoglobulina G.

IgM:  Inmunoglobulina M.

IHC:  Inmunohistoquimica.

IV: Intravenoso (via de aplicacidén de medicamento).

LCR: Liquido cefalorraquideo.

LI: Abreviaturas que hacen referencia a la enfermedad Louping ill.
LIV:  Louping ill virus (Virus louping ill en inglés).

ME: Médula espinal.

MEC: Meédula espinal cervical.

NC: Nervio craneal.

NS1, NS2A, NS2B, NS4, NS4A, NS4B, NS5: Nomenclatura usada para nombrar las
proteinas de premembrana viral.

PEM: Poliencefalomalacia.

PFU/ml:  Unidades preformadas de proteinas por mililitro.

prM:  Proteina de premembrana viral.

RNA: Acido ribonucleico (en inglés).

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (en inglés).

SC: Subcuténeo (via de aplicacion de medicamentos).



SGEV:
SN:
SNC:
SPSS:
SSEV:
TBE:
TBEV:

Virus de la encefalomielitis caprina espafiola (en inglés).
Sistema nervioso.

Sistema nervioso central.

Programa estadistico para programas de salud (en inglés).
Virus de la encefalitis de las ovejas espafiolas (en inglés).
Encefalitis transmitida por garrapatas (en inglés).

Virus de las encefalitis transmitidas por garrapatas (en inglés).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunas de las enfermedades que se presentan en los animales y que suelen causar
lesiones en el sistema nervioso central (SNC) se caracterizan por una manifestacion
clinica neurologica muy variada que depende de la intensidad de la lesiéon y de la zona
afectada (Summers et al, 1995; Pugh 2002). Muchas de estas enfermedades suelen ser
propias del SNC vy otras son la consecuencia de procesos sistémicos que pueden afectar
al tejido nervioso, en ambos casos los signos clinicos derivan directamente de las lesiones
localizadas en el SNC. En las cabras estas enfermedades neuroldgicas pueden tener un

origen infeccioso, parasitario, carencial o toxicoldgico (Pusterla et al, 1999).

Una enfermedad infecciosa es el Louping ill (LI), que se ha descrito en ovejas de
Escocia desde el siglo XV 111 en la que su transmisién se ha relacionado con la distribucion
del vector primario, la garrapata Ixodes ricinus (Jeffries et al, 2014). En septiembre de
2011, en un grupo de cabras de la region sur de Asturias (Espafia) se presentd esta
enfermedad caracterizada por alteraciones neurolégicas, fiebre bifésica, depresion, ataxia,
incoordinacion muscular, temblores, paralisis de la parte posterior del cuerpo, coma y
muerte. El agente aislado fue clasificado como una nueva variante de LI a la que se
denomind “Spanish Goat Encephalitis Virus” (SGEV) (Balseiro et al, 2012).

El virus LI pertenece al género Flavivirus, virus que son transmitidos por artrépodos
(arbovirus), e incluye diferentes virus que pueden causar encefalitis como el virus del
Nilo Occidental, el virus del dengue, el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas
(TBEV), o el virus de la fiebre amarilla. Los arbovirus se caracterizan porque tienen un
amplio abanico de anfitriones, estan distribuidos por todo el mundo, y en humanos
producen un amplio cuadro clinico que va desde la infeccidn asintomatica a la encefalitis
fulminante o la fiebre hemorragica (Murphy et al, 1999). La presencia de esta nueva
variante de LIy su presentacion clinica en un nuevo huésped, son razones suficientes para
profundizar en los estudios patogénicos, anatomopatoldgicos y seroldgicos, los que seran
imprescindibles para el establecimiento de un protocolo de diagnostico y de medidas de

accion para el control de esta enfermedad.

En el caso particular de Nicaragua, a partir de 2007, se ha observado en las cabras de

la region de Malpaisillo (Leon), un cuadro clinico caracterizado por ataxia, afectando
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principalmente al tercio posterior con serias limitaciones en la marcha de estos animales,
asi como nistagmos, paresia y tremor (temblores). El porcentaje de afectados se
desconoce no provocando mortalidad directa; algunos de los animales afectados
sobreviven mucho tiempo, otros mueren consecuencia de las complicaciones por el
decubito o porque son sacrificados. Los animales supervivientes con signos neurologicos
no pierden el apetito, pudiendo incluso algunas hembras quedar gestantes y tener crias
completamente sanas. La presentacion del sindrome no se delimita a una época del afio,

afectando animales de todas las edades, con mayor incidencia en adultos.

La causa de este problema ain no se ha podido definir, en el que se han propuesto
infecciones como artritis encefalitis caprina (CAE), scrapie, asi como deficiencias de
minerales e intoxicacion por plantas. También se puede sugerir la presencia de un
Flavivirus, ya que el pais presta las condiciones climaticas y estan presentes los vectores
que favorecen el desarrollo y establecimiento de enfermedades causadas por estos virus.
El mejor ejemplo son las enfermedades emergentes Zika y Chikungunya, recientemente
establecidas en la region de las Américas, favorecidas por la internacionalizacion del
comercio, el cambio climatico y el comportamiento humano. La epidemiologia de estos
virus y otras enfermedades nos indica que “El Mundo hoy en dia es mas vulnerable que
nunca” (Frieden, 2014), y que debemos colaborar de manera eficaz para construir
capacidad y responder de manera efectiva para encontrar rapidamente nuevas
enfermedades, brotes y amenazas dondequiera que surjan con el fin de dar un diagnostico
acertado y tomar las medidas pertinentes (OPS/OMS, 2018).



I11.  RESUMEN

Esta tesis doctoral incluye articulos que responden a una serie de preguntas de interés
sanitario que surgieron a partir del brote de Louping ill (LI) en cabras en el norte de
Espafia, asi como de un proceso patologico observado en cabras de Nicaragua. La primera
pregunta fue: ¢La vacuna comercial frente a LI disefiada para ovinos resulta efectiva en
caprinos? Los resultados obtenidos y que dan respuesta a esta pregunta se publicaron en
un primer articulo denominado “Vaccination against Louping Ill Virus Protects Goats
from Experimental Challenge with Spanish Goat Encephalitis Vitus (SGEV)”. Se
demostrd que la aplicacién de la vacuna aprobada para L1 en ovinos resultd 100% efectiva
en la inmunizacion de cabritos contra la nueva variante de LI denominada SGEV. Durante
el estudio se pudo comprobar el desarrollo de inmunidad ya que los niveles de 1gG de los
cabritos aumentaron constantemente incluso después de la segunda dosis de vacuna,
previniendo de esta manera la presentacion de signos clinicos y el desarrollo de lesiones
histoldgicas asociadas a la enfermedad, asimismo la carga de ARN viral se redujo a
niveles muy bajos dificilmente detectables mediante PCR-qRT, resultados que indican

que la vacunacién es la mejor manera de prevenir la transmision de esta enfermedad.

La segunda pregunta planteada fue: ¢La nueva variante de LI solamente afecta al
ganado caprino o también afecta al ganado ovino como sucede en el Reino Unido? Esta
pregunta es respondida en el articulo denominado ‘“Lambs are Susceptible to
Experimental Challenge whith Spanish Goat Encephalitis Virus”. EI SGEV es capaz de
provocar en el ganado ovino un cuadro clinico y unas lesiones histopatolégicas similares
a las descritas en los casos de infeccion natural con el SGEV en ganado caprino, y son
indistinguibles a las descritas en casos de infecciones naturales o experimentales con el

virus Louping ill (LI) en el Reino Unido.

En el caso particular del sindrome neuroldgico observado en cabras del occidente de
Nicaragua, caracterizado por ataxia, temblores y nistagmos se planted la siguiente
pregunta: ;La alteracion que presentan las cabras de Nicaragua es un proceso infeccioso
relacionado con el LI o por el contrario se trata de una patologia de etiologia diferente?,
esta pregunta se responde con los resultados publicados en un tercer articulo denominado
“Neurological syndrome in goats associated with Ipomoea trifida and Ipomoea carnea

containing calystegines ”. El estudio histolégico de las lesiones determiné que se trataba
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de una enfermedad por almacenamiento de glucoproteinas relacionado con el consumo
de plantas del género Ipomoea en concreto. . trifida e I. carnea. La particularidad de este
proceso en este caso fue que la swansonina, un alcaloide habitual en esta especie no se
encontrd en las plantas estudiadas, pero si se pudo determinar la presencia del alcaloide

calisteina y que éste por si solo fue el responsable del proceso.

Esta tesis pone de manifiesto la necesidad constante de estudiar y profundizar en la
comprension clinica, patologica y epidemioldgica de las enfermedades emergentes y
reemergentes a consecuencia de diferentes factores como el cambio climatico y el

comercio mundial.



IV. INTRODUCCION



1. GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

1.1. Las unidades estructurales del sistema nervioso y su funcién
El componente funcional primario del SNC es la neurona y las células de soporte
constituidas por las células de la glia, las células que constituyen las meninges y los vasos
sanguineos. Las células de la glia (macroglia, astrocitos, oligodendrocitos y epéndimo),
actian como sistemas de sostén de las neuronas y sus extensiones celulares,
desempefiando un papel fundamental en una amplia gama de funciones normales y
reacciones frente a la lesion como la inflamacion, la reparacion, el equilibrio hidrico y el

metabolismo energético (Kumar et al, 2005; de Lahunta & Glass 2009).

Las neuronas presentan reacciones basicas frente a la lesion, que desde el punto de
vista histopatologico se corresponden con la degeneracion neuronal y la muerte celular,
asi como las asociadas al proceso de reparacion. Las lesiones agudas ocasionadas en
neuronas por la hipoxia/isquemia, las infecciones o agentes toxicos en el SNC (que
conducen a la muerte de la célula), se caracterizan por una disminucion del tamafio
celular, picnosis, pérdida de la sustancia de Nissl y eosinofilia intensa del citoplasma
(Kumar et al, 2005; de Lahunta & Glass, 2009).

La degeneracion neuronal representa una serie de situaciones que se producen en
procesos patologicos progresivos de larga duracion. La alteracion histopatoldgica
caracteristica es la pérdida selectiva de neuronas relacionadas funcionalmente y la gliosis
reactiva. Por ejemplo, en las neuronas pueden aparecer inclusiones intracelulares
producto del envejecimiento, por trastornos del metabolismo o por algunas enfermedades
virales. En estos casos el cuerpo neuronal aumenta de tamafio progresivamente hasta

causar la muerte de la célula (Summers et al, 1995; Kumar et al, 2005).

Los astrocitos son las células responsables de la reparacion y formacion de cicatrices
en el cerebro, y su alteracion patologica se puede ver limitada a las respuestas reactivas
que acompafian a la proliferacion celular (gliosis) y al conjunto de reacciones frente a la
lesion que dan lugar a la degeneracién o muerte celular. Los astrocitos se consideran las
células intersticiales del SNC, que responden a la lesiébn mediante una hipertrofia e
hiperplasia donde la gliosis es el indicador histopatolégico mas importante (Kumar et al,

2005). Se clasifican en dos tipos: el protoplasmatico (tipo 1), localizado principalmente
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dentro de la sustancia gris cerebral, y el fibroso (tipo 2), ubicado principalmente dentro

de los tractos de sustancia blanca (Jubb & Palmer's, 2015).

Los astrocitos juegan un papel esencial en el movimiento de cationes y agua; son una
fuente importante de citoquinas y factores de crecimiento involucrados en el
mantenimiento de condiciones favorables para la actividad eléctrica de las neuronas. Los
astrocitos tipo 2 juegan un papel importante en la desintoxicacion de amoniaco, y otros
metabolitos, y cuando sufren una lesidn letal, el citoplasma se hincha y se vuelve
eosinofilico, con el ndcleo excéntrico y picnotico, adquieren dos 0 mas nucleos y algunas

células se rompen (Jubb & Palmer's, 2015).

Las células de la microglia (derivadas del linaje de fagocitos mononucleares)
funcionan como el sistema de macréfagos fijos del SNC. En el cerebro y médula espinal
sanos estas células se agrupan en la proximidad de las neuronas normales de la sustancia
gris y de los vasos sanguineos adyacentes. Las células de la microglia son las principales
mediadoras de la respuesta inmune del SNC, que una vez activadas en el sitio de lesion
expresan altos niveles de antigeno de histocompatibilidad, y como otros macréfagos
liberan citoquinas amplificando la respuesta inflamatoria y reclutando asi otras células al
lugar de la lesion (Jubb & Palmer's, 2015).

1.2. Signos neuroldgicos segun la localizacion de la lesion en el SNC

Una lesion general del cerebro provoca convulsiones, cambios en el comportamiento,
alteraciones del estado mental y movimientos en circulos. Las lesiones localizadas pueden
desatar déficits posturales, visuales y hemiparesia (tabla 1). En el tronco encefalico las
lesiones desencadenan disfuncion motora, hemiparesia, tetraparesia asimétrica y déficits
posturales; también se observan alteraciones del estado mental y variaciones funcionales
en los pares craneales. Las lesiones en cerebelo provocan temblores, hipermetria, ataxia
y déficits del reflejo de amenaza. Cuando hay lesiones en el sistema vestibular se
manifiestan alteraciones como ladeo de cabeza, ataxia, nistagmos posicionales,

alteraciones del estado mental y déficits posturales (Pugh, 2002).

Las alteraciones de la médula espinal (miolopatias) pueden ser focales o multifocales.
También pueden clasificarse como extrinsecas en aquellos casos en los que la disfuncién

medular es secundaria a un proceso que afecta primero a las vértebras o estructuras
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subyacentes, e intrinsecas cuando el proceso primario afecta directamente a la médula

espinal. Los signos clinicos secundarios a la mielopatia varian en funcién de la region

medular afectada. Una disfuncion medular puede provocar pérdida de la funcion motora

voluntaria, alteraciones de reflejos espinales, cambios de tono muscular, atrofias

musculares, disfunciones sensitivas y alteraciones vegetativas en vejiga y ano (Pugh,

2002).

Tabla 1. Signos neurolégicos segun la localizacion de la lesion en el sistema nervioso central (Pugh,

2002; Radostits et al, 2002)

Localizacion Estado mental Ocular Conciencia Marcha Postura
de la lesion Propiocepcion
Corteza Cambios del Vision Convulsion y
cerebral comportamiento  normal Déficits ambulacién en Ataxia
circulos
Lébulo Respuesta
frontal - palpebral - e
normal
Lébulo Alteracion del Convulsion
temporal comportamiento - —---- psicomotora
Normal, pero
--------------- puede ocurrir
Diencéfalo hemiparesia y Normal
tetraparesia
Talamo Desviacion
Nacleo - ocular e
geniculado hacia el
lateral lado de la
lesion
Sistema Cambiosde - - Convulsiones ~ -----
limbico comportamiento
Sistema Depresidn,
reticular coma, === eeeem e e
convulsiones
Hipotalamo Apetito anormal - e e e
Midriasis, Retraso en
Mesencéfalo Depresion, coma  estrabismo Déficits Espasticidad el giroala
dorsomedial normalidad
Reflejo corneal Ataxia,
Metencéfalo Depresion, coma  presente Déficits hemiparesia  Rigidez
y tetraparesia
Estrabismo Ataxia, Déficits
Depresion medial, hemiparesia ipsilaterales
Mielencefalo  severaycoma  inhabilidad de  Déficits ipsilateral, al lado de
retraer el ojo tetraparesia la lesion
Déficits en el Ataxia,
Cerebelo Normal Normal reflejo de hipermetria Tremor
amenaza Opist6tonos
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2. CAUSAS DE LESIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO (SN) EN RUMIANTES Y OTROS
ANIMALES

Las alteraciones del SN en diferentes especies pueden aparecer por muchas situaciones
como: traumatismos, neoplasias, alteraciones congeénitas, alteraciones metabolicas,
deficiencias nutricionales, procesos inmunomediados, degeneraciones, procesos
infecciosos o parasitarios, e intoxicaciones por compuestos organicos, compuestos

inorganicos, metales, y plantas (Pugh, 2002).

2.1. Traumatismos
Los traumatismos son una de las causas més frecuentes en la patologia neuroldgica.
Los principales signos clinicos (pérdida del estado mental, déficit visual y de postura) por
lesiones localizadas se producen de forma inmediata (aguda) y cuando la lesion es difusa
pueden cursar con convulsiones postraumaticas que aparecen semanas 0 meses después
de la lesion (Pugh, 2002).

2.2. Neoplasias
Las neoplasias, que pueden ser tanto primarias como secundarias, suelen aparecer en
cualquier area del territorio encefalico con los signos propios de la zona afectada, con un
comienzo gradual y de progresién lenta. Uno de los signos mas comunes es la alteracion
del estado mental (depresion, estupor 0 coma) y posteriormente, se pueden presentar

convulsiones (Pugh, 2002).

2.3. Enfermedades metabdlicas y nutricionales
Las enfermedades metabodlicas y nutricionales suelen cursar con una alteracion del SN
conocida como poliencefalomalacia o necrosis cerebrocortical y afectan principalmente

a los rumiantes jovenes.

2.3.1. Poliencefalomalacia

La poliencefalomalacia (PEM) causa necrosis de la sustancia gris del cerebro y se
asocia a la deficiencia de tiamina o a la destruccion de tiamina por tiaminasas presentes
en gran variedad de plantas. Se ha documentado en bovinos, ovejas, cabras, ciervos y
camélidos como camellos. Otras causas de PEM son ciertos derivados de la acidosis

ruminal como los compuestos de sulfuros (H2S, HSO3) que son metabolizados por las
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bacterias del rumen, la administracion de amprolio y el exceso de sal en la dieta. Las
lesiones asociadas a PEM incluyen hernia del cerebelo por el agujero magno, edema y
reblandecimiento del cerebro. La sustancia gris adquiere un color marron amarillento
0 se decolora. También pueden ocurrir hemorragias y formacién de cavidades en la
corteza cerebral. A través de la luz ultravioleta se puede visualizar una malacia cortical
bilateral. Microscopicamente en las zonas afectadas se puede observar atrofia de
neuronas o incluso ausencia de éstas (Colorado State University, 2017).

2.3.2. Ataxia enzootica

La ataxia enzootica es otro tipo de poliencefalomalacia, que consiste en una paresia
progresiva debido a una degeneracion neuronal y desmielinizacién secundaria en el SNC
asociada a la deficiencia de cobre en cabras jovenes. Estas lesiones son mas evidentes en

pedunculos cerebelosos y puente (Jubb & Palmer's, 2015).

2.4. Alteraciones congénitas

Existe una gran variedad de malformaciones del SNC de origen congénito que son
comunes en los animales domeésticos. Generalmente requieren de un diagnostico a traves
de la necropsia y es muy importante tener confirmacion de la morfologia. Las alteraciones
nerviosas dependeran de la malformacion y la zona afectada y muchas de ellas son
incompatibles con la vida (tabla 2) (Jubb & Palmer's, 2015). Estas anomalias congénitas
del SNC consisten en desviaciones en la naturaleza o velocidad del proceso de desarrollo.
Una explicacion es que el alto grado de diferenciacion y complejidad del SNC predispone
a una mayor susceptibilidad a las alteraciones del desarrollo. Ademas de las enfermedades
hereditarias, una gran cantidad de enfermedades infecciosas y agentes ambientales

toxicos son capaces de causar anomalias.

El modo de accion mas comun para los teratégenos es la destruccion selectiva de
células. Tales efectos citoliticos han sido demostrados en neuronas con defectos inducidos
por virus, productos quimicos, asi como por agentes fisicos. En el caso de los virus,
aunque la destruccion celular puede ser una consecuencia directa de la infeccion, también
puede ser parte de la reaccion inflamatoria. En muchas drogas la toxicidad esta mediada
por metabolitos altamente reactivos (no por los compuestos en si) que, si no son
eliminados de manera correcta, estos metabolitos inestables interactuaran con

macromoléculas celulares pudiendo llegar a destruir las células (Jubb & Palmer's, 2015).
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Tabla 2. Malformaciones del desarrollo en sistema nervioso y su agente causal en cabras y otros

animales domésticos (lowa State University, 2009; Hyttel et al, 2010)

Alteracién

Agente causal

Especie afectada

Hidrocefalia y quistes cerebrales

Virus de la lengua azul
Orbivirus.

Variedad de rumiantes
domeésticos y salvajes

Alteraciones del desarrollo embrionario y fetal

Enfermedad de Border

Ovejas, cabrasy

acompafada de cavitaciones quisticas,
desmielinizacion

flaviviridade

como retardo en el crecimiento 6seo y displasia Pestivirus bovinos
cerebelar Familia Flaviviridade

Hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, atrofia Diarrea Viral Bovina

irregular y agenesia de la corteza cerebral Pestivirus, familia Rumiantes

Hidranencefalia, agenesia cerebral,
microencefalia, porencefalia o cavitacion
cerebelar. Generalmente, el tronco cerebral no
presenta lesiones de importancia

Virus Akabane
Schmallenberg
Orthobunyavirus

Bovinos, ovinos,
cabras y rumiantes
salvajes

Hidranencefalia, prosencefalia y artrogriposis

Virus Wesselsbron
Flavivirus

Cabras, ovejas y
bovinos

Hidrocefalia, hipoplasia cerebelosa y de médula
espinal. Artrogriposis

Fiebre del Valle de Rift
Phlebovirus
(Bunyavidridae)

Variedad de rumiantes
y otras especies
animales

Dismetria, ataxia. Degeneracion cerebelar
difusa y pérdida de células de Purkinje

Abiotrofia cerebelosa.
Almacenamiento
lisosomal debido a
defectos genéticos de
proteinas

Bovinos, ovinos,
cabras y otros animales
domésticos

2.4.1. Degeneraciones (abiotrofias) en cabras

Las degeneraciones son un grupo de enfermedades neuroldgicas caracterizadas por
degeneracion postnatal prematura de las neuronas cerebelosas, secundaria a defectos en
una variedad de genes responsables del metabolismo celular y homeostasis (Summers et
al, 1995). Estos procesos degenerativos también se deben al deterioro intrinseco del
metabolismo celular por falta de suministro de sangre (isquemia), exposicién a sustancias
exogenas, toxinas y anomalias sistémicas (uremia, trastornos hepaticos Yy
cardiorrespiratorios). Las degeneraciones generalmente encierran signos clinicos de

disfuncidn y lesiones cerebelosas (de Lahunta & Glass, 2009).

Estos procesos se han descrito en muchas especies domésticas, pero no siempre estan
asociados a la herencia de genes recesivos. Existen descripciones de procesos
clinicamente similares a ataxia cerebelosa secundaria a la ingestion de plantas
neurotoxicas en rumiantes, incluyendo cabras. Los signos clinicos que presentan los
animales con ataxia cerebelosa son variables y progresivos, que se pueden iniciar en la

etapa postnatal, o en la edad adulta (Koehler et al, 2015).
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Las lesiones descritas con frecuencia en los animales domésticos consisten en
degeneracion de la corteza cerebelosa que se relacionan con el tipo de célula primaria
afectada y el defecto genético especifico. Los cambios histopatoldgicos consisten en
degeneracion y pérdida de las células de Purkinje con degeneracion secundaria y pérdida
de células de la capa granular, adelgazamiento de la capa molecular, y proliferacion de

astrocitos y células de Bergman (Summers et al, 1995; de Lahunta & Glass, 2009).

Koehler et al (2015) reportaron un caso de abiotrofia cerebelar en un grupo de cabras
genéticamente emparentadas. Los signos clinicos en este grupo de animales iniciaron
aproximadamente a los dos meses de edad y consistian en cabeza oscilante, temblores,
ataxia y nistagmos rotatorios que empeoraban cada vez que se les estimulaba. En estos
casos no se conocia de exposicion a plantas o toxinas neurotoxicas. Los parametros
hematoldgicos y bioquimicos estaban dentro de los valores normales y los analisis contra

el virus de artritis encefalitis caprina (CAE) fueron negativos.

En el examen macroscopico el volumen del cerebelo se observo levemente reducido,
con un estrechamiento notable de ancho del vermis y estrechamiento afilado leve de los
pliegues foliares sobre el vermis y areas periféricas. Microscopicamente, las areas
afectadas tenian una marcada hipocelularidad de la capa granular interna y marcada
pérdida de las células de Purkinje. La sustancia blanca presentaba eosinofilia y
ocasionalmente pequefias vacuolas. Se realizd inmunohistoquimica (IHC) para la
deteccion de la proteina glial &cida fibrilar (GFAP) donde se pudo apreciar areas de mayor
proliferacion de células de Bergman y pérdida de células de Purkinje en corteza cerebelar
(Koehler et al, 2015).

2.4.2. Enfermedades por almacenamiento lisosomal en cabras y ovejas

Se han descrito muchas variantes de estas enfermedades en cabras, clasificAndose
segun el grado de sintomatologia clinica que presenten, pudiendo ser de comienzo
temprano o tardio segun el defecto molecular presente (tabla 3). La edad y el espectro de
signos clinicos exhibidos varian en dependencia de la funcion de la proteina afectada, la
bioquimica de la sustancia almacenada y el tipo de célula donde ocurre el almacenamiento
(Walkley & Jolly, 1997; Pugh, 2002; Platt et al, 2012).
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Este grupo de enfermedades puede considerarse como un proceso patologico primario
dentro de la célula, donde ocurre el depésito de una sustancia con potencial perturbador
de la funcion catabolica implicada. La mayoria de estas enfermedades se caracterizan por
depdsitos de sustancias en los lisosomas por lo que se denominan “enfermedades por
almacenamiento lisosomal”. Todas las células son potencialmente vulnerables a estos
procesos, aunque son mas susceptibles las células de larga vida como las neuronas y los
miocitos cardiacos. Cuando la enfermedad afecta a neuronas y se sobrepasa la capacidad
fisiolégica de digestion, eliminacion o transporte celular el resultado clinico son

alteraciones neurolégicas (Jubb & Palmer's, 2015).

La actividad lisosomal se puede alterar por diferentes razones, siendo la mas relevante
una deficiencia de la hidrolasa lisosomal especifica debido a un defecto genético, base de
este tipo de enfermedades (hereditarias) en humanos y animales, transmitidas por genes
autosémicos recesivos. Otras razones pueden ser una deficiencia en la actividad
enzimatica por ausencia total de la proteina enzimética, por produccion de una enzima
defectuosa o inestable, o por ausencia de la proteina activadora especifica requerida por

algunas enzimas para el inicio de la actividad catabdlica.

Cuando el proceso es hereditario, éste comienza en la gestacion y, en muchos casos,
en el momento del nacimiento ya esta bien desarrollado, aunque el deterioro clinico puede
ser leve en ese momento. La edad de inicio y la velocidad de progresion de la enfermedad
pueden variar, probablemente en funcion de la actividad enzimatica residual (Jubb &
Palmer's, 2015).

Ciertos mecanismos alternativos exdgenos, como toxinas vegetales, pueden inducir al
almacenamiento lisosomal, a la inhibicion especifica de una enzima lisosomal y a la
induccién temporal de un estado analogo a la deficiencia genética de la enzima. Este es
el mecanismo establecido en intoxicaciones como el "locoismo” causado por plantas del
género Astragalus y Oxitropis (ver apartado 2.7). Otro mecanismo puede ser gque, un
sustrato exogeno, resistente a la bateria enzimatica normal y estable a las vias
degradativas, induzca la enfermedad por almacenamiento mediante la formacion de
complejos con moléculas enddgenas que resultan en productos no digeribles (por

ejemplo, la cloroquina) (Jubb & Palmer's, 2015).
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La caracteristica histologica de estas enfermedades es la presencia de neuronas
distendidas y llenas de vacuolas que contienen el material almacenado. Estas vacuolas
representan la capacidad adaptativa del aparato lisosomal y, en la mayoria de los casos,
la morfologia y la reactividad histoquimica de la sustancia almacenada puede indicar
claramente su naturaleza, por ejemplo, el glucégeno (Platt et al, 2012; Jubb & Palmer's,
2015).

Ante un proceso de almacenamiento progresivo, las neuronas no tienen mas remedio
que acumular vacuolas hasta que ellas, o el animal, mueran. Existe una capacidad limitada
para descargar parte de la sustancia almacenada por exocitosis pero, en general, esto es
complicado cuando la actividad enzimatica es deficiente. A pesar de esto, la célula limita
los sitios de almacenamiento al soma y a los tallos dendriticos mas grandes. Como
resultado, el soma se distiende mucho y el contorno de la célula se redondea y se hincha.
Sin embargo, aun dentro del soma, el almacenamiento puede estar polarizado, a menudo
adyacente, o con desplazamiento de las vacuolas a otros organulos, adquiriendo la
neurona un aspecto cromatolitico y espumoso. Generalmente las células gliales y

endoteliales se ven afectadas de manera similar (Jubb & Palmer's, 2015).

En varias enfermedades de almacenamiento ciertas poblaciones de neuronas,
particularmente las neuronas del sistema piramidal de la corteza cerebral y de los nucleos
de transmisidn talamicos, sufren una forma de hipertrofia focal para generar mas "espacio
de almacenamiento”. Estos cambios, por fatales que sean, no pueden apreciarse sin el uso
de técnicas especiales. Ademas, se pueden desarrollar depésitos focales a lo largo de los
axones, que aparecen como cuerpos esferoides eosinofilicos, a menudo muy prominentes
en algunos grupos nucleares, exhibiendo una tendencia a formarse en las regiones
presinapticas terminales de los axones, aunque pueden verse en cualquier parte de la
sustancia blanca o de los nervios periféricos. Estos esferoides no contienen material de
almacenamiento especifico, pero estan llenos de organulos degenerados o tdbulos y
vesiculas anormales. El significado funcional de esta distrofia axonal secundaria no esta
claro, pero es una caracteristica patolégica prominente en muchas enfermedades de
almacenamiento (Platt et al, 2012; Jubb & Palmer's, 2015).
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Tabla 3. Fenotipos clinicos de enfermedades hereditarias en cabras que causan almacenamiento lisosomal (Walkley & Jolly, 1997; Pugh, 2002; Platt et al, 2012)

Enfermedad Proteina Sustrato Organos y sistemas Razas Patologia  Signos clinicos Diagnostico
lisosomal almacenado afectados afectadas en SNC
defectuosa
Incapacidad de Niveles reducidos en
levantarse. plasma de a o B-
Contraccion del carpo.  manosidasa.
Extensién de Oligosacaridos
Manosidosis a- Manosidasa Carbohidratos, Esqueleto corazén Nubia Positivo extremidades traseras.  anormales en orina.
(Glicoproteinosis) R-Manosidasa lipidos, (y sus cruces) Hiperextension del Histopatologia:
proteinas. paso. Vacuolizacion de
Temblor intencional. neuronas y otras
Nistagmos, sordera. celulas.
Sindrome de Horner Desmielinizacion
bilateral
Son normales al nacer, Por histopatologia se
presentan ataxia a observa
partir de los 4 a 6 vacuolizacién,
Gangliosidosis B-Galactosidasa ~ GM1-gangliosido, Esqueleto, corazén  Suffolk Positivo meses y postracion a marcada distension
generalizada (GMy) oligosacaridos las dos semanas del citoplasma de
siguientes neuronas, hepatocitos
periportales, células
epiteliales y renales
Disminucion de la
actividad de
Incoordinacion de los  galactocerebrosidasa
Enfermedad de Krabbe  Galactocerebro- miembros pélvicos del cerebro
(Leucodistrofia de sidasa (GALC) Galactocilcera- Corazén Polled Positivo progresando a Por histopatologia:
células globoides, mida Dorset tetraplejia destructiva  pérdida de la
Galactocerebrosidosis)  Deficiencia de oligodendroglia,
R-galactosidasa astrogliosis.

Acumulacion de PAS
positivo en células
globoides
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2.5. Enfermedades que desencadenan reacciones inflamatorias especificas del SNC
Las enfermedades que desencadenan reacciones inflamatorias implican un proceso
patoldgico y una serie de mecanismos vasculares, fisicos, quimicos y bioldgicos en el tejido
nervioso (tablas 4 y 5). En dependencia de la causa, aparecen abundantes leucocitos y
reacciones vasculares que predisponen a la aparicion de exudados y de signos clinicos de tipo
encefélico o meningeo (Jubb & Palmer's, 2015). Los procesos viricos y protozoarios
presentan un cuadro encefalico con signos muy variables como paresia, paralisis, alteraciones
del estado mental y convulsiones, que dependen de la localizacion y extension de la
inflamacion. Las inflamaciones supurativas (bacterianas) se caracterizan por una reaccion
neutrofilica como respuesta a la necrosis. Las reacciones inflamatorias no supurativas se
caracterizan por una respuesta linfocitica o0 monocitica usualmente desencadenadas por

procesos virales o anormalidades del sistema inmune (Jubb & Palmer's, 2015).

2.5.1. Reaccion del SN frente a las infecciones

El organismo se defiende contra la invasion de agentes patdgenos mediante la inmunidad
innata o adaptativa, y aunque los agentes nocivos y los procesos inflamatorios que afectan al
SNC son basicamente los mismos que en otros tejidos la defensa del mismo depende de la
capacidad innata para reconocer y eliminar estos agentes, que junto a sus disposiciones
anatémicas se diferencia de los drganos parenquimatosos por algunas caracteristicas

especificas de respuesta especial (Jubb & Palmer's, 2015).

La inmunidad innata del cerebro esta compuesta de células dendriticas perivasculares,
microglia y astrocitos (células residentes). Estas células son ricas en receptores que
reconocen patrones que se unen de forma directa y no especifica a moléculas asociadas a
patdgenos como los receptores de manosa de macréfagos, que son receptores de lecitina que
reconocen azucares "no propios" en la pared celular de bacterias, parasitos y levaduras (Jubb
& Palmer's, 2015).

El reconocimiento de patdgenos por parte de las células microgliales y astrocitos también
depende de receptores de membrana importantes para la fagocitosis como el CR3 y el CR4.

Las células gliales también liberan citoquinas y péptidos antimicrobianos como la
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interleuquina-1, factor de necrosis tumoral o el péptido antimicrobiano catelicidina. Una vez
que un agente infeccioso ha superado la inmunidad innata residente la respuesta inflamatoria
del cerebro comienza con el reclutamiento de diferentes componentes de la inmunidad

adaptativa (leucocitos) e inmunidad humoral (Jubb & Palmer's, 2015).

Otros mecanismos protectores del SNC lo constituyen las unidades estructurales que
separan las células cerebrales de la corriente sanguinea como la barrera hematoencefalica
(BHE) y la barrera del fluido sanguineo cerebroespinal (LCR). Las células endoteliales de la
BHE difieren de otras células endoteliales del cuerpo por tener significativamente menos
vesiculas endocitdticas, lo que limita la cantidad de flujo transcelular, y por las conexiones
con proteinas adherentes (ej., cadherina), que reducen significativamente el flujo paracelular.
Ademas, las células endoteliales de la BHE son ricas en sistemas de transporte selectivos de
nutrientes esenciales para el cerebro o de material nocivo que regresa a la sangre (proteinas
de transporte de eflujo como la P-glucoproteina que inhibe la invasion tisular de Listeria
monocytogenes. Otra propiedad protectora de la BHE es la presencia de uniones “estrechas”
en el LCR lo que restringe el paso de agentes o sustancias nocivas hacia el SNC (Jubb &
Palmer's, 2015).

EL neurotropismo de los organismos patdgenos se determina por la capacidad para romper
estas barreras, como los virus y bacterias neurotropicos que han desarrollado mecanismos
para romper o cruzar estas barreras, por ejemplo, el virus de la rabia invade el cerebro a través
de axones; las bacterias como Mycobacterium bovis invaden el cerebro como caballos de
Troya ocultos en leucocitos infectados e Histophilus somni tiene efecto citotoxico directo
sobre las células endoteliales de la BHE (Jubb & Palmer's, 2015).
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2.5.2. Procesos inflamatorios causados por virus, priones, bacterias y parasitos en el SN de cabras y otros animales

Tabla 4. Enfermedades causadas por priones y virus que desencadenan inflamacidn en sistema nervioso central de cabras (Pugh, 2002; Jubb & Palmer's, 2015)

Patologia y
agente causal

Alteraciones nerviosas

Lesiones en Sistema Nervioso

Scrapie
(Proteina prion)

Alteraciones de comportamiento y de la sensibilidad, incoordinacién
progresiva de movimientos en el tercio posterior, convulsiones
musculares, hiperestesia y prurito. Se presentan temblores coordinados
de la cabeza y cuello, excitabilidad y convulsiones epileptiformes.

Vacuolizacién neuronal y del neuropilo, asi como, pérdida de neuronas en
nlcleos especificos del bulbo raquideo y puente. No se aprecia reaccién
inflamatoria. Se debe especificar las lesiones

Rabia (Lisavirus)

Curso clinico agudo caracterizado por cambios de comportamiento
(euforia) o parélisis.

Meningoencefalitis no purulenta difusa y ganglioneuritis. Manguitos
perivasculares o infiltracion linfocitica perivascular. Lesiones difusas que
a menudo se encuentran en células de Purkinje en cerebelo de rumiantes.
El virus afecta con frecuencia el tallo enceféalico, hipocampo, médula
espinal y ganglios, especialmente el trigémino. Cuerpos de inclusion
intranucleares en neuronas corticales, del hipocampo y células de Purkinje.

Aujeszky
(Herpesvirus)

Vocalizaciones, prurito en areas localizadas, automutilacion por el
rascado o lamido, ataxia, paréalisis.

Encefalitis no supurativa caracterizada por manguitos perivasculares,
gliosis focal neuronofagia y satelitosis. Necrosis de la sustancia gris y la
presencia de cuerpos de inclusion eosinofilicos en neuronas y astroglia.

Virus Louping ill
(Arbovirus)

Pueden incluir temblores musculares y/o rigidez, falta de
coordinacion, ataxia, hipersensibilidad, salivacién y
mordisqueo nervioso, evolucionando en algunos casos a presion de

cabeza contra objetos, paralisis posterior, dectbito y/o coma.

Poliencefalomielitis, leptomeningitis.
degeneracion neuronal y neuronofagia.

MicroscOpicamente hay

Artritis encefalitis
caprina.
(Lentivirus)

Disfuncion motora espinal y signos de enfermedad cerebral.

Encefalomielitis con infiltracién perivascular por células mononucleares.
Mastitis, artritis y neumonia intersticial.

Maedi/visna
(Lentivirus)

Caracterizada por cuatro sindromes clinicos y patoldgicos: mastitis,
artritis, neumonia intersticial y forma nerviosa.

Desmielinizacion crénica con meningitis mononuclear con presencia de
manguitos perivasculares formados por linfocitos y macréfagos. Gliosis y
malacia.

Virus Akabane
(Bunyavirus)

Temblores, ataxia, paralisis, nistagmos, opistétono e hipersensibilidad.

Malformaciones del SNC. Encefalomielitis linfohistiocitaria no supurativa;
estas lesiones son mas frecuentes en el puente, tronco encefalico y médula
oblonga y la materia gris de las astas ventrales de la médula espinal.
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Tabla 5. Enfermedades causadas por bacterias y parasitos que causan inflamacion del sistema nervioso central en cabras y otros animales (Pugh, 2002; Jubb &

Palmer's, 2015)

Patologia y agente causal

Alteracion nerviosa

Lesiones en Sistema Nervioso

Encefalitis exudativa
Streptococcus, Staphylococcus,
Brucella, Pasteurella,
Bacteroides, Fusobacterium,

Actinobacillus y Streptococcus

Listeriosis

(Listeria monocitogenes)

Los signos clinicos varian de acuerdo con el area afectada,
pudiendo ser desde dolor leve e inquietud hasta ceguera y

ataxia.

Signos clinicos variables en dependencia de la severidad de
la infeccién. Los animales afectados pueden presentar
confusion y depresion mental, desviacion de la cabeza,
parélisis o movimientos en circulos y paralisis de los

musculos masticatorios y la faringe.

Leptomeningitis, meningoencefalitis. Lesiones sépticas, abscesos

granulomatosos y piogranulomatosos.

Encefalomielitis purulenta multifocal formada por microabscesos
gue puede ser unilateral o de mayor intensidad en uno de los

hemisferios.

Encefalitis granulomatosa
Toxoplasmosis
(Toxoplasma gondii)

Cenurosis
(Taenia multiceps)

Falta de coordinacion, debilidad, incapacidad para mamar,

y alto indice de mortalidad.

Fiebre transitoria, apatia y signos leves neuroldgicos como
comportamiento anormal, marcha en circulos, ataxia,
hipermetria, ceguera, desviacion de la cabeza, paralisis,
convulsiones, hiperexcitabilidad, asi como postracion y
emaciacion

Focos de necrosis, en ocasiones rodeada por células
mononucleares y presencia de quistes del parésito. Puede
presentarse hemorragias, edemas y dilatacion ventricular.

Meningoencefalitis focal con formacion de trayectos y destruccion
de tejidos, hemorragicas, necrosis, leucocitosis y fenémenos de
reparacion debidas a la migracion de larvas. Atrofia por presién 'y
obstruccion del flujo del LCR por el crecimiento de la vesicula.
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2.6. Louping ill (LI)

La enfermedad LI, también conocida como encefalomielitis infecciosa ovina (EIO) se
ha descrito en ovejas de Escocia desde el siglo XVIII y su transmision se ha asociado a
garrapatas desde hace mas de 100 afios (Jeffries et al, 2014). Es una enfermedad viral
aguda que se caracteriza por fiebre bifasica, depresion, ataxia, incoordinacion muscular,
temblores, parélisis de la parte posterior del cuerpo, coma y muerte. Su ocurrencia esta
estrechamente relacionada con la distribucion del vector primario, la garrapata Ixodes
ricinus. Los signos clinicos graves se pueden observar en los rebafios de ovejas
susceptibles trasladadas a zonas endémicas. Muchos animales pueden desarrollar la
enfermedad neuroldgica y puede causar la muerte de hasta el 60% de los animales. La
mayoria de las pérdidas se producen entre las ovejas mas jévenes no vacunadas que no
estan protegidas por los anticuerpos maternos (Murphy et al, 1999; lowa State University,
2009).

El L1 es endémico en tierras altas de Gran Bretafia e Irlanda. Actualmente, en el siglo
XXl es una enfermedad olvidada, que se ha mantenido sin cambios en los Gltimos 80 afios,
con vacilante produccion de vacunas, pruebas seroldgicas que se han utilizado con éxito
y pruebas moleculares que muy poco a poco se estan desarrollando para mejorar la
deteccion del virus (Davidson et al, 1991; Jeffries et al, 2014). La decadente rentabilidad
de la cria de ovejas ha contribuido a este abandono, y las repetidas incursiones de
enfermedades infecciosas emergentes/reemergentes como la fiebre aftosa, lengua azul y
virus de Schmallenberg han llamado la atencion de estas enfermedades exdticas en lugar
de las infecciones endémicas localizadas y persistentes. Se debe considerar y reconocer
las consecuencias de las enfermedades exdticas transmitidas por artropodos, lo que hace
oportuno recordar que la reaparicion del LIV es evidente, una enfermedad zoondtica
transmitida por garrapatas que ha persistido a pesar de la vacunacion y de una mejor
comprension de la epidemiologia del virus y del control de sus vectores (Jeffries et al,
2014).
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2.6.1. Etiologia. Clasificacion del virus

La enfermedad Louping Ill esta producida por el virus Louping Il (LIV), que fue el primer
virus transmitido por artropodos que logro aislarse en Europa (Selkirkshire, Escocia) en 1929
(Jeffries et al, 2014). Esta agrupado dentro de la familia Flaviviridae, género Flavivirus, con
un numero creciente de subtipos del virus transmitido por garrapatas, y todos sus miembros
presentan un genoma ARN de cadena simple en sentido positivo (Murphy et al, 1999; lowa
State University, 2009).

El genoma de LIV conserva la estructura gendémica de la familia Flaviviridae, conformada
por la cépside, la cual se divide en: pre-membrana (prM), envoltura (E) y genes no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS4, NS4A, NS4B, NS5) (figura 1). La envoltura
proteinica comparte reaccion cruzada antigénica con otros Flavivirus transmitidos por
garrapatas lo que la convierte en el objetivo principal de anticuerpos neutralizantes (figura
1). El virus es sensible al calor, a los desinfectantes y al pH &cido (Gritsun et al, 2003; Jeffries
et al, 2014).

La comparacion de la secuencia gendmica a través de analisis filogenético ha confirmado
que el virus pertenece a un subgrupo de virus antigénicamente relacionados conocidos como
los virus de las encefalitis transmitidas por garrapatas; cuyos miembros incluyen el complejo
de virus de la encefalitis transmitida por garrapatas de Europa (TBEV), el virus de la fiebre
hemorragica de Rusia, el virus de la enfermedad de la selva de Kyasanur de India, el virus
Langat de Malasia, el virus Negishi de Japon, y el virus Powassan de Norte América
(Stephenson et al, 1984; Murphy et al, 1999; Jeffries et al, 2014). Aunque no hay evidencia
de variacion significativa en la patogenicidad entre cepas de LIV de una variedad de especies
de vertebrados y de garrapatas, algunos estudios revelan heterogeneidad antigénica entre
éstas (Davidson et al, 1991; Hubalek et al, 1995; Marin et al, 1995; Marston et al, 2013).

Se han identificado cuatro subtipos de virus de la enfermedad LI, subtipo britanico,
irlandés, espafiol y turco; sin embargo, un reciente analisis genético sugiere que el subtipo
del virus de la encefalitis de las ovejas de Turquia esta estrechamente relacionado con el virus

de la enfermedad TBEV vy debe ser reclasificado (lowa State University, 2009).
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Figura 1. Esquema del genoma de LIV donde se muestra la traslacion de la poliproteina viral y la
segmentacion proteolitica para generar proteinas individuales. Las puntas de flecha angostas indican la
segmentacion mediante una proteasa codificada viralmente, mientras que las puntas de flecha anchas son

sitios de segmentacién mediados por proteasas del huésped tales como la furina (Grard et al, 2007).

2.6.2. Epidemiologia

Existen subtipos de TBEV que presentan una alta tasa de letalidad préxima al 40%. Por
otro lado, existen una serie de virus de las enfermedades transmitidas por garrapatas,
estrechamente relacionados, que causan enfermedad neurolégica en ovejas o cabras que
se han descrito como virus de encefalomielitis ovina (Gao et al, 1993; Jeffries et al, 2014).
Estos incluyen el virus de la encefalitis de las ovejas turcas, el virus de la encefalitis de la
cabra griega, el virus de la encefalitis de las ovejas espafiolas y el virus de la encefalitis
de las cabras espafiolas (SGEV) (Marin et al, 1995; Balseiro et al, 2012). Ahi permanece
cierto debate sobre la clasificacion 6ptima de los diferentes aislados de LIV y los virus

dentro del complejo de encefalitis transmitidas por garrapatas (Gao et al, 1993).
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Los focos de LIV parecen estar geograficamente limitados, siendo a la vez una
enfermedad poco frecuente. Sin embargo, TBEV es un fendmeno generalizado y en
aumento en la incidencia y area de distribucion geografica (Grard et al, 2007; Jeffries et
al, 2014).

El virus se excreta activamente en la leche de cabras y ovejas infectadas y esto representa
una gran amenaza como mecanismo de transmision para corderos, cabritos y el hombre al
consumir leche procedente de animales enfermos. El virus no es resistente a las condiciones
ambientales, se destruye facilmente con los desinfectantes y la inmunidad adquirida por los
animales que sobreviven a una infeccion por este virus persiste toda la vida. Algunas aves,
cerdos, bovinos, equinos, roedores y animales silvestres pueden actuar como reservorios del
virus (Blood et al, 1992).

El L1 causa grandes mortandades en el urogallo rojo (Logopus scoticus), ave que juega un
papel muy significativo en la epidemiologia de la enfermedad actuando como reservorio
temporal y amplificador del virus. El ciervo comdn, el alce y el corzo actian como huéspedes
alternativos y replicadores temporales del virus y pueden desarrollar la enfermedad clinica

cuando son sometidos a estrés (Blood et al, 1992).

2.6.3. Distribucion geografica

Es dificil determinar la distribucion geogréafica del LIV debido a que esta estrechamente
relacionado con el TBEV, un virus comdn en Europa y que se encuentra en toda la latitud
norte de clima templado (Blood et al, 1992; lowa State University, 2009). La encefalomielitis
ovina se presenta en las Islas Britanicas, principalmente a lo largo de las tierras altas de
Escocia, Irlanda, norte de Inglaterra y Gales donde se encuentra la garrapata vector Ixodes
ricinus (Davidson et al, 1991). El LIV tiene una estrecha relacion con el virus causante de
una enfermedad similar en Noruega, otro subtipo descrito y documentado en la regién vasca
de Espafa y otros virus similares que aparecen por Europa continental (Fernandez de Luco,
1991; Marin et al, 1995; Balseiro et al, 2012).
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Basados en la filogenia molecular de la envoltura del L1V aislado en las Islas britanicas
se sugiere que hay cuatro linajes separados geograficamente, el genotipo 1 en Escocia e
Inglaterra; el genotipo 2 en Escocia; el genotipo 3 en Gales y el genotipo 4 en Irlanda.
Este andlisis también sugiere que un aislado de LIV realizado en Noruega se origing en
Gran Bretafa, y esta agrupado con el genotipo 1 aislado de Escocia e Inglaterra (Gao et
al, 1993; Jeffries et al, 2014).

Aunque no hay variacion en las manifestaciones de la enfermedad en el ganado ovino,
las muestras de LIV estudiadas tienen menos del 5% de divergencia en la secuencia de
codificacion genética, a lo que ha contribuido la separacion geogréafica por afios. Por la
divergencia entre los virus se considera que la enfermedad ha estado presente desde hace
300 afos y que estad intimamente ligada al movimiento de animales de granja en las Islas
Britanicas (McGuire et al, 1998; Jeffries et al, 2014).

Estudios de genética molecular realizados a partir del aislamiento del SGEV en cabras
espafolas en 2011 sugieren que éste es idéntico en un 94% a las cepas LIV del Reino
Unido que se han analizado, y es 93% idéntico al virus espafiol de la encefalitis de las
ovejas (Balseiro et al, 2012). En el estudio se compararon fragmentos del genoma del
virus y se hizo una comparacién adicional del genoma completo de éste y otras cepas de
LIV. Estas caracteristicas gendmicas obligaron a la secuenciacion completa de los virus
en adicion a la secuencia del genoma completo publicado en 1997, que fue aislado

originalmente de una garrapata infectada (Marston et al, 2013).

La secuenciacion de otra variante de LIV aislado directamente de la médula espinal de
una oveja con signos neurologicos tipicos de la enfermedad mostré un 95,6% de identidad
con el genoma LIV original y un 97,5% en el nivel de aminoacidos (Marston et al, 2013).
Esta informacion es importante en el establecimiento de la medida de variacion de LIV,
en el que se delimitan los miembros del género Flavivirus de las encefalitis transmitidas
por garrapatas y en la comprension de las causas subyacentes para las diferentes

propiedades de virulencia dentro del grupo (Marston et al, 2013; Jeffries et al, 2014).
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Tradicionalmente se piensa que los virus del complejo TBEV evolucionan porque son
capaces de mutar. Sin embargo, estudios recientes sobre la posibilidad de recombinacion han
cuestionado esto, proponiéndose que una cepa de LIV es una recombinacion con una
insercion en el gen NS3 de una cepa de TBEV (Bertrand et al, 2012). Un nuevo estudio
sugiere que este evento de recombinacion probablemente haya ocurrido in vitro o durante
ensayo in vivo después de su aislamiento, en lugar de ocurrir de forma natural (Norberg et al,
2013).

Se cree que la dispersion geografica de estos virus en la naturaleza actia como una barrera
para la recombinacion ya que esto requiere que los virus coexistan (Norberg et al, 2013). Los
virus de este grupo tienden a estar separados geogréaficamente, aunque se ha informado de la
deteccion de LIV y TBEV en garrapatas de las islas Bornholm en Dinamarca (Jensen et al,
2004). Esto plantea preguntas acerca de la posible evolucion futura de este complejo de virus
que se podria superponer en mayor medida a su distribucion geogréfica, lo que podria a su
vez tener implicaciones en la virulencia, especificidad de especie y, por lo tanto, en el control

del virus y en el desarrollo de vacunas (Norberg et al, 2013).

2.6.4. Transmision

El vector natural de LIV es la garrapata Ixodes ricinus; y la oveja la especie de destino y
reservorio mas importante que puede actuar como huésped replicador por un corto periodo
de tiempo, ya que pueden morir rapidamente tras la infeccion. Macleod y Gordon en 1932
demostraron la asociacion entre la enfermedad LIy las garrapatas a través de la transmision
de la enfermedad por inoculacién de macerados de 1. ricinus en ovejas susceptibles (Jeffries
et al, 2014). La mayor distribucion de LIV se refleja en aquellas areas donde las garrapatas
son mas abundantes, principalmente en zonas de tierras altas para pastoreo. Otras especies
de garrapatas como Rhipicephalus appendiculatus, Ixodes persulcatus y Anatolicum
haemaphysalis son capaces de transmitir LIV, pero no parecen ser importantes en la
epidemiologia de esta enfermedad por no ser vectores competentes donde el virus pueda
replicarse. Sélo las ovejas y el urogallo rojo desarrollan constante y suficiente viremia para
infectar a las garrapatas y replicar el virus (Blood et al, 1992; lowa State University, 2009;
Barrett et al, 2012).
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La ocurrencia de LI en paises endémicos se correlaciona estrechamente con la
distribucion de la garrapata vector, que requiere un medio ambiente con una humedad
relativa alta. En las diferentes fases de alimentacion del ciclo de vida de la garrapata I.
ricinus, las larvas y ninfas necesitan alimentarse de sangre antes de la metamorfosis a la
siguiente etapa; y las hembras apareadas requieren de sangre antes del desarrollo de los
huevos y de que ocurra la ovoposicion. Por lo tanto, todas las etapas de garrapatas, larva,
ninfa y adulto pueden adquirir el virus al alimentarse de una gran cantidad de sangre
durante la fase de viremia (Gray, 1991; Jeffries et al, 2014).

Una caracteristica importante de la bionomia de I. ricinus que tiene gran impacto en la
epidemiologia de LI es la periodicidad anual en su ciclo de vida, que dura
aproximadamente 3 afios en completarse, aunque puede tomar mas tiempo. La actividad
pico de garrapatas se produce durante la llegada de la primavera, y este resurgimiento de
actividad en algunas zonas ocurre durante el final de la primavera. Aunque los casos de
LI pueden ocurrir en cualquier momento del afio, la enfermedad es mas frecuente durante
los periodos de méxima actividad de la garrapata entre abril y junio (ascenso de la

primavera) y de nuevo en septiembre, meses en los que I. ricinus se alimenta (Gray, 1991).

La alimentacion esta precedida por un comportamiento llamado “busqueda”, donde la
garrapata en sus diferentes estados de vida sube a las partes altas de la vegetacion y se
posa en sitios expuestos para entrar en contacto con las extremidades del huésped casual.
El movimiento, el calor y el diéxido de carbono exhalado por un huésped potencial son
atrayentes para las garrapatas en busqueda. En este momento, si las reservas de energia se
agotan la garrapata morira, pero los pequefios mamiferos, aves y reptiles resultan
huéspedes adecuados para las etapas juveniles, y los grandes mamiferos, en particular
ovejas y ciervos, son los preferidos por los estadios adultos. Las infestaciones por
garrapatas de tales especies pueden ser altas, sin embargo, todavia no hay evidencia
concluyente de que alguna especie especifica sea vital para el mantenimiento del LIV en
un area en particular (Gilbert et al, 2000; Randolph et al, 2002; Laurenson et al, 2003;
Jeffries et al, 2014).
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El LIV se replica activamente en la garrapata y puede sobrevivir a la transicion entre las
etapas, conocida como la transmision transestadial, ya que no hay evidencia hasta la fecha
de la transmision transovérica del LIV (Hudson et al, 1995). Las garrapatas no infectadas
pueden infectarse por coalimentarse en proximidades con garrapatas infectadas, hecho que
se observo inicialmente en la transmision de TBEV (Labuda et al, 1993). Un mecanismo
similar se ha descrito para la transmision de LIV en garrapatas I. ricinus que se alimentan de

sangre de liebres de montafa (Jones et al, 1997; Jeffries et al, 2014).

El LIV también se puede transmitir por la leche de cabras, y en menor medida en la de
ovejas, por lo que los corderos y cabritos pueden infectarse cuando estan lactando. El
urogallo rojo puede infectarse por alimentacion con garrapatas, y los cerdos se enferman
cuando ingieren subproductos y carne cruda de corderos infectados. La propagacion
iatrogénica puede ocurrir con las agujas o instrumentos quirdrgicos (lowa State University,
2009).

El LIV también puede transmitirse a los humanos por picadura de garrapata o por la
exposicion al aerosol o material infeccioso a través de abrasiones o heridas de la piel. Es mas
frecuente la infeccion adquirida por la manipulacion de animales infectados en los mataderos.
La potencial transmision oral del virus a los humanos también existe por el consumo de leche
de cabras u ovejas que se encuentran en la fase aguda de la infeccion (Blood et al, 1992;
Murphy et al, 1999; lowa State University, 2009).

2.6.5. Periodo de incubacion

El periodo de incubacion de LIV varia de 6 a 8 dias en condiciones de exposicién natural.
En ovejas infectadas experimentalmente por ciertas rutas no naturales de infeccion
(inoculacion intracerebral) este periodo se acorta. Después de la infeccion se produce la
viremia concurrente con pirexia (lowa State University, 2009). Si la entrada al tejido nervioso
se efectlia a través de la BHE, se observa una reaccion febril secundaria en el momento de la
aparicion de los signos nerviosos. Los animales donde no ocurre invasion del tejido nervioso
se recuperan rapidamente y adquiriran inmunidad para las infecciones sucesivas, pudiendo

persistir el virus en la sangre de estos animales por algun tiempo (Blood et al, 1992).
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En animales de experimentacion puede ocurrir invasion del SNC, aunque las lesiones
suelen ser pequefias y aisladas, asociandose el desarrollo de la enfermedad nerviosa con
la replicacion del virus en células nerviosas provocando la muerte del animal. En este
mismo grupo de animales los anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion se detectan

de 5 a 10 dias después de la inoculacién (Blood et al, 1992).

2.6.6. Especies afectadas

Las ovejas son las anfitrionas por excelencia del LIV. Los casos clinicos también se
han documentado en otros mamiferos, incluyendo ganado vacuno, cabras, caballos,
Ilamas, alpacas, cerdos, perros, ciervos y alces europeos (tabla 6) (Jeffries et al, 2014). Se
han reportado casos graves de infeccion natural o experimental entre urogallos rojos
(Lagopus scoticus) y sus familiares (Lagopus mutus y Lagopus lagopus), incluyendo la
perdiz nival. El LIV también puede infectar a una serie de pequefios mamiferos como
musarafas, ratones de campo, ratas, liebres y conejos. (Schwentker et al, 1933; Blood et
al, 1992; lowa State University, 2009; Barrett et al, 2012).

Tabla 6. Especies animales afectadas por el Virus Louping Il (LIV)

Especie Referencia

Caballo (Equus ferus caballus) Fletcher, 1937; Timoney, 1976; Hyde, 2007
Urogallo rojo (Lagopus scoticus) Williams, 1963

Oveja (Ovis aries) Smith, 1964a

Liebre (Lepus timidus) Smith, 1964b

Perro (Canis familiaris) MacKenzie, 1973

Corzo (Capreolus capreolus) Reid, 1976

Ciervo rojo (Cervus alephus) Reid et al, 1978a

Urogallo rojo (Lagopus scoticus) Reid et al, 1978b

Cerdo (Sus scrofa) Bannatyne 1980; Ross, 1994

Cabra (Capra aegagrus hircus) Gray et al, 1988; Balseiro et al, 2012
Bovino (Bos taurus) Twomey, 2001; Benavides, 2011
Llama (Lama glama) Macaldowie et al, 2005

Alpaca (Vicugna pacos) Cranwell et al, 2008

Adaptado de: Louping ill virus: an endemic tick-borne disease of Great Britain (Jeffries et al, 2014)
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En Espafa el primer reporte de infeccion por LIV en ovejas en el Pais Vasco lo realizo
Fern&ndez de Luco en 1987. La infeccion se observaba desde hacia muchos afios con un alto
rango de morbilidad y mortalidad y era frecuente durante la primavera. Estos casos eran
similares en aspectos clinicos, epidemiolégicos, inmunoldgicos, etiologicos y lesionales a los
casos de LI en Escocia. Los animales clinicamente enfermos presentaban meningoencefalitis
no purulenta, con necrosis neuronal y fendmenos de neuronofagia. El agente causal
presentaba una marcada relacion antigénica con el LIV y se denomind virus de la

encefalomielitis ovina espariola (Fernandez de Luco, 1991).

Balseiro et al (2012) reportaron el caso de un grupo de cabras espafiolas que enfermaron
un mes después de ser trasladadas de una granja de la region sur hacia la parte norte en
Asturias (Espafia). Los primeros signos clinicos que manifestaron fueron cojera en miembros
posteriores con incoordinacion progresiva, fiebre, temblores musculares y exoftalmos. Se
realiz6 la necropsia en dos cabras adultas en las que no se observaron lesiones macroscépicas
en los diferentes 6rganos, sin embargo, en el examen histolégico del SNC se pudo apreciar
necrosis de las células de Purkinje y otras neuronas, infiltrado linfocitico en meninges,
manguitos perivasculares y una evidente neuronofagia y gliosis. Los estudios de genética
molecular permitieron identificar el virus SGEV que resultd idéntico en un 94% respecto a
la cepa britanica de LIy en un 93% a la variante ovina descrita en la region vasca. Este caso
revelo la infeccion natural de otras especies ademas de la oveja, y la presencia del virus en la

region norte de Espafia (Balseiro et al, 2012).

Los casos reportados en perros describen la encefalitis y la muerte causada por LIV, pero
se desconoce los niveles de viremia que puede alcanzar un individuo con LIV en esta especie
(MacKenzie, 1973).

La infeccion por LIV reportada en llamas (Lama glama) describe que los animales
enfermos presentaron anorexia, letargia y ataxia progresiva que terminé en decubito y muerte
de los animales en los dias siguientes (Macaldowie et al, 2005). El analisis histopatoldgico
del encéfalo indicaba una fuerte meningoencefalitis no supurativa en cerebelo, puente y

médula oblongada caracterizada por un alto infiltrado linfoide perivascular, microgliosis
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focal, necrosis de neuronas y neuronofagia. El analisis inmunohistoquimico en muestras
de encéfalo reveld concentraciones de antigenos virales en neuronas con necrosis y
neuronofagia, en células de Purkinje y en motoneuronas del puente y médula oblongada
(Macaldowie et al, 2005).

2.6.7.Casos de infeccion en humanos

Existen casos bien documentados que informan de la infeccion adquirida en laboratorio
por cientificos que trabajaban con LIV. Pero el mayor riesgo lo presentan los ganaderos,
trabajadores de mataderos, carniceros y veterinarios que tienen contacto con las ovejas u
otras especies potencialmente infectadas (Schwentker et al, 1933; Blood et al, 1992; lowa
State University, 2009; Barrett et al, 2012). El potencial contacto de humanos con
garrapatas en las zonas donde el LIV es endémico puede aumentar en el futuro debido a
los cambios socioecondmicos y factores climaticos (es decir, el uso recreativo del campo
o0 el cambio climético que produce cambios en las poblaciones de garrapatas) (Mansfield
et al, 2009).

El primer reporte de infeccion en humanos se hizo en 1934, y describia cuatro casos en
personal de laboratorio directamente involucrado con el LIV. El primer caso de infeccion
natural ocurrida en humanos se reportd en 1948. Posteriormente se reportaron mas casos
de la enfermedad en trabajadores de laboratorio, el Gltimo en 1972 (Williams & Thorburn,
1962; Davidson et al, 1991; Mansfield et al, 2009; Jeffries et al, 2014).

En las infecciones adquiridas en laboratorio la enfermedad se caracteriza por fiebre de
hasta 39.5 °C, dolor de cabeza, anorexia, mareos y rigidez muscular. Estos signos y
sintomas son menos comunes en la enfermedad adquirida de forma natural y es posible

que este sindrome febril a menudo no se detecte.

Los casos de infeccion con LIV reportados en Irlanda del Norte presentaron sintomas
similares a la poliomielitis. De 37 casos de humanos, solamente en 14 de ellos se
manifestaba un episodio febril y en otros 18 pacientes se presentd fiebre bifasica

(Davidson et al, 1991). La fase febril cursaba con un periodo corto de mejoria, para luego
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pasar a una fase de encefalitis caracterizada por fiebre superior a 39,5 °C, fuerte dolor de
cabeza, vomitos, somnolencia, rigidez de cuello y temblores de cabeza y extremidades
(Williams & Thorburn, 1962; Davidson et al, 1991; Mansfield et al, 2009; Jeffries et al,
2014).

En las dltimas décadas no se han reportado casos humanos de encefalitis por el LIV,
aungue esto no estd del todo claro porque se reportan numerosos casos de encefalitis de
origen desconocido y algunos de ellos podrian ser casos de infeccion con LIV. Es posible
que la falta de conciencia entre los médicos o una falta de pruebas especificas pudiera

contribuir a esta ausencia de casos diagnosticados (Jeffries et al, 2014).

2.6.8. Cuadro clinico de LI en diferentes especies

En zonas endémicas muchos animales desarrollan infecciones subclinicas o clinicas en
funcion de una serie de factores relacionados con el huésped y el medio ambiente. Estos
signos clinicos iniciales en ovejas infectadas de forma natural son inespecificos e incluyen
fiebre bifasica que puede alcanzar los 42 °C, depresion, anorexia, y estrefiimiento. Los signos
clinicos preceden al segundo pico febril que ocurre alrededor del quinto dia después que el
virus invada el SNC (Blood et al, 1992). Los signos clinicos anteriores incluyen temblores
musculares y/o rigidez, falta de coordinacion, ataxia, hipersensibilidad al ruido y tacto,
salivacion y mordisqueo nervioso, progresando en algunos casos a la ataxia de la cabeza,
paralisis posterior, postracion, espasmos convulsivos y/o coma (lowa State University,
2009). Cuando el virus no alcanza a invadir el SNC los animales se recuperan rapidamente y
adquieren una inmunidad protectora duradera (Blood et al, 1992).

Las ovejas afectadas pueden presentar una forma inusual de caminar en saltos, llamada
"marcha louping"”, durante la cual mueven ambas patas traseras o ambos miembros
anteriores, hacia adelante al unisono. La muerte suele ocurrir después del curso clinico en
pocos dias e incluso de forma hiperaguda entre los animales con signos neurologicos y los
animales que sobreviven a la infeccion pueden presentar signos nerviosos variables como

déficit visual (lowa State University, 2009).
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La infeccién concomitante de ovejas con Cytoecetes phagocytophila o Toxoplasma
gondii influyen en el resultado clinico de la infeccion por LIV, causando aumento de la
patogenicidad del virus, aparentemente ejerciendo un profundo efecto inmunosupresor
sobre el animal donde la viremia mayor y mas prolongada que en las ovejas expuestas
solamente al LIV (Reid et al, 1984; Reid & Pow, 1985; Jeffries et al, 2014). Aunque no
hay diferencias en la susceptibilidad al LIV entre razas de ovejas se ha demostrado, que
el curso clinico de la enfermedad puede variar con la edad, observandose diferencias entre
corderos y adultos. Las crias de hembras inmunizadas y que son expuestas al virus pueden
desarrollar una enfermedad terminal hiperaguda sobreviniendo la muerte dentro de las 48
horas después de la aparicion de los signos clinicos (Reid et al, 1984; Reid & Pow, 1985;
Jeffries et al, 2014).

En el ganado bovino la enfermedad se manifiesta con una marcha vacilante,
hiperexcitabilidad, decubito, ataxia de la cabeza, convulsiones y muerte. En cerdos, los
lechones infectados pueden presentar una variedad de sintomas nerviosos como marcha
tambaleante sin direccidn, ataxia de la cabeza, espasmos musculares y convulsiones. En
los caballos los casos naturales de infeccidon con LI son muy raros y en la mayoria de los

casos cursan de manera subclinica e inaparente (Reid & Pow, 1985).

En urogallos rojos infectados experimentalmente los signos clinicos que presentan son
depresion, anorexia, regurgitacion del contenido del buche durante la manipulacion, y
debilidad muscular, seguida de la muerte. Aungue se pueden encontrar lesiones en el SNC
de estas aves, los signos neurolégicos reportados no son obvios. En poblaciones silvestres
de urogallo rojo se ha descrito la disminucion del peso corporal y la baja supervivencia de

los pollos, asi como la muerte en aves de todas las edades (Reid et al, 1978b).

En humanos el LI puede presentarse de varias maneras y los anélisis seroldgicos de los
grupos de riesgo sugieren que la mayor parte de exposiciones son asintomaticas o resultan
en un tipo de enfermedad gripal con fiebre, dolor de cabeza y ligera rigidez muscular, o
en una enfermedad similar a la poliomielitis o fiebre hemorragica, pero la infeccién rara
vez es mortal (Williams & Thorburn, 1962).
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2.6.9. Cuadro lesional
a. Lesiones macroscopicas
El LI no causa lesiones macroscopicas caracteristicas en SNC (Jubb & Palmer's, 2015),
con la posible excepcion de la congestion de los vasos meningeos y, en algunos casos,

neumonia (Fernandez de Luco, 1991; Jeffries et al, 2014).

b. Lesiones microscopicas

La enfermedad se caracteriza por una meningoencefalitis aguda y las lesiones
histopatoldgicas consisten en meningitis y encefalomielitis no supurativa. En la sustancia
blanca se aprecian manguitos perivasculares, focos de gliosis y leptomeningitis leve. Las
lesiones inflamatorias son mas evidentes que en la mayoria de las encefalitis virales. La
inflamacion puede ser desde leve a muy grave con presencia de neutréfilos en los casos muy
graves, y por lo general restringida a la materia gris. En las ovejas y en las cabras, estas
lesiones se observan principalmente en el tronco encefalico y el cerebelo, asi como en el asta
ventral de la médula espinal (Marin et al, 1995; Jubb & Palmer's, 2015; Balseiro et al, 2012).

Es comun observar degeneracion neuronal, que puede ser grave, y una prominente
neuronofagia con alteracion selectiva de las células de Purkinje del cerebelo. En muchos
casos, la gravedad depende en gran medida de la duracion de la infeccion activa. En la médula
espinal la poliomielitis es la lesidn mas caracteristica especialmente en la region cervical. En
el caso de las ovejas no se han observado cuerpos de inclusién, pero si inclusiones

intracitoplasmaticas acidodfilas (Doherty et al, 1972; Jubb & Palmer's, 2015).

También se ha informado de meningoencefalitis no supurativa en urogallos infectados
experimentalmente, pero las lesiones ocurren principalmente en el cerebro y los I6bulos
opticos del cerebro medio (Reid et al, 1978). En infecciones experimentales de monos y
ratones se presentan inclusiones virales en neuronas del tronco cerebral y médula espinal.
Por inmunohistogquimica se puede identificar el antigeno viral facilmente, sobre todo en las
células de Purkinje del cerebelo (Jubb & Palmer's, 2015).
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2.6.10. Respuesta inmune

La respuesta inmune desencadenada puede ser tanto humoral como celular, y ambas son
importantes para el control de la infeccidén primaria y la prevencion de futuras infecciones
por Flavivirus. La IgM circulante se sintetiza a los 6 dias del comienzo de la infeccion,
seguida de la produccion de IgG. Los anticuerpos bloquean la diseminacion del virus y la

infeccion subsiguiente de otros tejidos (Reid et al, 1971).

La inmunidad frente a un Flavivirus puede conferir un cierto grado de proteccion frente a
la infeccion por otros Flavivirus al reconocer los antigenos comunes expresados por todos
los virus de la familia. La inmunidad frente a estos virus es un arma de doble filo, donde la
inmunidad celular también desempefia una notable funcién en el control de la infeccion
primaria. En este caso un anticuerpo no neutralizante puede favorecer la entrada de los
Flavivirus en los macrofagos y otras células. Este tipo de anticuerpos se pueden generar
frente a una cepa relacionada de virus en la que el epitopo neutralizante no se exprese o sea
diferente (Murray et al, 2006). La inflamacion derivada de la respuesta inmune celular puede
destruir los tejidos y contribuir significativamente a la patogenia de la encefalitis. También
pueden observarse reacciones de hipersensibilidad retardada, formacion de
inmunocomplejos con viriones y antigenos viricos, y la activacion del complemento (Murray
et al, 2006).

2.6.11. Morbilidad y mortalidad

La morbilidad y mortalidad varian segin el estado inmunolégico del animal, las
infecciones concurrentes y otros factores. La incidencia de LI en ovejas adultas suele ser
baja, a menos que sean trasladadas recientemente desde un area libre a una zona endémica
con esta enfermedad. Aqui la tasa de mortalidad puede alcanzar el 60% y la mayoria de
los casos se producen en los animales menores de dos afios. La mayoria de los casos de
encefalomielitis ovina se producen en primavera, principios de verano y otofio, cuando las
garrapatas son mas comunes. Los corderos nacidos en estas areas suelen estar protegidos
por los anticuerpos maternos durante los primeros meses de vida, y los animales adultos
son capaces de desarrollar inmunidad. Una vez que una oveja ha desarrollado encefalitis,

la tasa de letalidad es de aproximadamente el 50% (lowa State University, 2009).
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El urogallo rojo es muy susceptible a LI, y en areas donde la garrapata Ixodes ricinus es
comun estas aves resultan seropositivas hasta en un 84% vy la tasa de mortalidad puede ser
hasta del 80%. En otras aves silvestres también se ha reportado mortalidad y la supervivencia
de los polluelos puede ser muy baja en zonas endémicas (Reid et al, 1978). En el hombre
aunque la infeccidn suele ser inusual y ocurre principalmente en personas expuestas al virus

la recuperacion suele ser rapida y normal (Jubb & Palmer's, 2015).

2.6.12. Diagnostico
a. Diagnostico clinico
Se debe sospechar de LI cuando las ovejas presentan fiebre y signos neurolégicos, sobre
todo cuando el rebafio se ha movilizado o introducido recientemente en areas infestadas por
garrapatas. Los signos clinicos no parecen ser especificos en urogallos, y se debe considerar
una amplia variedad de enfermedades que cursan con encefalomielitis (lowa State
University, 2009).

b. Diagnostico diferencial
El LI en el ganado ovino puede confundirse clinicamente con una amplia gama de
enfermedades infecciosas y no infecciosas, incluyendo scrapie, toxemia de la gestacion,
hipocalcemia, tétanos, listeriosis, fiebre por garrapata, hipocuprosis, rabia, hidatidosis, y
toxicos vegetales (Blood et al, 1992; Jubb & Palmer's, 2015).

Los casos de la enfermedad en bovinos deben diferenciarse de la fiebre catarral maligna,
listeriosis, pseudorrabia, EEB, rabia, hipomagnesemia, hipocalcemia, envenenamiento agudo
por plomo e intoxicacién por ciertos tdxicos vegetales. Con la excepcion de la necesidad de
distinguir LI de otras encefalomielitis virales, el diagnostico diferencial no esta previsto para
los animales domésticos debido a la poca frecuencia de la enfermedad en estas especies. En
los seres humanos, la infeccién por el LIV puede ser confundida con una gama de agentes

que pueden causar meningitis o0 meningoencefalitis (lowa State University, 2009).
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c. Recoleccion de muestras

Durante la fase aguda (viremia) de LI puede aislarse el virus a partir de muestras de
sangre, por lo que es preferible hacer el aislamiento en los primeros 3-4 dias despueés del
inicio de la fiebre. La viremia por lo general termina en el momento en que el animal
desarrolla signos neuroldgicos. En animales que muestran signos nerviosos el aislamiento
del virus se puede realizar por tiempo indeterminado, y en la mayoria de los casos se hace
a partir del cerebro y de la médula espinal de los animales que mueren (Marston et al,
2013).

Durante la necropsia se deben tomar muestras de encéfalo y de la porcidn cervical de
la médula espinal y es preferible transportar las muestras en glicerol al 50 % o en solucion
salina normal o congelados. Muestras de cerebro y porciones de la médula espinal deben

ser remitidas para estudio histopatolégico en formalina al 10% (Reid et al, 1971).

d. Pruebas de laboratorio

El diagndstico serologico incluye inhibicion de la hemaglutinacidn, seroneutralizacion,
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y fijacion del complemento
(Murray et al, 2006). La deteccién de IgM especifica para el virus mediante el ensayo de
inhibicion de la hemaglutinacién permite el diagnostico a partir de muestras de suero
cuando la infeccion es reciente, ya que los anticuerpos aparecen de 5 a 10 dias después de
la infeccion y éstos disminuyen después de 6-12 meses. Cuando se practican pruebas
seroldgicas, pueden ocurrir reacciones cruzadas con otros Flavivirus (Reid et al, 1978a;
Murray et al, 2006; lowa State University, 2009).

En el Reino Unido la serologia se utiliza ampliamente para evaluar la prevalencia del
virus LI en diferentes hospedadores. Actualmente existe una vigilancia limitada para el
virus en la fauna, y las estimaciones de prevalencia y distribucion se basan en los animales
de granja recibidos en laboratorios o sometidos a necropsia con signos neuroldgicos
sospechosos de infeccidn por el LIV (Marin et al, 1995; Balseiro et al, 2012; Jeffries et al,
2014).
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El diagnostico definitivo de LI se basa en el aislamiento del virus a partir de muestras de
encéfalo y médula espinal ya que a partir de la sangre es menos factible cuando la fase de
viremia ha finalizado. Este virus puede ser aislado en lineas celulares de rifion porcino, ovino
0 hamster, asi como en huevos embrionados, y mediante la inoculacion intracerebral en

ratones lactantes (Blood et al, 1992; lowa State University, 2009).

También se utiliza la prueba de tincion por inmunohistoquimica y la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) para la deteccion de antigenos virales o
acidos nucleicos en el SNC (lowa State University, 2009; Marston et al, 2013). La aplicacion
de la técnica inmunohistoquimica utilizando el complejo de inmunoperoxidasa avidina-
biotina (ABC) tiene éxito en la deteccion del LIV en muestras de encéfalo y médula espinal
fijado con formalina de casos de infecciones naturales o experimentales (Murray et al, 2006;

lowa State University, 2009).

2.6.13. Control

La forma mas facil de prevenir la diseminacion de cualquier flavivirus consiste en el
control de sus vectores y sus zonas de reproduccion (Murray et al, 2006). El uso frecuente de
acaricidas de inmersién o pulverizados en ovejas y en ganado en general durante el periodo
de la actividad maxima de la garrapata es un medio valioso para controlar el nivel de
infestacion por garrapatas y la posible transmision del virus. Las medidas encaminadas a
reducir las poblaciones de garrapatas en pastos infestados resultan poco préacticas para el
control del LI en zonas endémicas de la enfermedad. EI medio mas eficaz para controlar la
enfermedad LI en zonas endémicas es la vacunacion (Blood et al, 1992).

La vacunacion a grupos de animales trasladados a zonas endémicas debe realizarse al
menos un mes antes de la exposicion a la infeccion debido a que el LIV se mantiene en un
ciclo garrapata/oveja por largos periodos. En ovejas gestantes se recomienda la vacunacion
en el altimo tercio de gestacion para que éstas puedan proporcionar inmunidad pasiva a sus
corderos a traveés del calostro, y éstos estén protegidos durante los meses criticos iniciales de
vida (Blood et al, 1992; lowa State University, 2009).
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Es aconsejable vacunar a los corderos después del destete cuando la inmunidad materna
ha disminuido, especialmente en zonas donde hay una "subida" secundaria de la actividad
de las garrapatas. Se recomiendan dos dosis de la vacuna con un intervalo de 2 a 8 semanas
entre las inyecciones para lograr una éptima proteccion a la infeccién natural. Se
recomienda hacer vacunaciones sistematicas del rebafio durante un periodo de varios afios

para lograr la eliminacion del virus (lowa State University, 2009).

2.7. Agentes toxicos como causa de alteraciones nerviosas en cabras

Las neuropatias toxicas, generalmente son de tipo crénico y la historia y el cuadro clinico
pueden facilitar su diagnéstico. Son muchos los compuestos orgéanicos, inorganicos, metales
pesados y plantas que pueden causar dafios (procesos degenerativos) en el SN de rumiantes
(Pugh, 2002).

2.7.1. Plantas toxicas
Las consecuencias, frecuencia y distribucion geogréafica de las intoxicaciones por plantas
ocurren por diversos factores como, el tipo y concentracion del agente toxico, y la fase de
desarrollo vegetativo en que es consumida por el animal (tabla 7). Ciertos tipos de plantas
poseen diferencias de toxicidad aun dentro de la misma especie, influenciado también por el
tipo de suelo y la disponibilidad de agua para su desarrollo. Otros factores que influyen son
la dosis ingerida, la sed y la palatabilidad de los animales que suelen consumir este tipo de

plantas (Colorado State University, 2017).

Las plantas y hongos toxicos pueden clasificarse de acuerdo a la naturaleza quimica de
sus constituyentes metabdlicos, pudiendo estar constituidos por una sustancia Unica, o0 bien
por varias sustancias similares con propiedades quimicas muy diferentes. En muchos casos,
el componente toxico no se logra determinar, incluso la presencia de un principio toxico en
una planta no significa que el consumo de ésta necesariamente produzca intoxicacién. La
clasificacion de las toxinas vegetales en grupos quimicos o por los efectos adversos
producidos, ya sea a nivel del sistema digestivo, del sistema nervioso central, o bien, dafios
en la piel, resultan utiles para emitir un diagndstico sobre la planta implicada (Cooper &
Johnson, 1998).
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En las plantas pueden estar presentes uno o varios compuestos toxicos, “las llamadas
toxinas intrinsecas”, que provogquen mas de una respuesta o alteracion en el organismo. Otros
pueden ser derivados del metabolismo de la planta una vez ingerida por el animal, como es
el caso de los glucdsidos cianogénicos, que se vuelven altamente toxicos después de la accion
de las enzimas liberadas durante el proceso de digestion (por la liberacion de &cido
cianhidrico). En ciertos casos las plantas o los productos vegetales se vuelven toxicos cuando
se contaminan con hongos que liberan micotoxinas que pueden ser las responsables de
erupciones en piel o reacciones de fotosensibilidad, por ejemplo, la patata que puede liberar
altas cantidades de solanina, un alcaloide que se vuelve altamente toxico cuando se expone

por mucho tiempo a la luz solar intensa (Cooper & Johnson, 1998).

La susceptibilidad de las diferentes especies animales a la accion toxica de ciertas plantas
es variable, en parte, debido a la dieta, a la anatomia del tracto digestivo y el comportamiento
alimenticio. En el caso de los rumiantes, que tienen un tracto digestivo relativamente grande
ciertas sustancias toxicas se pueden diluir antes de ser absorbidas por el tracto intestinal, o el
caso de los caballos y cerdos donde el paso de la sustancia puede ser mas lento antes de ser
absorbida. A menudo se asume que las cabras pueden comer de manera segura casi cualquier
cosa, pero ciertamente no es asi, en condiciones naturales, el patrén de alimentacion indica
que ciertos animales pueden ser selectivos evitando cierto tipo de plantas perjudicialmente
toxicas, no asi, en aquellos casos de los animales mas jovenes que no suelen ser selectivos.
Pero uno de los factores mas importantes entre especies podria ser el mecanismo de
desintoxicacion especificos, que incluso puede variar entre individuos de la misma especie
(Cooper & Johnson, 1998).

Una vez ingerida la planta, los agentes toxicos de ésta pueden afectar el tracto digestivo
del animal de varias maneras, algunas causan estomatitis, gastroenteritis o irritacion del
estomago o del intestino, que desencadenan en dolor abdominal, vomitos (en animales que

puede vomitar) y diarrea o estrefiimiento (Cooper & Johnson, 1998).

Después de la absorcion en el tracto digestivo, los principios toxicos pasan al higado,

donde se produce la descomposicion y desintoxicacion enzimatica. Sin embargo, puede
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ocurrir un dafio hepatico como sucede en aquellos animales que comen plantas ricas en
alcaloides pirrolizidinicos. Cuando la funcidon hepatica estd alterada, ciertos pigmentos
biliares, en lugar de ser eliminados a través de la secrecion biliar, ingresan en la circulacion
sanguinea general, y llegan a los capilares de la piel donde pueden ser activados por la
radiacion ultravioleta y causar el sindrome de fotosensibilizacion. Otros agentes tdxicos
circulantes en sangre pueden destruir globulos rojos y causar anemias como efecto directo.
Ciertas plantas pueden contener grandes cantidades de oxalatos que pueden combinarse con
el calcio en sangre y formar oxalato de calcio insoluble y provocar hipocalcemia (Cooper &
Johnson, 1998).

Los rifiones, los 6rganos principales de la excrecion, pueden verse afectados por sustancias
toxicas que pasan a traves de ellos (por ejemplo, oxalato). En muchos casos mortales, el
efecto del toxico es sobre el musculo cardiaco o directamente sobre las células nerviosas de
éste (Cooper & Johnson, 1998). Es probable que los signos nerviosos, de tipo excitatorio o
depresivos, ocupen el segundo lugar en frecuencia en los casos de intoxicacion por plantas
y, cuando estos estan presentes, generalmente no se encuentran cambios macroscopicos e

histolgicos manifiestos en el tejido nervioso (Cooper & Johnson, 1998).

2.7.2. Alteraciones neuroldgicas provocadas en cabras por el consumo de plantas
del género Ipomoea
Las plantas del género Ipomoea (por ejemplo, Ipomoea carnea) pertenecen a la familia
CONVOLVULACEAE, producen toxinas vegetales (alcaloides) que se usan como fuentes de
drogas que actian sobre el SNC. Los alcaloides obtenidos de estas plantas se utilizan
actualmente en el tratamiento de una amplia gama de enfermedades, especialmente como
psicoactivos y agentes vasoconstrictores. Esta clase de moléculas pertenecen al grupo de
alcaloides indol y se pueden clasificar segun sus estructuras en: clavines, ergoamidas y
péptidos (ergopeptinas) (Carlini & Ligabue-Braun, 2017). Este género de plantas es

endémico en Nicaragua (Aguirre et al, 2009).

Las plantas crecen en agrupamientos densos coincidiendo con la época seca del afio y la

carencia de forrajes, momento en el que los animales las consumen en gran cantidad. Para
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que en el animal se presenten los signos clinicos de intoxicacion éstas deben ser consumidas
por largos periodos, pudiendo presentarse éstos mucho tiempo después de haberse iniciado
el consumo (Caspe et al, 2008). Algunos animales muestran gran apetencia hacia el consumo
de esta especie, lo cual posiblemente conduzca a una adiccidn (Caspe et al, 2008; Rios et al,
2015). El componente toxico de este género de plantas son los alcaloides swainsonina y
calisteginas (Rios et al, 2015; Hao et al, 2015a; Hao et al, 2015b).

Estas plantas producen “a-manosidosis”, una enfermedad por almacenamiento lisosomal
que ocurre secundariamente a la ingestion de estas plantas que producen el alcaloide
swainsonina y, que afecta principalmente a las células de Purkinje del cerebelo cursando con
grave disfuncién cerebelosa (de Lahunta & Glass, 2009). El mecanismo de toxicidad de este
alcaloide ha sido demostrado en diferentes estudios sobre intoxicacién con plantas de
diferentes géneros (Astragalus, Oxitropis, Ipomoea, y Sida), atribuyéndole efecto inhibidor
de glicoproteinas como la a- manosidasa Il en el aparato de Golgi. La swainsonina interviene
en las rutas metabdlicas de glicosilacion de carbohidratos esenciales para la funcion celular,
formando en su lugar glacidos hibridos (manosidasa y glucosidasa) que tienden a ser
expulsados, o bien, se acumulan en las células produciendo las alteraciones por
almacenamiento (de Lahunta & Glass, 2009; Rios et al, 2015; Hao et al, 2015a; Hao et al,
2015b; Cortinovis & Caloni, 2015).

La clinica presentada por el consumo de plantas del género Ipomoea se caracteriza por
movimientos oscilatorios laterales de la cabeza, nistagmos, ataxia, tremores, balanceo, caida
del tercio posterior, dificultad para levantarse, y paresia. Otros signos observados son:
pérdida de peso, disminucion de la frecuencia de ruidos ruminales, anemia, retardo en el
tiempo de llenado capilar y anormalidades del pliegue cutaneo (Caspe et al, 2008; Rios et al,
2015).

Estudios cientificos realizados en Brasil asocian un cuadro similar al consumo de plantas
de la especie Ipomoea sericophylla e Ipomoea riedelii. Los signos clinicos observados se
caracterizaban por incoordinacién, hipermetria o pasos laterales, paresia espastica, ataxia,

reacciones posturales anormales, nistagmos e inapetencia. Otros signos observados fueron
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depresion, pelo hirsuto y opaco y perdida de peso (Medeiros et al, 2003; Barbosa et al, 2006).
Durante la necropsia de los animales no se observaron lesiones macroscopicas significativas.
Las lesiones microscopicas fueron vacuolizacion de pericarion de neuronas en todo el SNC
con mayor prominencia en las células de Purkinje. En la capa granular del cerebelo, en la
sustancia blanca, en los pedunculos cerebelosos y en el ndcleo cerebelar se pudieron observar

esferas en axones (Medeiros et al, 2003; Barbosa et al, 2006).

Carvalho de Lucena et al (2014) reportaron las alteraciones presentadas por un grupo de
ovejas intoxicadas experimentalmente con Ipomoea asarifolia. Todas las ovejas intoxicadas
tuvieron signos clinicos similares caracterizados por tremor muscular en cabeza y cuello y
movimientos laterales de la cabeza. Cuando se les forzaba al movimiento presentaban ataxia

con desviacion y rigidez de las extremidades (Carvalho de Lucena et al, 2014).

La planta I. asarifolia ha sido relacionada con intoxicacion en ovejas, cabras, vacas y
bufalos, especialmente durante la época seca cuando hay carencia de forrajes. La mayoria de
los signos clinicos observados en las diferentes especies consistieron en tremor muscular,
movimientos de la cabeza y cuello e incoordinacion de la marcha. Cuando los animales
afectados eran obligados a moverse presentaban ataxia cerebelosa, rigidez de los miembros
y posturas inusuales. Generalmente los animales se recuperaban, pero cuando ocurria la
muerte no se encontraban lesiones macroscopicas ni microscopicas, aunque en casos de
intoxicaciones crénicas se observd degeneracion de las células de Purkinje en cerebelo
(Carvalho de Lucena et al, 2014).

En Mozambique se present6 un caso de campo en cabras intoxicadas por I. carnea, donde
las cabras intoxicadas presentaron ataxia de la cabeza, hiperestesia y nistagmos. En la
necropsia se pudo apreciar congestion de las meninges y edema de la region lumbar de la
médula espinal, y una de las cabras presentd una marcada asimetria y atrofia del cerebelo. A
nivel microscopico se observd degeneracion y pérdida de las células de Purkinje,
vacuolizacion del citoplasma en las células de Purkinje en el cerebelo, en la corteza cerebral,

en el talamo y en el tronco encefalico (de Balogh et al, 1999).
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Algunas de las celulas de Purkinje persistentes presentaron citoplasma condensado y
nacleos hipercromaticos. En las zonas de pérdida de células se apreciaba vacuolizacion,
gliosis en la capa granular y proliferacion de astrocitos. En el citoplasma de las células gliales

y del neuropilo se observaron pequefias cantidades de lipofucsina (de Balogh et al, 1999).

Tabla 7. Plantas toxicas asociadas con alteraciones neuroldgicas en cabras y ovejas

Alteracion Planta Sintomas
Astragalus, Emaciacion, déficit propiceptivo, paralisis y marcha vacilante.
Paralisis Oxytropis Tics nerviosos de rapido inicio en masculos, paralisis y muerte.
Delphinum
Apocynium Convulsiones, debilidad, coma.
Convulsiones o Asclepias Convulsiones, coma, muerte.
estimulacion del SNC* Cicuta Inicio r&pido, extremadamente toxica, convulsiones.
Conium Temblores, incoordinacion, paralisis respiratoria.
Corydalis Aparicion répida, ataxia, tics de mdsculos faciales,
convulsiones, movimientos masticatorios.
Delphynium Excitabilidad, vomitos, convulsiones, marcha vacilante.
Aesculus Vomitos, ataxia, temblores, convulsiones, hiperestesia,
excitacion o depresion.
Datura Ataxia, tremor, alucinaciones, midriasis, taquicardia,
taquipnea.
Estimulacion y depresion Eupatorium Temblor en el hocico y las piernas después del ejercicio,
del SNC* o efectos Haploppus debilidad, dificultad para respirar.
nerviosos centrales mixtos Depresién, paso rigido, debilidad, recumbencia, coma y
muerte.
Kalmia Convulsiones, vomito, debilidad, paralisis y muerte.
Rhodendrum, Incoordinacion, vomito, debilidad, espasmos, coma y muerte.
Leucathoe
Lupinus Depresion, nerviosismo, convulsiones, espasmos y muerte.
Ricinus Diarrea, abatimiento, debilidad, temblores e incoordinacion.
Solanacea Depresién, midriasis, bradicardia e incoordinacién.
Veratrum Vomitos, arritmia, debilidad, convulsiones y coma.
Zigadenus Debilidad, tambaleo, sialorrea, convulsiones y coma.
Halogeton Respiracién rapida y superficial.
Helenium Depresion, debilidad y vémitos cronicos.
Depresion o debilidad Hymenoxys Depresion, hinchazon, debilidad y descarga nasal verde.
Oxytemia Depresién, debilidad, coma.
Sarcobatus Abatimiento, descarga nasal, babeo y debilidad.
Tetradymia Depresién, debilidad, hinchazén alrededor de la cabeza,
descamacion de la piel.
Tomado de: Sheep and Goat Medicine & U.S. Food and Drug Administration (FDA). (Freeman & Moore, 1974;
Pugh, 2002)

*SNC: Sistema Nervioso Central.
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V. OBJETIVOS
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1. Objetivos generales

1.1.

1.2.

Determinar la relacion existente entre la patogenia y la patologia manifestada por
cabritos y corderos infectados experimentalmente con el Spanish Goat Encephalitis
Virus (SGEV) frente a los casos naturales reportados con el fin de avanzar en el
conocimiento epidemioldgico de la enfermedad y en el establecimiento de medidas
de control aplicables en el campo.

Determinar el agente causante de las alteraciones nerviosas en cabras de Nicaragua
mediante el estudio epidemioldgico y patolégico para establecer las medidas de

prevencion y control que ayuden a la reduccién de la incidencia de esta enfermedad.

2. Objetivos especificos

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Evaluar la distribucidon, gravedad y evolucion de las lesiones en los cabritos y corderos
infectados experimentalmente con el SGEV frente a los infectados naturalmente.
Evaluar las diferencias en la distribucién de las lesiones y su relacién con los signos
clinicos, la respuesta inmune y la viremia en cabritos y corderos infectados
experimentalmente con SGEV.

Evaluar la eficacia de una vacuna comercial frente a louping ill en cabritos infectados
experimentalmente con SGEV.

Identificar el agente responsable y describir las lesiones observadas en cabras con
alteraciones nerviosas en Nicaragua.

Disefar un Sistema de Gestion Sanitaria y control frente a un brote de SGEV y frente

al agente responsable de las alteraciones nerviosas en cabras en Nicaragua.
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1. Infeccion experimental con Spanish Goat Encephalitis virus (SGEV)

1.1. Seleccion y tratamiento de los animales

En el experimento se utilizaron 40 animales, 18 cabritos y 22 corderos, que fueron
seleccionados en Castilla y Ledn, lugar donde no se han reportado casos de SGEV. El
experimento se llevd a cabo en dos fases, la primera parte del estudio se realiz6 con los
cabritos y la segunda con los corderos. Los procedimientos para realizar la infeccion
experimental y muestreo fueron aprobados por el Comité de Etica en Investigacion Animal
de la Junta de la Comunidad de Castilla y Ledn, Espafia (humero de referencia ULE-010-
2015). En ambas fases del experimento se cumplieron con los requisitos legales y directrices
espafiolas y europeas actuales con respecto a las normas béasicas aplicables para la proteccién
de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos (RD53/2013),

incluyendo la docencia.

Todos los animales utilizados durante el experimento estaban libres de enfermedades y
heridas. Una semana antes de iniciar el experimento cada uno de los animales fue tratado con
un antiparasitario externo para prevenir infestaciones por garrapatas transmisoras de SGEV
y otras encefalitis. Los cabritos y corderos se dividieron en subgrupos de nueve miembros
cada uno (n=9), y en el caso de los corderos se usaron cuatro animales (n=4) como subgrupo
control. Antes de la vacunacion de los cabritos y de la infeccion experimental de los corderos
se tomd una muestra de sangre de cada uno de los animales en estudio para confirmar la

presencia o ausencia de niveles de anticuerpo frente a Flavivirus europeos causantes de TBE.

Un subgrupo de cabritos (n=9) fue vacunado frente a LI via subcutanea a dosis de un
mililitro por animal, segun las instrucciones del fabricante de la vacuna comercial (MSD®,
Animal Health). La vacuna utilizada tiene licencia para su uso en ovejas y esta basada en el
virus inactivado. Aunque las ovejas requieren de una dosis Unica de vacuna, se recomienda
que cualquier otra especie reciba dos dosis con 2 semanas de diferencia (comunicacion
personal, Hugh Reid). Por lo tanto, los cabritos recibieron dos dosis de la vacuna con este
intervalo y posteriormente se clasificaron en subgrupos de vacunados y no vacunados. Cada

subgrupo se estabulo en boxes separados, donde se les garantizo confort térmico y fisico,
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suministro de agua y alimento a disposicion necesarios para su desarrollo y bienestar. En el
caso de los corderos no se vacuné a ningdn animal porque se pretendia demostrar la
patogenicidad de SGEV usando las vias de inoculacion intravenosa y subcutanea para,

posteriormente, comparar los resultados obtenidos entre si y con los obtenidos en cabritos.

1.2. Protocolo de infeccion experimental con SGEV usado en cabritos y corderos

El indculo utilizado en el experimento originalmente fue aislado del cerebro de una cabra
enferma del brote registrado en Asturias en 2011 y contenia 1.4x10” PFU/ml de SGEV. El
dia cero del experimento, a los cabritos de cada subgrupo (vacunados y no vacunados) se le
aplicé via subcutanea en la region costal derecha (paralelo al codo) un mililitro de suspensién
de SGEV. En el caso de los corderos divididos en subgrupos segun la via de inoculacién
(subgrupo subcutaneo y subgrupo intravenoso), se les aplicd la misma dosis que en el caso
de los cabritos y usando el mismo protocolo para la via subcutanea. La inoculacion por via
intravenosa (V) se realiz6 en la vena yugular derecha, a razén de un mililitro por animal. El
subgrupo control de corderos (n=4) no fue inoculado porque fueron utilizados como controles

negativos.

1.3. Periodo de estudio, toma de muestras y evaluacién de signos clinicos de los
cabritos y corderos infectados experimentalmente
La parte experimental se inicié con la vacunacion de los animales (en el caso de los
cabritos). Dos semanas post vacunacion, el llamado dia cero, se inoculd el virus y culminé
con el sacrificio y necropsia del Gltimo animal a los 21 dias post infeccion. Posteriormente
se analizaron las muestras obtenidas para cada estudio, procedimiento que se realiz6 por

separado para los cabritos y los corderos.

Después de la inoculacion, desde el dia uno hasta el octavo dia post infeccion, diariamente
se tomo la temperatura rectal y muestras de sangre de cada animal. Posteriormente a partir
del dia 9, estos procedimientos se realizaron cada dos dias hasta el sacrificio del Gltimo
animal. Se valoraron signos neuroldgicos y otros signos indicativos de alteracion patoldgica,

incluyendo condicion corporal. Se usaron valores numéricos para cada observacion (sin
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signos patologicos, 0; con signos patoldgicos no neurolégicos, 1; y con signos patologicos

de tipo neuroldgico, 2).

1.4. Estudios realizados en los cabritos y corderos infectados con SGEV

La sangre obtenida de cada animal fue centrifugada y los sueros obtenidos se usaron para
la determinacién de la respuesta inmune humoral de IgM e 1gG mediante ELISA de FSME
(TBE) (PROGEN®, Heidelberg, Alemania), que reconoce anticuerpos contra Flavivirus
causantes de TBE. A cada muestra de suero también se le realizo la prueba de ensayo de
gRT-PCR TagMan en tiempo real en un solo paso para obtener ARN viral usando el kit de
extraccion de virus Speedtools RNA (Biotools, Madrid, Espafia), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

A cada cabrito y cordero se les practicd eutanasia y necropsia siguiendo protocolos
actuales para animales de experimentacién. Durante la necropsia detallada de cada animal se
valoraron lesiones macroscépicas y se tomaron muestras para el estudio histopatolégico de
cada 6rgano, en especial de cada una de las regiones del SNC que fue extraido entero y fijado
en formol al 10%. Posteriormente las muestras seleccionadas fueron cortadas en secciones
de 4 mm y montadas en bloques de parafina para realizar cortes histolégicos de 3 um que se
tifieron con hematoxilina eosina (H/E) y luego fueron evaluadas con el microscopio éptico
para describir las lesiones histoldgicas que se clasificaron de acuerdo con su gravedad y

extension en grado I, 11, 11 o IV.

2. Estudio patoldgico en cabras con sindrome neuroldgico en Nicaragua

2.1.  Animales seleccionados para el estudio
El estudio patoldgico se realizo en 8 cabras con alteraciones neuroldgicas procedentes del
municipio Malpaisillo (Leon, Nicaragua).

2.2. Recoleccién de datos, muestras para analisis y técnicas diagndsticas
Para el diagndstico se recurrid a la anamnesis, a la exploracion clinica y al examen

neuroldgico detallado en los animales enfermos con el fin de determinar la naturaleza,
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duracion 'y progresion de las alteraciones neuroldgicas. Se realizaron pruebas
complementarias como biometria hematica completa, bioquimica sanguinea y anélisis de
orina para medir los valores fisioldgicos que indicaran alguna desviacion, y a la vez poder
realizar analisis comparativos con los valores normales de referencia reportados para la

especie caprina.

Las cabras con alteraciones neurolégicas fueron eutanasiadas y sometidas a necropsia
siguiendo los protocolos establecidos para animales domeésticos y de experimentacion.
Durante la necropsia se evaluaron alteraciones patologicas macroscopicas y se extrajeron
muestras de LCR para cultivo bacteriano y analisis citoldgico. También se obtuvieron
muestras de tejidos de cada uno de los 6rganos, en especial del SNC y periférico que se
fijaron en formol al 10%. Posteriormente se obtuvieron secciones de 4 mm de grosor de los
organos y cada una de las regiones encefélicas, que se incluyeron en parafina, se cortaron en

secciones de 3 um de grosor y se tifieron con H/E para su estudio histopatoldgico.

Las muestras del encéfalo que presentaron alteraciones histopatologicas se cortaron a 10
pum de grosor y se tifieron con las tinciones especiales Kriber Barrera y Fon Kossa. Una
tercera seccion de muestras del encéfalo fue cortada a 3 pum de grosor para anélisis
inmunohistoquimico con la proteina glial fibrilar (GFAP+) e histoquimica usando

concanavalina A para un andlisis mas preciso de las alteraciones observadas.

3. Andlisis estadistico

En cada fase experimental con SGEV y en el estudio de las cabras con sindrome
neuroldgico la tabulacién general de los datos recolectados se hizo con el programa
estadistico Excel de Microsoft Office. El andlisis estadistico de datos cuantitativos obtenidos
en el estudio experimental con SGEV como temperatura rectal, carga de ARN viral de SGEV
y los niveles de anticuerpos I1gG e IgM contra Flavivirus europeos se hizo mediante analisis
de varianza para detectar diferencias entre grupos usando el procedimiento GLM (paquete
estadistico, SAS Inc., North Carolina, USA). Para el anélisis de diferencias entre pares de
medios minimos cuadrados se aplicé la prueba t de Tukey-Kramer para comparaciones

maltiples en el mismo paquete estadistico. Un valor de P<0.05, fue considerado como
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significativo. Para el analisis estadistico de variables independientes entre corderos y cabritos
se realizd una comparacion entre grupos mediante la prueba t de student utilizando el

programa estadistico SPSS version 23.

Con los datos obtenidos de las cabras con sindrome neuroldgico se realizé un analisis
multivariable para determinar diferencias entre las medias y como prueba post hoc se empled
un analisis de Diferencias Significativa Minima (DMS) utilizando el programa SPSS

Statistics version 23. Un valor de P<0.05 fue considerado significativo.
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Spanish goat encephalitis virus (SGEV) is a recently described member of the genus
Flavivirus belonging to the tick-borne encephalitis group of viruses, and is closely related to
louping ill virus (LIV). Naturally acquired disease in goats results in severe, acute
encephalitis and 100% mortality. Eighteen goats were challenged subcutaneously with
SGEV; nine were vaccinated previously against LIV and nine were not. None of the
vaccinated goats showed any clinical signs of disease or histological lesions, but all of the
non-vaccinated goats developed pyrexia and 5/9 developed neurological clinical signs,
primarily tremors in the neck and ataxia. All non-vaccinated animals developed histological
lesions restricted to the central nervous system and consistent with a lymphocytic
meningomyeloencephalitis. Vaccinated goats had significantly (P <0.003) greater
concentrations of serum IgG and lower levels of IgM (P <0.0001) compared with
unvaccinated animals. SGEV RNA levels were below detectable limits in the vaccinated
goats throughout the experiment, but increased rapidly and were significantly (P <0.0001)
greater 2-10 days post challenge in the non-vaccinated group. In conclusion, vaccination of
goats against LIV confers highly effective protection against SGEV; this is probably
mediated by IgG and prevents an increase in viral RNA load in serum such that vaccinated
animals would not be an effective reservoir of the virus.

Keywords: Spanish goat encephalitis virus; goat; experimental infection; vaccination
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Introduction

Louping ill is a neurological disease characterized by a primarily lymphocytic non-
suppurative meningoencephalitis; it is endemic in the upland and hill farming areas of the
UK and Ireland (Jeffries et al., 2014). Louping ill is caused by louping ill virus (LIV), a
member of the genus Flavivirus which belongs to the tick-borne encephalitis (TBE) group of
viruses. Current taxonomy states that the L1V group is comprised of LIV isolated in the UK
and Norway (four genotypes), Spanish sheep encephalitis virus (SSEV), Greek goat
encephalitis virus (GGEV) and Turkish sheep encephalitis virus (TSEV) (Marin et al., 1995;
Gao et al., 1997; Gritsun et al., 2003; Grard et al., 2007). Tick-borne encephalitis virus
(TBE) is recognized as a separate species to LIV (Pletnev et al., 2011).

In 2011, an outbreak of disease clinically and pathologically resembling louping ill
occurred in a herd of Bermeya goats in Asturias (northern Spain) (Balseiro et al., 2012).
Whole genome sequencing and phylogenetic analysis demonstrated that the virus isolated
from the brain of an affected goat was significantly divergent from LIV genotypes and SSEV.
Based on those observations, the virus was identified as a novel tick-borne Flavivirus and
the name of Spanish goat encephalitis virus (SGEV) was proposed to distinguish it from
SSEV (Mansfield et al., 2015). Naturally acquired infection with SGEV in the goat herd
resulted in severe, acute encephalitis with a mortality rate of 100% (Balseiro et al., 2012).
This high mortality rate had not been reported previously in infections in sheep caused by
the related LIV or SSEV, suggesting a substantial difference in pathogenesis and pathology
of this isolate or greater susceptibility of goats to this, possibly host-adapted, flavivirus. Two
serological surveys in the region revealed that 5.1% of goats and sheep were antibody
positive by FSME (TBE) IgM enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) detection Kit,
which recognizes any European TBE flavivirus, and 2.6% of chamois were positive by
haemagglutination inhibition, which cross reacted with LIV antigen, demonstrating that
exposure to flavivirus was neither common or rare (Balseiro et al., 2013; Ruiz-Fons et al.,
2014).

The aim of this study was to determine the pathogenesis, pathology, onset and duration of

SGEV RNA load in serum and the serological immune response of naive goats challenged
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experimentally with SGEV and to evaluate the efficacy in goats of the only commercially
available vaccine to a flavivirus for use in animals (Louping ill BP vaccine, MSD Animal
Health, Walton, UK).

Material and Method

Experimental Animals

Eighteen female Alpine goats were sourced from Castillay Ledn where no cases of SGEV
have ever been reported. Goats were kept in isolation under tick-free conditions to avoid
potential exposure to SGEV. Additionally, all animals were treated with Butox® (Intervet
Laboratories, Carbajosa, Spain) to further prevent tick infestation. The animals arrived 2
weeks prior to vaccination, were 2 months old at the time of initial vaccination and 3 months
old at the time of challenge. Goats were housed in individual boxes in level-2 biocontainment
facilities and were allocated randomly into two groups of nine animals each. Sampling
procedures and SGEV challenge were approved by the Animal Research Ethics Committee
of the Community of Junta de Castilla y Ledn, Spain (reference number ULE_010 2015).
Experiments were conducted in accordance with the current Spanish and European legal

requirements and guidelines regarding experimentation and Animal Welfare.

Culture of SGEV

SGEV was isolated originally from the brain of a goat (Asturias, Spain, 2011) using ISE6
Ixodes scapularis tick cells cultured in L15B300 medium as described previously
(Munderloh et al., 1999). Subsequently, SGEV was adapted for growth, propagation and
titration in baby hamster kidney (BHK-21) cells grown in Glasgow medium supplemented
with 0.37% (weight/volume) sodium bicarbonate, 5% tryptose phosphate broth, 2 mM L-
glutamine, 10% fetal calf serum and antibiotics (penicillin/streptomycin solution, 100
units/ug per ml). The resultant virus stock had a titre of 1.4 x 10® plaque forming units
(PFU)/ml in BHK-21 cells and it was diluted in BHK-21 cell tissue culture to 1.0 x 10’

PFU/ml for experimental challenge in goats.
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Vaccination and SGEV Challenge

One group was vaccinated with the louping ill vaccine as per the manufacturer’s
instructions (subcutaneous injection of 1 ml) with minor modifications. This vaccine is
licensed for use in sheep and comprised of tissue culture-derived inactivated virus with a
liquid paraffin/montanide adjuvant (MSD Animal Health). Although sheep require only a
single dose of vaccine, it is recommended that any other species is given two doses 2 weeks
apart (personal communication, H. Reid). Therefore, vaccinated goats were given two doses
of vaccine subcutaneously over the right shoulder, one on day -27 and one on day -14. On
day zero, the nine vaccinated and the nine unvaccinated (positive control group) goats were
all challenged subcutaneously over the right thorax behind the elbow with a 1ml suspension
containing 1.0 x 10’ PFU/mI of SGEV.

Sampling, Serology and Evaluation of Clinical Signs

Prior to vaccination, sera from all animals were subjected to the FSME (TBE) IgM and
IgG ELISAs (PROGEN®, Heidelberg, Germany), which recognize antibodies to any
European TBE flavivirus. Only animals with results below the manufacturer’s designated
cut-off value were used in the experiment. Blood samples were taken weekly after
vaccination, then daily after challenge with SGEV from 1-8 days post challenge (dpc) and
then every 2 days until sacrifice. Rectal temperature was taken on the day of challenge and
then daily thereafter and clinical signs, including general condition and neurological signs
were monitored daily with the severity designated as: 0, no clinical signs; 1, dullness, loss of
condition, staring coat; and 2, in addition to the signs listed in 1, neurological clinical signs
(e.g. tremors, ataxia or incoordination). Animals were killed at 12, 13, 21 or 28 dpc by
intravenous overdose of pentobarbital (0.3 ml/kg) except for one vaccinated goat which was
found dead at 4 dpc due to ruminal acidosis. Three vaccinated goats were killed at 13 dpc,
two at 21 dpc and three at 28 dpc. Three goats from the positive control group were sacrificed
at 12, 21 and 28 dpc.

One-step TagMan Real-Time gRT-PCR Assay
Viral RNA was extracted from serum samples using the Speedtools RNA virus extraction

kit (Biotools, Madrid, Spain), according to manufacturer’s instructions, and stored at —80°C
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until required. A SGEV specific quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction
(QRT-PCR) was performed. Briefly, a 78 base pair (bp) fragment of the non-structural NS4b
protein-coding region specific for SGEV was amplified using the primers LI-2 forward
(9,199-9,221 bp) and LI-2 reverse (9,276-9,253 bp) and ‘visualized’ with the TagMan probe
Ast-L1 (9,224-9,241 bp) labelled with FAM at 5° and MGB quencher at 3’; all derived from
reference to the complete genome sequence (NC_027709) of SGEV. The PCR mixture
contained 12.5 pl of 2x High Scriptools-Quantimix Easy Probes Master Mix (Biotools), 100
nmol of forward and reverse primers, 250 nmol of probe, 5 pl of template RNA and RNase
free water to a final volume of 25 ul. Amplification and detection were performed in a
StepOne real-time PCR system (Applied Biosystems, Madrid, Spain) with the following
programme: reverse transcription at 47°C for 40 min, denaturation at 95°C for 10 sec, 40
cycles at 95°C for 15 sec and 58°C for 1 min.

To validate the PCR protocol, the 78 bp fragment of the NS4b viral region obtained by
PCR was cloned into pGEM T-easy cloning vector (Promega, Madrid, Spain) and transcribed
in vitro using the MEGAScript T7 kit (Ambion, Madrid, Spain) to generate a SGEV RNA
standard control plasmid. The RNA standard plasmid was diluted serially 10-fold with DEPC
water from 3.14 x 10° to 3.14 x 102 RNA molecules/ul. The RT-gPCR protocol was
performed using three replicates of each RNA standard plasmid dilution and the efficiency
(93.3%), coefficient of correlation for the standard curve (R2 =0.997) and limit of detection
(3,146 RNA copies) were obtained/estimated. No-template controls (NTCs) and SGEV RNA
extracted from virus stocks were included in each assay and run as negative and positive

controls, respectively. Each sample and control was tested in duplicate.

Post-mortem Examination

Goats were subjected to full necropsy examination and gross lesions were recorded.
Samples for histopathology were taken from the central nervous system (CNS), extracted
whole and fixed; these consisted of sections of the brain (cerebral cortical regions including
the frontal, parietal and occipital lobes, optic chiasma, corpus callosum, hypothalamus,
thalamus, midbrain, cerebellum, pons and medulla oblongata) and four sections of the spinal

cord (cervical, thoracic, lumbar and sacral), as well as representative samples of lung, kidney,
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liver, spleen, gut (distal jejunum, ileocaecal valve and associated lymph nodes), skeletal
muscle (biceps brachii) and brachial and sciatic plexuses. Samples for histology were fixed
in 10% neutral buffered formalin prior to trimming and selected samples were processed
routinely and embedded in paraffin wax. Sections (4 um) from each block were stained with

haematoxylin and eosin (HE).

Lesions were ascribed to one of three levels of increasing severity (Table 1): grade I, only
perivascular cuffing; grade 11, perivascular cuffing and small foci of glial cells; and grade 111
lesions were classified as moderate non-suppurative encephalomyelitis. The latter consisted
of (1) perivascular cuffing formed by an infiltrate of lymphocytes and histiocytes, (2) diffuse
or focal proliferation of glial cells, (3) neuronal degeneration, neuron necrosis and
neuronophagia with features including satellitism, nuclear pyknosis, chromatolysis, axonal
swelling, atrophy and cell lysis, (4) demyelination and vacuolation of the neuropil and (5)
meningitis. Microvascular changes consisting of reactive endothelium and perivascular

oedema were also present.

Semiserial sections of samples from the positive control group were subjected to
immunohistochemistry (IHC) as described previously (Dagleish et al., 2010) with several
modifications. Briefly, sections were dewaxed in Xylene prior to rehydration to 95% ethanol
and endogenous tissue peroxidase activity quenched by immersion in H202 3% in methanol
(v/v) for 20 min followed by rinsing in tap water (3 x 5 min). For antigen retrieval, slides
were immersed in a 0.05% mixture of chymotrypsin and trypsin (Sigma-Aldrich Company
Ltd., Gillingham, UK) in 0.1% CaCl> (w/v) in 50mM Tris-HCI buffer (TBS), pH 7.8 for 10
min at 37°C. Non-specific antibody binding was blocked with 25% normal goat serum (NGS,
Vector Laboratories, Peterborough, UK) in phosphate buffered saline (PBS) for 30 min prior
to addition of the primary mouse monoclonal anti-LIV IgG antibodies (clone 3.3, Moredun
Research Institute, Edinburgh, UK raised to an envelope protein of LIV [Venugopal et al.,
1992] and shown to cross react with SGEV [Balseiro et al., 2013; Salinas et al., 2017]),
diluted 1 in 3,000 in 25% NGS in PBS and incubated overnight at 4°C. Slides were washed
with PBS (3 x 5 min) and ‘visualization’ of the bound primary antibodies was by an EnVision

Kit (goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate, DakoCytomation, Ely, UK) as per
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the manufacturer’s instructions followed by addition of 3,3'-diaminobenzidine (DAB, Vector
Laboratories) chromogen for 10 min. Slides were then washed with tap water, counterstained
with haematoxylin for 1 min, washed in tap water again, dehydrated through graded alcohols,
rinsed in xylene and mounted under DPX (Sigma-Aldrich). Negative control sections were
comprised of semiserial sections of all tissues subjected to IHC with the primary antibodies
substituted by isotype matched, mouse IgG antibodies and sections of known LIV-positive

sheep brain were included in each run as positive controls.

Statistical Analyses

Quantitative data such as rectal temperature, SGEV RNA load and anti-European
flavivirus IgM and IgG absorbance readings were tested for differences between groups and
time of sampling by an analysis of variance using GLM procedure (SAS statistical package,
SAS Inc., Cary, North Carolina, USA). Differences between pairs of least square means were
tested with the Tukey—Kramer t-test for multiple comparisons in the same statistical package

and procedure. Statistical significance was taken at P <0.05.

Results

Clinical Findings

All of the vaccinated goats, except for the one that died suddenly of ruminal acidosis at 4
dpc, remained clinically normal throughout the study. Clinical signs were observed in
unvaccinated positive control goats only. Rectal temperature began to rise at 3 dpc, peaking
at 6-7 dpc. The rectal temperatures of the goats in the positive control group were
significantly higher (P <0.0001) than those of goats in the vaccinated group from 3-8 dpc
(Fig. 1). Typically, clinical signs classified as severity 1 (primarily dullness and staring coat)
affected all animals in this group and appeared at 4 dpc, which coincided with the increase
in rectal temperature. Mild neurological clinical signs (severity 2), consisting of muscular
tremors (primarily in the neck), ataxia and/or incoordination, affected five animals and began
variably at 4 dpc (goats 81 and 86), 8 dpc (goat 85) or 10 dpc (goats 77 and 78) and persisted
until sacrifice (Table 1).
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Table 1. Summary of sampling times and clinical and histological lesion scores

Goat ID

Day of
necropsy “Clinical Histology
examination score lesion score

post challenge

Vaccinated goats

90 4 0 0
88 13 0 0
93 13 0 0
95 13 0 0
97 21 0 0
99 21 0 0
94 28 0 0
98 28 0 0
100 28 0 0
Positive control goats

76 12 1 |
79 12 1 |
86 12 2 i
77 21 2 i
81 21 2 1
80 21 1 |
78 28 2 1
82 28 1 1
85 28 2 i

“Maximum clinical signs severity score: 0, no clinical signs; 1, dullness, loss of condition and staring

coat; 2, in addition to the previous clinical signs (in 1), also neurological clinical signs including tremors,

ataxia and incoordination.

fHistological lesion severity score: 0, no lesions; I, perivascular cuffing; 11, perivascular cuffing and small

foci of gliosis; 111, prominent perivascular cuffing, numerous foci of gliosis, neuronophagia, necrosis of

Purkinje cells and non-suppurative meningitis.
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Fig. 1. Rectal temperature (mean + standard error of mean [SEM]) over 28 days post challenge (dpc) in
positive control (blue diamonds, n = 9) and vaccinated (pink squares, n = 8/9) goats. Goats in the positive
control group had significantly higher (P <0.0001) rectal temperatures compared with those in the vaccinated
group between 3 and 8 dpc.

Serology

Sera from all 18 goats were below the manufacturer’s cut off level in the IgM and IgG
ELISAs prior to the commencement of the experiment. Following vaccination at days -27
and -14, and challenge at day zero, IgM antibody concentrations remained below the
manufacturer’s designated cut-off value until 8-14 dpc (peaking at 10 dpc) in the vaccinated
group and from 6-21 dpc (also peaking at 10 dpc) in the positive control group (Fig. 2A).
The IgM concentrations in the positive control group were significantly higher (P <0.0001)
than in the vaccinated group from 6-21 dpc. The rise in IgM antibody concentrations
coincided with the second increase in rectal temperature and was associated also with the
increasing severity of clinical signs and the presence of neuropathological lesions in goats in

the positive control group (Fig. 2 and Table 1).

Serum 1gG concentrations in animals of the vaccinated group began to rise after the second
vaccination at day -14, but did not exceed the manufacturer’s cut-off value until 7 dpc and

remained elevated until the animals were killed at 28 dpc (peaking at 12 dpc, Fig. 2B). In the
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positive control group, the IgG concentrations did not begin to rise until 8 dpc and only
exceeded the manufacturer’s cut-off value at 12-21 dpc (peaking at 16 dpc) before falling
below the cut-off value on the day of sacrifice at 28 dpc (Fig. 2B). The serum 1gG
concentrations were significantly lower (P <0.003) in the positive control group compared

with the vaccinated group between 4-16 dpc.
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Fig. 2. Serum IgM (A) and IgG (B) concentrations in positive control (blue) and vaccinated (pink) goats.
Data points correspond to the mean OD 450nm value and the error bars represent the standard error of the mean
(SEM) of the group. The green line represents the manufacturer’s cut off value. Significant differences were
detected between groups in the IgM (P <0.0001) and the IgG (P <0.003) concentrations from 6 a 21 dpc and

from 4 a 16 dpc, respectively.
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Pathology and Immunohistochemistry

Other than congestion of meningeal vessels, which was present in animals from both
groups, no gross lesions were observed in any animal. No histological lesions were found in
any of the vaccinated animals (Fig. 4). Histological lesions were morphologically similar
irrespective of the day of sacrifice. Goats in the positive control group showed a primarily

lymphocytic non-suppurative encephalomyelitis of varying severities.

Two positive control goats had grade | lesions, three had grade Il and four had grade Il
lesions. The right side of the brain showed more severe lesions than the left in 4/9 goats and
all of these animals had grade 111 lesions. In goats with grade I and Il lesions (5/9), there was
no obvious difference in severity between different sides of the brain.

Histological lesions were consistently more severe (grade Ill) and multifocal in the
midbrain, cerebellum, medulla oblongata and cervical spinal cord compared with other
anatomical levels of the CNS (Fig. 3). The cerebral cortex typically showed grade | lesions
and the thalamus, hypothalamus and hippocampus were devoid of lesions. The midbrain had
perivascular cuffing, proliferation of glial cells and neuron degeneration and necrosis, mainly
in the ventral aspects (Figs. 3A, 3B). Foci of gliosis were present mainly in the pons and the
molecular layer of the cerebellum (Figs. 3D, 3E). Changes in the Purkinje cells varied from
mild degeneration of a small number to widespread necrosis and depletion variably affecting
individual cerebellar folia. In such cases there was often proliferation of Bergmann glial cells
and in some instances the loss of Purkinje cells was marked by empty spaces (Fig. 3E). The
medulla oblongata also showed perivascular cuffing, proliferation of glial cells and neuron
degeneration and necrosis. The cervical spinal cord was consistently more severely affected
than the thoracic, lumbar and sacral regions, with lesions present in both the white and grey
matter. In the white matter, perivascular cuffing was usually present and in the grey matter
perivascular cuffing, gliosis and neuron necrosis were present, with the ventral horns
consistently more severely affected than the dorsal horns (Figs. 3G, 3H). Neuronal loss was
present in several nuclei of the brain including the red, olivary, medial accessory olivary and

trigeminal nuclei, plus the reticular formation and nuclei of the vagal and hypoglossal nerves.
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No microscopical lesions were found in the samples of lungs, kidney, liver, spleen, gut or
brachial and sciatic plexuses. No positive labelling for SGEV was found by IHC in any brain
section or the brachial and sciatic plexuses from any goat in the positive control group. All
negative control preparations were devoid of labelling and all positive control sections of

sheep brain showed intense cytoplasmic labelling in large numbers of neurons.
A C

Fig. 3. Histological lesions observed in positive control (Severity 111: A, B, D, E, G and H) and vaccinated
goats (no lesions: C, F and J). All sections are stained by HE. (A) Midbrain: note the large number of foci of
gliosis (asterisks) and perivascular cuffs (arrows). Bar, 200 um. (B) Midbrain: note detail of gliosis (asterisk)
and perivascular cuffing (blue arrow), neuron degeneration in the red nucleus (black arrows) and vacuolation
of the neuropil (arrowhead). Bar, 100 um. (C) Midbrain of a vaccinated goat: no histopathological changes
were present. Bar, 200 um. (D) Cerebellum: note perivascular cuffing (black arrow) and numerous foci of
gliosis (blue arrows) in the molecular layer and meningitis (yellow arrow). Bar, 200 um. (E) Cerebellum: note
degeneration and necrosis of Purkinje cells (black arrows) and proliferation of Bergmann cells (asterisk) in the
molecular layer. Perivascular cuffing was also present (blue arrow). Bar, 50 um. (F) Cerebellum of a vaccinated
goat: no lesions were present in the molecular or granular layers or the Purkinje cells. Bar, 200 um. (G) Cervical
spinal cord: note foci of gliosis (stars) and perivascular cuffing (asterisk) in the ventral horns. Bar, 200 pm.
Inset: note perivascular cuffing and neuron degeneration. Bar, 20 um. (H) Cervical spinal cord: note gliosis
(asterisk) and vacuolation (black arrows) in the grey matter. Bar, 100 um. (I) Cervical spinal cord from a
vaccinated goat: note no lesions present. Bar, 200 pum.
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SGEV RNA Load

In the positive control group, two peaks of SGEV RNA load in serum were detected, at 3
and 7 dpc, which subsequently declined at 4 and 8 dpc to reach the lowest levels at 5 and 12
dpc (Fig. 4). In the vaccinated goats, viral RNA copy numbers never varied noticeably from
the limit of detection of the assay and never reached the lowest level found in the positive
control group throughout the experiment. Viral RNA copy numbers in the positive control
group were significantly higher (P <0.0001) than in the vaccinated group at 2—-10 dpc, except
for at 5 dpc (Fig 4).
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Fig. 4. SGEV RNA load in serum samples (mean + standard error of mean [SEM]) from positive control
(blue) and vaccinated (pink) goats for initial 12 days post challenge with SGEV. Note that there is a biphasic
rise in RNA load in positive control goats and no such rise in vaccinated animals. Viral RNA copy numbers in
the positive control group were significantly higher (P <0.0001) than in the vaccinated group at 2-10 dpc,
except at 5 dpc. Viral RNA loads were determined by a gRT-PCR assay. A standard curve created using an
RNA standard control plasmid was used for quantification. Data represent the average of eight vaccinated and
nine positive control independent goats per time point. The dashed line represents the limit of detection of the

assay.

Discussion
This is the first report of experimental challenge of goats with SGEV. The challenge
successfully induced clinical disease and histological lesions in the CNS of the unvaccinated

animals (positive control group, 100% attack rate). The commercial vaccine to LIV, which
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is licensed for use in sheep only, was highly effective in protecting goats challenged
experimentally by the subcutaneous route with SGEV, as no clinical disease or histological
lesions were present in any of the vaccinated animals (100% efficacy). Furthermore,
vaccination reduced any SGEV challenge-induced RNA load in serum to such low levels
(i.e. below that of the detection limit of gRT-PCR) that transmission of the virus to feeding
ticks would be prevented. This suggests that vaccination would be a highly effective method
of controlling the disease in individual animals and may also reduce the prevalence of SGEV-

infected Ixodes spp. ticks, the presumed vector of natural transmission.

Naturally acquired SGEV infection caused a 100% mortality rate in clinically affected
goats (Balseiro et al., 2012) and although the challenge isolate used for this study was derived
from that original natural outbreak, no fatalities occurred in this study. This was despite the
induction of histological lesions in the CNS in all animals in the positive control group and
5/9 of these animals developing neurological clinical signs, all of which is similar to
experimental infection of sheep with LIV (Doherty and Reid, 1971a; Reid et al., 1984;
Sheanan et al., 2002). This difference in mortality rate between the naturally acquired and
experimentally induced disease may be due to a number of factors. The initial outbreak of
SGEV occurred in Bermeya goats (Balseiro et al., 2012), a rare breed in danger of extinction
that are consequently highly inbred and probably have a restricted genetic diversity. The herd
had been translocated to an area previously devoid of this breed and it is unlikely they had
been exposed previously to the virus prior to this. Furthermore, if the Bermeya goats had not
been exposed to ticks previously, they may have had a combined infection of SGEV and
anaplasmosis which has been shown to increase dramatically the mortality rate of flavivirus
infection (Reid et al., 1986). Additionally, the differences in mortality rate may be due to the
challenge dose, the route of inoculation, the individual immunocompetence and general
condition of the animals and/or the loss of virulence of the original viral strain after culture
in tick and mammalian cell lines, plus laboratory manipulation (Reid et al., 1984, Sheanan et
al., 2002). However, considering the severity of the lesions in the brain, which were similar
to those in naturally infected goats (Balseiro et al., 2012); it is unlikely that the virus had
become significantly less pathogenic. As SGEV is thought to be transmitted by ticks, the
route of challenge is also unlikely to have affected the mortality rate. The most likely reasons
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for the lack of mortality in the experimentally challenged animals is the different breed of
goat used and the low-stress environment of the experimental facilities, which remove all
nutritional, climatic, production and predator-associated stress. This is analogous to
subcutaneous experimental challenge with LIV in sheep and goats at a similar dose (2.5 x
10° — 108 PFU/animal), where only 2/8 sheep and 1/7 goats developed neurological clinical
signs (Reid and Doherty, 1971; Reid et al., 1984). The much higher proportion (5/9) of goats
developing neurological clinical signs in this study suggests that SGEV may be more
pathogenic than LIV. The pathogenicity of SGEV in sheep has been studied and is described
elsewhere (Salinas et al., 2017). Furthermore, as SGEV was described relatively recently, it
is unknown if goats are truly the natural host or if they are a spill-over from another species,
such as the sympatric chamois (Rupicapra spp.) (Ruiz-Fons et al., 2014). Sheep and goats
have different susceptibilities to various diseases (e.g. bluetongue; Maclachlan et al., 2009)
and differences in the individual immune response of each species should be taken into
account. Experimental infection of lambs with LIV results in neurological clinical signs 8—
13 dpc (Reid and Doherty, 1971; Sheanan et al., 2002), but in goats, pyrexia, which correlates
with viraemia, occurs at 3—10 dpc, followed by the appearance of neurological clinical signs,
such as tremors, at 12 and 13 dpc. (Reid et al., 1984). Our findings showed initial clinical
signs, such as pyrexia and depression, began at 3 dpc, coinciding with the initial peak of RNA
load (also at 3 dpc), but with onset of neurological clinical signs later (i.e. at 10 dpc), which
suggests that goats have a shorter incubation period when challenged with SGEV compared
with LIV (Reid et al., 1984).

In the present study, the three goats with the most severe pyrexia (between 41.5-42°C)
developed the most severe histological lesions (grade I11). Animals with moderate or severe
histological lesions (grades Il and I1I) also developed neurological clinical signs and had
higher SGEV RNA loads compared with those with mild histological lesions (grade I). This
is similar to other encephalitic viruses, as the initial viral load in serum after infection and
the control of early viraemia are two important factors in the development of encephalitis
(Prow et al., 2014; de Wispelaere et al., 2015). The severity of clinical signs in louping ill
has been directly related to the extent of damage to neurons (Doherty and Reid, 1971a;

Sheanan et al., 2002), with neuropathological changes in moribund sheep most marked in the
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Purkinje cells, the neurons of the motor and vestibular nuclei and ventral horns of the spinal
cord (Doherty and Reid, 1971a). This is similar to the locations of the lesions caused by
SGEV in this study which suggests that the virus has the same neurotropic characteristics as
LIV.

The distribution of lesions in the spinal cord has not been studied previously in detail
(Doherty and Reid, 1971b). In the present study, lesions were found throughout the spinal
cord, but the most severe and extensive lesions were consistently in the cervical spinal cord,
which may explain why tremors in the neck were the most common clinical sign. The lack
of any immunolabelling in the CNS and brachial plexuses, despite high levels of virus,
suggests either that the virus had disappeared previous to the day of sacrifice after the initial
rise of RNA load in serum, and/or that any virus present was bound by challenge-induced
endogenous antibody, which blocked the specific epitope recognized by the anti-LIV
monoclonal antibody.

The mechanism of translocation in natural LIV infections, and other tick-borne
encephalitidies, from the site of the infected tick-bite to the CNS is thought to be
haematogenous during the phase of viraemia after initial viral replication in the lymphoid
tissues (Reid and Chianini, 2007). The ipsilateral nature of the CNS lesions in relation to the
site of challenge with SGEV, although suggestive of a neurotropic rather than a
haematogenous spread from the point of inoculation, it is too short a time course for this to
have occurred. The goats in this study were devoid of lesions in the thalamus and
hippocampus, which is in contrast to lesions found in lambs challenged experimentally with
LIV by the subcutaneous route (Doherty and Reid, 1971b; Sheanan et al., 2002), but we

cannot explain this observation.

Vaccination of goats with the LIV vaccine failed to induce a detectable IgM response
despite the application of two doses of vaccine given 2 weeks apart. Furthermore, vaccination
appears to have both delayed and reduced the IgM response to challenge with live SGEV, as
the unvaccinated positive control animals reacted more quickly, with a significantly greater

concentration of IgM, which was also of longer duration. The initial lack of an observed IgM
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response to vaccination may be due to the difficulty in measuring low concentrations of this
antibody due to its pentameric nature, which reduces the accessibility of surface epitopes for
binding by other antibodies. Alternatively, the sensitivity of the ELISA may be low as it was
not developed specifically to detect goat antibodies to SGEV and there may be low cross-
reactivity. However previous studies have demonstrated cross-reactivity with LIV (Klaus et
al., 2014), so it is not unreasonable to assume cross-reactivity with SGEV. In the vaccinated
group, the lower concentration of IgM found in response to challenge with SGEV was
probably due to the presence of vaccine-induced 1gG binding rapidly to the virus, thereby

negating the induction of a large or rapid IgM response.

IgG concentrations increased in the LIV-vaccinated group after the initial dose and
continued to increase steadily after the second vaccine dose and the challenge with live
SGEV, such that IgG antibodies were notably and significantly higher in concentration
throughout the whole experiment. This would suggest that the LIV vaccine induced an IgG
response and that the resultant 100% efficacy of the vaccine shows that this antibody cross
reacts with SGEV and that IgG levels present prior to challenge were probably critical for
the protection conferred. Conversely, the rising IgM concentrations in the non-vaccinated
animals did not protect them from disease, nor did the lower and later developing 19gG
antibodies, despite the rapid decrease in viral load at 10 dpc, which coincided with peak IgM
concentrations. This suggests that IgM would be not be as efficient at clearing the RNA load
or that the concentrations induced over this timescale were not high enough to contribute to

protection.

The reduction in the viral RNA load observed in the positive control group following the
appearance of the humoral immune response was probably due to the major role that
neutralizing antibodies play in clearing viraemia in infected animals (Diamond et al., 2003).
Serological tests are very useful for evaluating the epidemiological status of herds. In the
UK, where louping ill is endemic, the presence of IgM antibodies to LIV is used as an
indicator of a recent infection (Reid and Chianini, 2007). Our findings indicate that, when
using the IgM ELISA in goats, it would be possible to detect recently-infected animals

between 615 days post infection, a very short time interval and then only if natural infection
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mimics our experimental challenge (Fig. 1). However, under field conditions and in a large
population, natural infections would not occur simultaneously and this would broaden the
window of usefulness of the IgM ELISA.

The initial increase in SGEV RNA load seen in the positive control group between 2-5
dpc, and peaking at 3 dpc, probably represents the primary viral replication in lymphoid
tissues resulting in infectious virus spreading to the CNS via the haematogenous route. This
initial rise in RNA load would be the one that infects co-feeding larvae, nymphs and ticks for
persistence of the disease in the environment. The second rise in blood-borne virus seen 5—
10 dpc and peaking at 7 dpc probably denotes secondary replication within the CNS. The
virus released from this secondary replication in the CNS into the cerebrospinal fluid and
thence to the blood was probably less infectious, as it would have been highly antibody
associated, especially with IgM. Therefore, for diagnostic purposes in endemic areas, a
combination of selective blood sampling of pyrexic animals to evaluate IgM and/or viral load
should be used to indicate recent infection with SGEV. Conversely, evaluation of serum 1gG
concentrations would be useful for evaluating the level of exposure of a population, as well

as assessing the response to vaccination.

At present there is no treatment, other than symptomatic, for louping ill and control of the
disease relies on vaccination or control of the tick vector (Jeffries et al., 2014). The present
study showed that vaccination of goats against LIV conferred highly effective protection
against SGEV-induced histological lesions and clinical disease, which was probably 19G
dependent, and that vaccination is a viable option for control of the disease. However, this
study did not determine the duration of immunity to SGEV conferred by the LIV vaccine and
future work should address this and also establish the optimal age and vaccination schedule,

including whether one dose of vaccine would be effective.
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Summary

Spanish goat encephalitis virus (SGEV) is a member of the genus Flavivirus, family
Flaviviridae, and causes encephalomyelitis in goats. The aim of this study was to determine
whether sheep are susceptible to experimental challenge with SGEV by two different routes.
The results show that SGEV can infect sheep by both the subcutaneous and intravenous
routes, resulting in neurological clinical disease with extensive and severe histological
lesions in the central nervous system. Lambs challenged subcutaneously developed more
severe lesions on the ipsilateral side of the brain, but the lesion morphology was similar
irrespective of the route of challenge. The clinical presentation, pathogenesis, lesion
morphology and distribution shows that SGEV is very similar to louping ill virus (LIV) and
therefore any disease control plan must take into account any host species and SGEV vectors
as potential reservoirs. Furthermore, discriminatory diagnostics need to be applied to any
sheep or goat suspected of disease due to any flavivirus in areas where SGEV and LIV co-

exist.

Keywords: Spanish goat encephalitis virus; lamb; experimental infection; immunology;

pathology.
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Introduction

Spanish goat encephalitis virus (SGEV) is a member of the genus Flavivirus, family
Flaviviridae (Mansfield et al., 2015), and causes encephalomyelitis in goats (Balseiro et al.,
2012); however, it is still uncertain if goats are the primary host. Whole genome comparison
showed that SGEV shares 89.4% homology with Spanish sheep encephalitis virus (SSEV)
and between 88.7-89.3% homology with three louping ill virus (L1V) isolates (Mansfield et
al., 2015). All three viruses (SGEV, SSEV and LI1V) are members of the tick-borne flavivirus
lineage and SGEV is considered to be a subspecies within the louping ill species of tick-
borne flaviviruses. LIV is endemic in upland areas of the UK where sheep and red grouse are
considered to be the reservoir (Jeffries et al., 2014). The commercially available vaccine to
protect sheep against LIV (Louping ill BP vaccine, MSD Animal Health, Walton, Milton
Keynes, UK) has been shown to protect goats against experimental challenge with SGEV

(Salinas et al., 2017), but it is unknown if sheep are susceptible to infection with SGEV.

The aims of this study were: (1) to determine whether sheep are susceptible to
experimental challenge with SGEV, by two different routes, and describe any resultant
viraemia, pathogenesis and immune response, and (2) to compare these parameters with a

previously reported SGEV experimental challenge of goats (Salinas et al., 2017).

Material and method

Experimental Animals

Twenty-two female lambs (Assaf breed) were sourced from Castilla y Ledn, where no
cases of SGEV have ever been reported. The lambs were raised in isolation under tick-free
conditions in order to avoid potential exposure to SGEV or any other tick-borne virus, treated
preventively with Butox® (Intervet Laboratories, Carbajosa, Spain) to further prevent the
possibility of tick infestation and subsequently housed in bio-containment level 2 facilities.
Once in the experimental facilities, the animals were allocated randomly to one of three
separately housed groups; two groups of nine lambs and a further group of four; the latter
were used as negative controls. Sampling and challenge procedures were approved by the
Animal Research Ethics Committee of the Community of Junta de Castilla y Ledn, Spain

(reference number ULE_010_2015). Experiments were conducted in accordance with the

79



current Spanish and European legal requirements and guidelines regarding experimentation

and animal welfare.

Culture of SGEV and Experimental Challenge

SGEV was grown in cell culture and titrated as described elsewhere (Salinas et al., 2017).
Briefly, SGEV was adapted for growth in baby hamster kidney (BHK)-21 cells. BHK-21
cells were grown in Glasgow medium supplemented with 0.37% (weight/volume) sodium
bicarbonate, 5% tryptose phosphate broth, 2 mM L-glutamine, 10% fetal calf serum and
antibiotics, and used for the propagation and titration of SGEV.

The virus stock had a titre of 1.4 x 108 plaque forming units (PFU)/ml in BHK-21 cells
and it was diluted in BHK-21 cell culture to 1.0 x 107 PFU/mI for experimental challenge in

lambs.

One group (n =9, group SC) was challenged subcutaneously on the right thorax caudal to
the elbow with 1 ml of a suspension containing 1.0 x 10’ PFU/ml in BHK-21 cells. A second
group (n =9, group 1V) was challenged intravenously via the jugular vein with an identical

dose. The remaining group (n = 4) were un-challenged negative controls.

Serum Sampling, Serology and Evaluation of Clinical Signs

Prior to challenge all animals were tested using the FSME tick-borne encephalitis (TBE)
IgM and IgG enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) (PROGEN®, Heidelberg,
Germany), which recognize antibodies to any TBE due to flaviviruses, including L1V (Klaus
et al., 2014), to confirm the absence of previous exposure to any European TBE flavivirus.
Blood samples, for harvesting serum, were taken from the jugular vein on the day of
challenge, daily for 8 days post challenge (dpc) and then every 3 dpc until sacrifice. Blood
samples were centrifuged at 240 g for 5 min, the sera removed and stored at —80°C until
examined for IgM and IgG levels by ELISA as described above. Rectal temperatures were
taken prior to challenge and at intervals of 24 hours post challenge (hpc) and clinical signs,
including general condition and neurological signs, were monitored daily with the severity
designated as: 0, no clinical signs; 1, dullness, loss of condition and staring coat; 2, in addition

to changes for a score of (1), neurological clinical signs (e.g. tremors, ataxia or
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incoordination). The experiment was terminated at 12 or 17 dpc by intravenous overdose of
pentobarbital (0.3 ml/kg) (Table 9).

Table 1. Clinical signs and histopathological lesion scores

Day of *Severity of
clinical ’Severity of
Lamb  NECTOPSY signs histological
ID post .
challenge (day of lesions
onset)
Subcutaneous route
14 12 0 Il
18 17 1(4) vV
19 12 2 (4) |
21 12 0 Il
25 17 0 Il
26 12 0 Il
28 17 2 (12) vV
29 17 2 (9) I
50 17 0 0
Intravenous route
00 17 0 i
01 12 2 (4) 1
05 12 0 i
15 12 2(2) \Y
16 17 2 (3) Il
22 17 2 (13) |
24 12 0 |
30 17 2 (8) \Y
32 17 2 (3) 1l

“Neurological clinical signs: 0, none; 1, dullness, loss of condition and staring coat; 2, in addition to the

previous clinical signs (in 1), neurological clinical signs such as tremors, ataxia and incoordination.

Histological lesion score: 0, none; I, very mild with only perivascular cuffing; 11, mild with perivascular

cuffing and a small number of glial foci; 111, moderate with numerous perivascular cuffs, numerous glial foci,

neuronophagia, necrosis of Purkinje cells and meningitis; 1V, severe with frequent perivascular cuffing,

diffuse gliosis and neuron necrosis.

81



Real-time Reverse-transcriptase Polymerase Chain Reaction

Serum samples were subjected to specific TagMan quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction (QRT-PCR) to determine the presence and absence, and also the
relative amount, of SGEV present as described previously (Salinas et al., 2017). No-template
controls (NTCs) and SGEV RNA extracted from cultured virus stocks were included in each
assay as negative and positive controls, respectively. Each sample and control was tested in

duplicate.

Post-mortem Examination and Immunohistochemistry

Lambs were subjected to full necropsy examination and gross lesions were recorded.
Samples for histological examination were taken from the central nervous system (CNS) and
consisted of sections of the brain (cerebral cortical regions including frontal, parietal and
occipital lobes; optic chiasma, corpus callosum, hypothalamus, thalamus, midbrain,
cerebellum, pons and medulla oblongata) and four sections of the spinal cord, one each from
a different anatomical level (i.e. cervical, thoracic, lumbar and sacral), as well as
representative samples of lung, kidney, liver, spleen, gut (distal jejunum, ileocaecal valve
and associated lymph nodes), skeletal muscle (biceps brachii) and brachial and sciatic
plexuses. Samples for histology were placed in 10% neutral buffered formalin prior to
trimming and chosen samples were processed routinely through graded alcohols and
embedded in paraffin wax. Sections (4 um) from each block were stained with haematoxylin
and eosin (HE). Lesions were ascribed to one of four levels of increasing severity (Table 1):
grade I, only perivascular cuffing present; grade 11, perivascular cuffing and a small number
of foci of glial cells present; or grade 111, moderate non-suppurative encephalomyelitis. The
latter consisted of (1) perivascular cuffing formed by an infiltrate of lymphocytes and
histiocytes, (2) diffuse or focal proliferation of glial cells, (3) neuronal degeneration, neuron
necrosis and neuronophagia with features including satellitism, nuclear pyknosis,
chromatolysis, axonal swelling, atrophy and cell lysis, (4) demyelination and vacuolation of
the neuropil, and (5) meningitis. Microvascular changes consisting of reactive endothelium
and perivascular or edema were also present. Finally, grade 1V, severe generalized non-

suppurative encephalomyelitis also comprised of those changes listed for grade I11.
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Semiserial sections from the CNS samples and plexuses were subjected to
immunohistochemistry (IHC) as described previously (Dagleish et al., 2010) with several
modifications. Briefly, sections were dewaxed in xylene prior to rehydration to 95% ethanol
and endogenous tissue peroxidase activity was quenched by immersion in H202 3%in
methanol (v/v) for 20 min followed by rinsing in tap water (3 x 5 min). For antigen retrieval,
slides were immersed in a 0.05% mixture of chymotrypsin and trypsin (Sigma-Aldrich
Company Ltd., Gillingham, UK) in 0.1% CaCl> (w/v) in 50mM Tris-HCI buffer (TBS), pH
7.8 for 10 min at 37°C. Non-specific antibody binding was blocked with 25% normal goat
serum (NGS, Vector Laboratories, Peterborough, UK) in phosphate buffered saline (PBS)
for 30 min prior to addition of the primary mouse monoclonal anti-LIV IgG antibodies (clone
3.3, Moredun Research Institute, Edinburgh, UK raised to an envelope protein of LIV
[Venugopal et al., 1992]), diluted 1 in 3,000 in 25% NGS in PBS and incubated overnight at
4°C. Slides were washed with PBS (3 x 5 min) and ‘visualization’ of the bound primary
antibodies was by EnVision Kit (goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate,
DakoCytomation, Ely, UK) as per the manufacturer’s instructions followed by addition of
3,3'-diaminobenzidine (DAB, Vector Laboratories) chromogen for 10 min. Slides were then
washed with tap water, counterstained with haematoxylin for 1 min, washed in tap water
again, dehydrated through graded alcohols, rinsed in xylene and mounted in DPX (Sigma-
Aldrich Company Ltd., Poole, United Kingdom). Negative control sections were comprised
of semiserial sections of all tissues examined by IHC with the primary antibodies substituted
by isotype-matched mouse 1gG antibodies and sections of known LIV-positive sheep brain

were included in each run as positive controls.

Statistical Analyses

Quantitative data such as rectal temperature, RNA load and anti-European flavivirus IgG
and IgM optical density readings were tested for differences between groups and time of
sampling by analysis of variance using the GLM procedure (SAS statistical package, SAS
Inc., Cary, North Carolina, USA). Differences between pairs of least square means were
tested with the Tukey—Kramer t-test for multiple comparisons in the same statistical package.

A Pearson correlation analysis was applied to the quantitative variables of rectal temperature,
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SGEV RNA load, 1gG and IgM in order to determine their associations. Statistical
significance was taken as P <0.05.

Results

Clinical Findings

All four animals in the negative control group were devoid of any clinical signs and
showed no deviation from normal rectal temperature range throughout the study. No animal
from any of the three groups died during the experiment. Rectal temperature began to rise at
3 dpc in group SC and on day 2 in group 1V (Fig. 1). Pyrexia was greater in group IV than in
group SC although the difference between the groups was not significant (P = 0.074). Daily
variation in rectal temperature within group IV animals showed that it was significantly
higher (P <0.0001) at 4 dpc compared with 0, 1, 14 and 16 dpc. No significant differences in
rectal temperature between different days were observed within group SC animals
throughout the duration of pyrexia. Typically, clinical signs reached severity 1 (i.e. dullness,
loss of condition and staring coat) at 4 dpc in group SC and at 2 dpc in group IV, similar to
the commencement of pyrexia. Mild neurological clinical signs (severity score 2) consisting
of muscular tremors, mainly located in the neck, ataxia and/or incoordination were observed
in 3/9 lambs in group SC and in 6/9 lambs in group IV. Neurological clinical signs began on
different days depending on the individual lamb (Table 1) and, once present, remained for

the duration of the experiment until sacrifice.
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Fig. 1. Rectal temperature of lambs after SGEV experimental challenge by subcutaneous (blue diamonds),
intravenous (pink squares) routes or unchallenged negative controls (black triangles). Data points represent the
mean temperature value and the error bars represent the standard error of mean (SEM) of the group. Rectal

temperature of a healthy lamb was considered to be 39.1-39.8°C.

Serological Studies

Sera from all 22 lambs were below the manufacturer’s cut-off levels in the IgM and 1gG
ELISASs prior to the commencement of the experiment. Different kinetics of the serum IgM
response to challenge with SGEV were observed between groups SC and 1V (Fig. 2). Initial
increase in the IgM levels was present in group IV from 6 dpc, peaking at 8 dpc and
decreasing afterwards. In group SC, the IgM response was slower; a slight increase was
observed from 6—7 dpc, which peaked at 11 dpc and subsequently decreased afterwards (Fig.
7). The IgM levels in group IV were significantly higher (P <0.0001) compared with group
SCon 7 and 8 dpc only.

Serum IgG responses were first detected 3 days after the appearance of IgM antibodies
and the kinetics were similar in both groups (Fig. 2). However, the IgG levels in group IV
were significantly higher (P <0.0001) than those in group SC from 11-18 dpc. The IgG and
IgM titres in the non-challenged negative control group remained below the manufacturer’s

designated cut-off levels throughout the experiment.
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Fig. 2. Circulating serum IgM (A) and 1gG (B) antibody levels in lambs challenged experimentally with
SGEV by subcutaneous (blue diamonds), intravenous (pink squares) routes or unchallenged negative controls
(black triangles). IgM and 1gG levels were detected using commercial ELISAs (FSME TBE IgM and ‘all
species’ IgG kits). Data points for IgM and IgG correspond to the mean OD 450nm value and Vienna units
(VIEU)/ml, respectively. Error bars represent the standard error of the mean (SEM). Dashed lines represent
‘definitive negative’ below cut off 1, ‘definitive positive’ above cut off 2, and ‘inconclusive’ between cut off

lines 1 and 2.

Pathology and Immunohistochemistry

Other than congestion of meningeal vessels, which was present in animals of all three
groups and presumed to be due to the method of humane destruction, no gross lesions were
observed in any animal. No histological lesions were observed in the negative control
animals. Histologically, lambs from groups SC and IV showed non-suppurative
meningoencephalomyelitis in both the grey and white matter (Fig. 3) with severities of grade
111 (5/9 each group) and grade IV (2/9 each group) most frequently present (Table 1). Group
SC lambs with the higher grade scores had lesions more frequently on the ipsilateral side to
that of the SGEV challenge. This lesion distribution was not present in group IV lambs.

Histological lesions were consistently more frequent and more severe in the midbrain,
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cerebellum and medulla oblongata (Fig. 3A) and all sections of the spinal cord compared
with the more rostral anatomical levels of the CNS examined. The cerebral cortex usually
showed a maximum of grade 1l lesions, which were present in both white and grey matter,
although mainly in the former. The thalamus, hypothalamus and hippocampus had similar

lower grade lesions.

In the cerebellum, foci of gliosis (Fig. 3B) were present primarily in the molecular layer
of the folia. Changes in the Purkinje cells varied from mild degeneration of a few cells to
widespread necrosis and depletion variably affecting different cerebellar folia. In these cases
there was often proliferation of Bergmann glial cells and in some instances the loss of
Purkinje cells was marked by empty spaces (Fig. 3C). The brainstem contained perivascular
cuffing, proliferation of glial cells and neuron degeneration and necrosis, mainly in the
ventral regions. Loss of neurons was observed in several nuclei in the brain including the
olivary, medial accessory olivary and rostral trigeminal (Fig. 3D), accessory cuneate,
reticular formation and nuclei of the vagal and hypoglossal nerves. In the spinal cord, lesions
were present in both white and grey matter (Figs. 3E, 3F). In the white matter, perivascular
cuffing was usually present with only occasional glial foci. In the grey matter, the ventral
horns were more affected than the dorsal horns and showed perivascular cuffing, gliosis and
neuron necrosis. All levels of the spinal cord were similarly affected. No lesions were found
in any of the samples of lung, kidney, liver, spleen, gut, lymph nodes or brachial and sciatic
plexuses examined. No differences in morphology or severity were observed based on the

day of sacrifice.

No extensive positive labelling for SGEV was found by IHC in any brain section or in the
brachial and sciatic plexuses from any animal in the study. Two animals (ID 26 and 28) from
group SC had weak labelling; one (ID 26) had extracellular labelling in the centre of a glial
focus in the ventral pons (Fig. 4A) and the other (ID 28) had a low to medium amount of
intracytoplasmic punctate labelling in a very small number of neurons in the pons and
medulla oblongata (Fig. 4C). All negative control preparations were devoid of labelling and
all positive control sections of sheep brain showed intense cytoplasmic labelling in many

neurons.
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Fig. 3. Histological lesions (Grade 1V) observed in lambs challenged experimentally with SGEV by
subcutaneous (A, B, C and D) and intravenous (E and F) routes. (A) Medulla oblongata, olivary nucleus: note
neuron necrosis (black arrows), perivascular cuffing (blue arrows) and foci of gliosis (yellow arrow). Bar, 100
pm. (B) Cerebellum: note degenerate neuron (arrow) and satellitism. Bar, 20 um. (C) Cerebellum: note
perivascular cuffing (blue arrow) and degeneration and necrosis of Purkinje cells (black arrows). Bar, 100 pm.
(D) Medulla oblongata, trigeminal nucleus: note loss of neurons and foci of gliosis (black arrows). Bar, 100
pum. (E) Spinal cord, lumbar region: note perivascular cuffing (black arrow) affecting both grey and white matter
and neuron degeneration (blue arrows) in ventral horn. Bar, 200 um. (F) Spinal cord, cervical region: note

gliosis (arrow) and loss of neurons in grey matter. Bar, 100 um. All sections stained by HE.
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Fig. 4. Immunohistochemical labelling of SGEV antigen. Bars, 50 pum. (A) Ventral pons: note labelling
within the centre of a glial focus (animal 26). (B) Negative control preparation on a semiserial section of (A),
note absence of immunolabelling. (C) Medulla oblongata: note intracytoplasmic fine punctate labelling
within a necrotic neuron (animal 28). (D) Negative control preparation on a semiserial section of (C), note

absence of immunolabelling.

SGEV RNA Load

Peak SGEV RNA load in serum occurred at 4 dpc in group 1V and 5 dpc in group SC and
declined to the limit of detection by 5 and 7 dpc, respectively (Fig. 5). Viral RNA copy
numbers were not significantly different between groups SC and IV (P = 0.3670) and no

SGEV was detected throughout the course of the study in any animal in the negative control

group.
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Fig. 5. Time course of SGEV RNA load in serum after SGEV experimental challenge by subcutaneous (blue
diamonds) or intravenous (pink squares) routes. Note the delay in the start and peak of the SGEV RNA load in
group SC compared with group I1V. Viral RNA loads were determined by RT PCR assay. A standard curve was
created using an RNA standard control plasmid for quantification. Data represent the mean of nine independent
lambs per time point £ standard error of mean (SEM) of the group. The dashed line represents the limit of

detection (LoD) of the assay.

Correlation of Variables

In all SGEV challenged lambs, irrespective of route of challenge, rectal temperature
(pyrexia) was correlated positively with SGEV RNA load (r = 0.42068, P <0.0001) and
negatively with serum levels of IgG (r =0.31922, P <0.0001), but not with IgM (r = 0.03471,
P = 0.6265). Serum levels of IgG and IgM were correlated positively with each other (r =
0.32516, P <0.0001). These correlations held for both the SC and 1V groups, but with slightly
different levels of significance. In group IV, rectal temperature was correlated positively with
SGEV RNA load (r = 0.26465, P = 0.0292) and negatively with IgG (r = -0.42046, P
<0.0001), while 1gG and IgM were correlated positively (r =0.29219, P = 0.0049) with each
other. In group SC, temperature was positively correlated with SGEV RNA load (r =
0.53873, P <0.0001) and negatively with 1gG (r =-0.22868, P = 0.0292), while both 1gG and
IgM were correlated positively (r = 0.35237, P = 0.0006). No other significant associations

were observed.
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Discussion

This study is the first to show that SGEV can infect sheep by both of the subcutaneous
and intravenous routes, resulting in neurological clinical disease with extensive, and
frequently severe, histological lesions in the CNS. However, although SGEV caused clinical
neurological disease, it did not result in the death of any lamb over the course of the
experiment, which is similar to experimental challenge of goats with SGEV (Salinas et al.,
2017). This non-fatal outcome has been seen frequently in experimental infections with LIV
in sheep (Doherty and Reid, 1971a; Reid et al., 1971; Sheanan et al., 2002) and is considered
to be associated with infection dose, inoculation route, immune status and, most importantly,
the amount of stress, in the broadest sense, that the infected animals are subjected to after
challenge (Doherty and Reid 1971a; Sheanan et al., 2002). The experimental animals in this
study were protected from nutritional, climatic and predator stressors, and kept in relatively
small groups, all of which resulted in a relatively stress-free environment and therefore may

underestimate the mortality rate under field conditions.

Both subcutaneous and intravenous routes of experimental challenge with SGEV were
effective and induced histological lesions in the CNS and clinical disease in lambs, which
were more severe when the challenge was intravenous. Subcutaneous challenge with SGEV
in goats resulted in 5/9 animals developing neurological clinical signs (Salinas et al., 2017),
in contrast to only 3/9 lambs in this study. Experimental infections of sheep with LIV by the
subcutaneous route at a similar, lower than one log, challenge dose (2.5 x 10°-106¢
PFU/animal) resulted in 2/8 sheep developing neurological clinical signs (Doherty and Reid,
1971a; Reid and Doherty, 1971), comparable with the results obtained in this study. These
differences between the species could indicate a greater degree of susceptibility of goats than
lambs to SGEV. This may be due to a number of factors such as difference in affinity of the
host’s viral receptor or in host immune response, as suggested by Mansfield et al. (2016)
with respect to studies on the different susceptibilities of sheep to L1V and TBEV. In contrast
with group SC, 6/9 group IV lambs developed neurological clinical signs with a greater and
earlier onset of pyrexia than those challenged subcutaneously. This suggests that the
intravenous route was more efficient than the subcutaneous route in establishing infection in

the CNS which is supported by the more rapid peak in SGEV RNA load in serum found in
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group IV. Additionally, translocation of the virus from the subcutis to the central nervous
system may be different between the two species. However, the incubation period in the
lambs was comparable, by either route of infection, to that found in goats challenged
experimentally with SGEV (Salinas et al., 2017), which confirmed the virulence of the SGEV

isolate used.

Experimental challenge of lambs with SGEV caused severe, non-suppurative
encephalomyelitis (grades Il and V) in 14/18 lambs (7/9 group SC and 7/9 group IV).
However, only 4/9 goats showed grade Il lesions and none had grade 1V lesions with an
identical challenge (Salinas et al., 2017), suggesting that lambs may be more susceptible to
SGEV-induced histological lesion formation than goats. This could be due to differences in
the individual animals’ immune responses, but equally due to differences in the immune
responses of sheep and goats to identical pathogens (Maclachlan et al., 2009), as a more
effective specific inflammatory response could prevent spread of infection in nervous tissue
in lambs by neutralizing free virus (Doherty et al., 1971). Phenotyping of the lymphocytes
present in CNS histological lesions could help to investigate this hypothesis and should be

taken into account in future studies.

The development of clinical signs of louping ill may be accounted for by the extensive
loss of neurons due to the tropism LIV has for this specific cell type, together with the induced
inflammatory response and subsequent vascular damage (Webb, 1968; Doherty and Reid,
1971b). The neurological clinical signs (i.e. muscular tremors, ataxia and incoordination)
induced in the lambs by both challenge routes are consistent with the SGEV-induced
histological lesions present in the cerebral cortex, thalamus, hippocampus and cerebellum,
and throughout the spinal cord. However, in goats, SGEV did not induce significant lesions
in the cerebral cortex (Salinas et al., 2017), but was more similar to the lesion profile present
in lambs challenged experimentally with L1V, where the thalamus and hippocampus are more
predominantly affected (Doherty and Reid, 1971a; Sheanan et al., 2002). This suggests that
SGEV produces a different lesion profile in lambs compared with goats, but the mechanism
of this is, as yet, unknown. Although lambs challenged subcutaneously with SGEV

developed more severe lesions on the ipsilateral side of the brain, suggesting a neurotropic
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rather than haematogenous entry to the CNS, the incubation period was too short for this to
have occurred and haematogenous spread after the initial rise of viral load in serum was the
probable pathogenesis. The reason for the ipsilateral lesion distribution in group SC is

unknown.

The lack of any notable immunolabelling of SGEV in tissue sections was probably due to
lack, or very low levels, of virus present at the time of the necropsy examinations (12 and 17
dpc) as the viral RNA load in serum had abated by 5-7 dpc as confirmed by the gRT-PCR
results. Additionally, any remaining virus in the CNS would be highly bound by host
antibody, probably reducing access to the specific epitope recognized by the mouse
monoclonal anti-L1V antibody.

The antibody response in lambs (IgM and IgG) may have protected the animals from
death, although this was not sufficiently effective to prevent viral replication, histological
lesions and clinical disease. The observed associations between those variables (IgM and
IgG) indicate a slower development of disease in the group challenged subcutaneously, the
route more closely mimicking natural infection, which is presumed to be tick-borne; RNA
load was greater in this group, but so was the variability between individuals. This high viral
RNA load in serum could be interpreted as an adaptation of the virus to improve the
likelihood of transmission by haematophagous arthropods, as occurs with LIV transmission
where initial replication occurs in lymphoid tissues prior to release in to the blood and

subsequent colonization of the CNS (Jeffries et al., 2014).

In conclusion, experimental challenge with SGEV caused moderate to severe histological
lesions in the CNS and clinical disease in sheep challenged by both the subcutaneous and
intravenous routes, with more severe lesions and clinical disease following intravenous
challenge. The clinical presentation, pathogenesis, lesion morphology and distribution shows
that SGEV is very similar to LIV, so any disease control plan must take into account any host
species and their associated ticks as potential viral reservoirs. It also raises the possibility that
previous diagnoses of LIV or SSEV in sheep in Spain may have actually been due to SGEV

and specific discriminatory diagnostics are required for definitive diagnosis.
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Abstract
A disease characterized by ataxia, tremors and nystagmus had been observed in goats in
Nicaragua. The main histologic lesions were loss and neuronal vacuolation of Purkinje cells

and Wallerian-like degeneration mainly in the cerebellum, suggesting a glycoprotein storage
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disease. Ipomoea carnea and Ipomoea trifida found in the paddocks were negative for
swainsonine, but contained calystegines at 0.02% and 0.06% suggesting that the disease was
caused by these substances, which are competitive inhibitors of B-glucosidase and o-

galactosidase activities.

Keywords: Goat, Poisoning, Ipomoea trifida, Ipomoea carnea, Calystegines, Nicaragua

Poisoning by swainsonine containing plants, including Ipomoea spp. Turbina cordata,
Sida carpinifolia, Swainsona spp. Astragalus spp. and Oxytropis spp. in ruminants are usually
characterized by rough hair coat, depression, weight loss, and nervous clinical signs including
difficulties in rising, ataxia, hypermetria, tremors, especially of the head and neck, lateral
swaying of the head and nystagmus (De Balogh et al., 1999; Stegelmeier et al., 1999; Barbosa
etal., 2006; Carvalho de Lucena et al., 2014). The main histological lesions found in affected
animals consist of vacuolation of the perikaria and axonal dystrophy in neurons of all regions
of the nervous system, being more prominent in the Purkinje cells of the cerebellum and in
neurons of the cerebellar nuclei, where loss of cells with minimal inflammation is a common
feature. Vacuolation is also observed in various organs such as parenchymal pancreatic acinar
cells, hepatocytes, thyroid follicular epithelial cells, tubular epithelial cells of the kidney and
phagocytic cells of the spleen and lymph nodes (De Balogh et al., 1999; Barbosa et al., 2006).
In this report, we describe a neurological syndrome in goats in Nicaragua associated with the

ingestion of Ipomoea spp.

The disease occurred in the region of Malpaisillo, Ledn, Nicaragua, since 2007. The
geographical position is 120° 40’ latitude north and 860° 34’ latitude west, at 92.28m above
sea level (EcuRed, 2018). The climate is tropical savannah, characterized by a marked dry
season of 6-7 months from November to May, with an average temperature of 26.8 °C and
an average annual relative humidity of 76.0% (Climate-Data, 2018). The disease affected
goats of any age within a herd (usually composed of 4-20 goats). New cases appeared mainly
in October—November during the rainy season although animals died throughout the year. Of
the affected animals, some died in 2—3 days, some survived for a long time and others died
from complications due to recumbence or because they were euthanized. Animals that

survived continued to display neurological signs such as tremors, nystagmus or ataxia,
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although they did not lose their appetite and maintained a regular body condition. Some goats
even became pregnant and had completely healthy kids. Ipomoea nil, Ipomoea trifida (Fig.
1a) and Ipomoea carnea (Fig. 1b), three plants considered endemic in Nicaragua (Aguirre et
al., 2009), were found in the paddocks. The farmers reported that goats preferred to consume
those plants in preference to other available vegetation. Other herds in the same region did
not appear affected although those herds were housed and grazed in paddocks with different
vegetation that did not include Ipomoea spp.

N ¥ L ¢ j», r L v
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Fig. 1. Ipomoea species from Nicaragua and histological lesions associated with their ingestion in goats.
a) Ipomoea trifida. b) Ipomoea carnea. ¢) Loss of Purkinje cells is observed in cerebellum, with some
remaining cells showing cytoplasmic vacuolization (arrows). Proliferation of Bergmann glial cells is also
observed (asterisk). Haematoxylin and eosin stain, bar = 50 um d) A significant increase in the number of
GFAP+ astrocytes in granular and molecular layer in cerebellum, indicative of chronic tissue damage using
immunohistochemistry technique.

Presence of numerous intracytoplasmic storage vacuoles in Purkinje cells is also observed. Bar =50 um.
Inset: Negative control. Bar = 20 um.
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Twenty-four female goats (8 months to 3-years-old) from three affected farms were
studied. Farm 1 presented cases since 2008 and consisted of 10 goats, including three goats
showing nervous signs described below and seven without them. Farm 2 had cases since
2014 and consisted of 10 goats, including four goats with similar nervous clinical signs and
six without them. Finally, farm 3 presented cases since 2015 and consisted of four goats with
similar nervous clinical signs. During the clinical investigation goats presented regular body
condition and good appetite. The most relevant clinical signs were intention tremors
including lateral head movements, bilateral nystagmus, ataxia, and paresis of the hindquarters
with gait difficulty (see Supplementary material). Clinical signs got worse when the goats

were disturbed or frightened.

Blood samples in EDTA tubes were obtained from the jugular vein of 20 goats for
biochemical and biometric studies. Sampling was conducted in accordance with guidelines
regarding animal welfare. Samples were processed in a HumaCount 30TS analyzer (Human,
Wiesbaden, Germany) configured in veterinary mode. Serum concentration of creatinine,
phosphorus, glucose, calcium, magnesium, aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) activities, total bilirubin, direct and indirect bilirubin,
gammaglurtaryl transaminase (GGT) activity, total proteins, globulins, uric acid, creatinine
kinase (CPK) activity, blood urea nitrogen, alkaline phosphatase, albumin and lactate
dehydrogenase (LDH) were determined by colorimetric methods (Human, Wiesbaden,
Germany) using a Chemwell 2902 kit. Urine was obtained by spontaneous urination and
collected in 10 ml test tubes (two samples from each animal). The sample was divided into
two parts: one containing 10% buffered formalin for sediment examination, and the second
without formalin for physical and chemical examination. The physical examination was
performed immediately after collecting the sample. Chemical examination consisted of
photometric measurements of creatinine, total proteins and minerals (calcium, phosphorus
and magnesium), using a Chemwell 2902 spectrophotometer by colorimetric methods

(Human, Wiesbaden, Germany).

Descriptive statistics was performed and values were expressed as mean + standard

deviation. In the hematological analysis eosinophils were slightly increased (11.29 + 9.17%)
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when compared to the reference levels for goat (1-8%). The following minerals were
decreased: phosphorus (3.93 = 1.28 mg/dL); magnesium (1.10 + 0.10 mg/dL) and calcium x
phosphorus product (29.90 + 9.87 mg/dL). The remaining hematological parameters were
within the reference values for the species. In the liver profile AST activity was increased
(273.42 + 92.72 U/L) when compared to reference levels for goat (66-230 U/L). Renal

function was not altered.

A serological study of 10 animals (farm 1) was carried out to detect antibodies against
small ruminant lentiviruses (Maedi-Visna and caprine Arthritis Encephalitis). The
ELITEST® ELISA test (Hyphen BioMed, Neuville-Oise, France) was used for this purpose.

All animals studied were negative for small ruminant lentiviruses.

Eight goats that were found dead in the farms after showing chronic clinical signs (farm
1: n=2, farm 2: n=2, farm 3: n=4) were submitted for a complete necropsy and gross lesions
recorded. Samples of heart, lung, kidney, liver, spleen, pancreas, lymph nodes, gut, skeletal
muscle, and the whole central nervous system (CNS) were fixed in 10% neutral formaline.
Transversal sections were obtained from the brain (cerebral cortical regions - frontal, parietal
and occipital lobes -, optic chiasma, corpus callosum, hypothalamus, thalamus, midbrain,
cerebellum, pons and medulla oblongata) and from the spinal cord (cervical, thoracic, lumbar
and sacral). All samples for histology were processed routinely through graded alcohols and
xylol and embedded in paraffin wax. Sections (4 um) from each block were mounted on glass
microscope slides and stained with haematoxylin and eosin and Kriiber-Barrera stain. Semi-
serial sections of samples from midbrain, cerebellum, medulla oblongata and cervical spinal
cord were subjected to immunohistochemistry (IHC) following manufacturer's instructions,
using a monoclonal mouse anti-swine glial fibrillary acid protein (GFAP) astrocyte antibody
(clone 5C10) (EncorBiotechnology, Gainesville, United States) and the Avidin-Biotin
complex (ABC) kit(Vector Laboratories, San Diego, United States). Positive (goat suffering
Louping ill disease) and negative (a healthy goat and an additional slide of each paraffin

embedded tissue with the omission of the primary antibody) controls were used in each run.
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No gross lesions were observed on necropsies. Histological lesions were observed in the
CNS of the eight goats and consisted of neuronal vacuolation in some Purkinje cells, in other
neurons of granular and molecular layers of the cerebellum, and in a small number of neurons
in midbrain and medulla oblongata. Evident loss of Purkinje cells was also observed in the
cerebellum, with proliferation of Bergmann glial cells (Fig. 1c), and occasionally atrophy of
the molecular layer. Wallerianlike degeneration with presence of axonal spheroids, and
vacuoles (myelin ellipsoids), some of them containing axonal residues, were observed mainly
in the cerebellar granular layer and white matter of the cerebellum and cerebellar peduncles,
but also in midbrain, pons, medulla oblongata and spinal cord. IHC revealed a significant
increase in the number of GFAP+ astrocytes compare to the negative control, indicative of
chronic tissue damage, with higher numbers occurring in the cerebellum (Fig. 1d), although
it was also observed in midbrain and medulla oblongata. No relevant microscopic lesions

were found in the samples of lungs, kidney, liver, spleen, pancreas, gut or muscle.

Samples of I. nil (n=18), I. trifida (n=18) and I. carnea (n=18) were collected in groups of
6 plants from the area where cases occurred in three different months: February and April in
2017 (dry season) and by the end of June in 2018 (rainy season). A representative plant
sample from each species was pressed and identified by the Herbarium from Universidad
Auténoma of Nicaragua where voucher specimens are deposited. Leaf material from each
species in groups of the six mixed plants collected in February and April 2017 was allowed
to air dry and then ground. Samples from June 2018 were dried individually. Samples of the
dry ground material collected mixed or individually were shipped to the USDA, ARS,
Poisonous Plant Research Laboratory (Logan, Utah, USA) and analyzed for swainsonine,
calystegines and indole diterpene alkaloids using previously published methods (Gardner et
al., 2001; Cook et al., 2015; Lee et al., 2017). All samples were negative for swainsonine and
indole diterpene alkaloids (Table 1). Ipomoea trifida and I. carnea were both found to contain
calystegines B1, B2, B3 and C1 (Table 1).
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Table 1

Analysis of Ipomoea species for swainsonine, calystegines and indole diterpene alkaloids.

Sample Swainsonine Calystegines Indole
Diterpenes

B, B, B, C

Analysis of groups of six mixed plants

Ipomoea nil n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ipomoea trifida n.d. 0.02 0.06 n.a. 0.06 n.d.

Ipomoea camea n.d. 0.02 0.05 n.a. 0.02 n.d.
Analysis of six individual plants

Ipomoea nil n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.a.

Ipomoea trifida n.d. 0.030 0.018 0.001 0.002 n.a.

0.018 0.014 0.001 0.004
0.008 0.014 0.001 0.004
0.027 0.025 0.003 0.003
0.030 0.018 0.001 0.002
0.012 0.011 0.001 0.003
Ipomoea camea n.d. 0.011 0.000 0.000 0.000 n.a.
0.008 0.000 0.000 0.000
0.008 0.000 0.000 0.000
0.007 0.023 0.004 0.008
0.009 0.000 0.000 0.000
0.011 0.000 0.000 0.000

Concentration reported as % dry weight. n.a.=not analyzed, n.d.=none detected, =<0.001%

(swainsonine),<0.01% (calystegines and indole diterpenes).

The epidemiologic data, clinical signs, biochemical results (significant increase of AST
activity in serum) and pathology reported herein are similar to those observed in Ipomoea
spp. poisoning in other studies and countries i.e. Brazil (Schumaher Henrique et al., 2003;
Barbosa et al., 2006), suggesting that the disease is caused by some of the Ipomoea species
found in the paddocks. Ipomoea spp. induce a glycoprotein storage disease with clinical signs
related to lesions in the cerebellum, brain stem and spinal cord (Radostits et al., 1999; Scott,
2004; Armién et al., 2007; Mayhew, 2009; Cantile and Youssef, 2016), that has been
attributed to the indolizidine alkaloid swainsonine, an inhibitor of lysosomal a—mannosidase
and Golgi mannosidase 11 (Tokarnia et al., 1960; De Balogh et al., 1999). The absence of
swainsonine in all our samples suggests that swainsonine may not be the only toxin involved
in Ipomoea poisoning. Swainsonine production has been related with the presence of
endophytic fungi in plants of the Ipomoea genus (Cook et al., 2013, 2014), that were not

observed in this study. Previous work has shown that some plants and even whole populations
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of this genus are not infected with swainsonine producing endophytes and consequently do
not contain swainsonine (Cook et al., 2014). Calystegines do not appear to be associated with
endophytes and they are probably plant produce secondary metabolites (Ikeda et al., 2003).
Cook et al. (2013) also demonstrated that I. carnea plants infected with fungal endosymbiont
produced swainsonine but not the calystegines. The importance of calystegines as a cause of
disease has not been determined. It has been suggested that calystegines may enhance
swainsonine toxicity; however, purified calystegines have not produced neurologic disease
experimentally in rats (Hueza et al., 2005). This is the first report in which swainsonine-like
neurologic disease has been associated with ingestion of Ipomoea spp. containing only
calystegines. Calystegines Bl and Cl are potent competitive inhibitors of B-glucosidase
activities and calystegine B2 is a strong competitive inhibitor of the a-galactosidase activity
(Asano et al., 1997). In this study, chemical analysis of calystegines in the three species
showed normal concentrations for B1 and B3 (see Table 10) (Hueza et al., 2005; Gotardo et
al., 2016). However both I. carnea and I. trifida showed normal or slightly higher
concentrations for B2 in mixed plants (0.05-0.06%) (Hueza et al., 2005; Gotardo et al., 2016)
and 1. trifida clearly higher concentrations of C1 (0.06%) than measured in previous studies
(0.03%, Gotardo et al., 2016), which could have influenced the clinical course of the disease
in the absence of swainsonine. Other plants such as Solanum dimidiatum in United States, S.
fastigiatum and S. bonariense in Brazil and Uruguay, and S. kwebense in South Africa are
responsible for a cerebellar syndrome with similar vacuolation, degeneration, and loss of
Purkinje cells in cattle (Riet-Correa et al., 1983; Barros et al., 1987; Van der Lugt et al.,
2010). Calystegines were identified in S. dimidiatum and S. kwebense (Nash et al., 1993),

although their role in that neurological disorder remains unknown.

Cook et al. (2015) found mean calystegine concentrations of 0.03 and 0.05 at two
Brazilian geographical locations over a one year period, with the highest concentrations in
October—November and March—April. Similarly, we found higher concentrations of
calystegines in the plants collected in February and April, which means that during that
period those plants could be potentially more poisonous. Ipomoea trifida and 1. carnea in
Nicaragua are usually present during the dry season, but cases of poisoning were observed

during the whole year. Clinical recovery may or may not occur following cessation of
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exposure. When the animals stop eating the plant, the lesions can be reversible or not,
depending on the time of ingestion. If the animals stop eating the plant within the first 20-25
days after showing clinical signs, they recover (Barbosa et al., 2006; Lima et al., 2013),
probably because the vacuolization is reversible due to the removal of the oligosaccharides
from the lysosomes. On the other hand, after this period the lesions are irreversible, probably
because of neuronal loss as observed in goats in this study. Thus, when some animals
showing clinical signs are histologically examined during the time that there is no plant, no
vacuolization, but only neuronal loss is found, mainly in the cerebellum. That could also
explain the lack of vacuolization in cells of kidney, spleen or liver, a pathological feature
commonly found in storage disease (Barbosa et al., 2006). In addition, calystegines are not
considered responsible for the toxic effects on peripheral organs (Hueza et al.,2005). The
preference of the goats for these plants despite of availability of others mentioned by the
farmers, previously reported in intoxications by I. carnea and other swainsonine and
calystegines-containing plants (De Balogh et al., 1999), might have influenced the apparition
of cases. It is concluded that I. trifida and I. carnea plants that do not contain swainsonine,
may cause a glycoprotein storage disease in goats with mainly loss and neuronal vacuolation
of Purkinje cells and Wallerianlike degeneration in the cerebellum, and that the calystegine
content in those plants may be the toxic compounds. An animal model should be established
in future studies to confirm the toxicity of calystegines in Ipomoea species in the absence of

swainsonine.
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VII1.DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS
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Este capitulo se organiza en dos segmentos donde se hace una discusion general de los
resultados mas relevantes obtenidos en cada uno de los articulos que constituyen esta tesis
doctoral. La primera seccion corresponde a la infeccion experimental con SGEV en cabritas
y corderos, y la segunda, al estudio patoldgico de las alteraciones nerviosas en cabras en

Nicaragua.

1. Discusién de resultados de la infeccién experimental con SGEV

Para este estudio se planteé como Objetivo general (1) la determinacion de la relacion
existente entre la patogenia y la patologia manifestada por cabritos y corderos infectados
experimentalmente con SGEV frente a los casos naturales reportados de esta enfermedad, de
tal manera que permitiera aumentar el conocimiento sobre la viremia para el establecimiento
de medidas de control aplicables en el campo. Este objetivo general engloba a los primeros
tres objetivos especificos y parte del objetivo nimero cinco. Los informes obtenidos de este
estudio son los primeros de este tipo que demuestran la infeccion con SGEV en cabras y

ovejas. En la discusion general se plantea lo siguiente:

Objetivo 1
Para el objetivo especifico nimero 1 correspondiente a la evaluacion de la distribucion,
y gravedad de las lesiones en los cabritos y corderos infectados experimentalmente con el

SGEV frente a los infectados naturalmente con SGEV, se concluye lo siguiente:

Al momento de la necropsia de los animales no se observaron alteraciones macroscopicas
en ningun 6rgano, especialmente en encéfalo que orientaran hacia una meningoencefalitis.
Lo que si se pudo observar fue una leve congestion en los vasos meningeos y gque se presume
estuvo asociada al método de eutanasia. Microscopicamente la infeccion experimental con
SGEV caus6 una encefalomielitis no supurativa en el 100% (9/9) de las cabritas del subgrupo
control, con lesiones que fueron clasificadas segin su gravedad, extension y distribucion en
el SNC en grado I, Il 'y Ill. En el caso de los corderos inoculados via SC se observo
encefalomielitis no supurativa en el 94% (8/9) de los animales, clasificadas en grado I, 111y

IV. Estos resultados difieren de los presentados por Doherty y Sheahan en la infeccién
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experimental con el LIV donde, solamente 1/7 cabras y 2/8 ovejas presentaron lesiones
histologicas en SNC (Doherty & Reid, 1971; Sheahan et al, 2002). Estas diferencias en la
tasa de morbilidad entre las especies podrian indicar un mayor grado de susceptibilidad en
cabritas al SGEV respecto a los corderos y que podria deberse a una serie de factores como
la diferencia en la afinidad del virus por receptores virales o diferencias en la respuesta
inmune del huésped, similar a lo observado por Mansfield et al (2016) en sus estudios sobre
las diferencias de susceptibilidad de la oveja a la infeccion con LIV y TBEV.

Tanto en corderos (5/9) como en cabritas (4/9) las lesiones microscopicas de mayor
frecuencia y gravedad fueron las de grado Il (9/18) (gréafico 1). Estas lesiones presentaron
distribucion multifocal y se observaron principalmente en el mesencéfalo, cerebelo, médula
oblongada y la porcién cervical de la ME (Fig. 3A, trabajo 1). Como diferencia entre especies
cabe mencionar que en los corderos se presentaron las lesiones mas graves de grado IV en la

corteza cerebral (2/9) (Fig. 3, trabajo 2).

[E
o

Frecuencia de distribucion
O P N W b O1 O N 00 ©

0 | I 11 vV
Grado de lesion

Gréfico 1. Frecuencia segun grado de las lesiones histopatologicas observadas en cabritos y
corderos infectados via SC con SGEV. Las lesiones histopatoldgicas que mas se observaron
fueron las de grado 111 con frecuencia de 9 de 18 animales en total (50%0), siendo los corderos
los mas afectados con 5 casos en total.
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Respecto a las caracteristicas de las lesiones segun la via de inoculacion del virus, el grupo
de corderos inoculados via IV, presentaron a nivel del encéfalo lesiones histoldgicas de grado
111 (5/9) y de grado 1V (2/9) de un total de nueve animales. Las lesiones eran idénticas a las
observadas en cabritos y corderos inoculados via SC. La unica diferencia que se observo en
este caso fue que en el grupo de corderos inoculados via SC las lesiones en SN se presentaron

en el lado ipsilateral a la inoculacion del virus (lado derecho del cuello).

En general se observaron manguitos perivasculares, proliferacion de células gliales,
degeneracion y necrosis neuronal (Fig. 3A, 3B, trabajo 1). En la capa granular del cerebelo
se pudieron observar espacios vacios por la degeneracion y necrosis de las células de Purkinje
y los focos de gliosis por la proliferacion de las células de Bergman, una zona que fue
afectada de forma variable en los corderos (Fig. 3 D y E, trabajo 1; y Fig. 3C trabajo 2). En
la médula oblongada se observaron manguitos perivasculares, degeneracion neuronal y
necrosis con proliferacion de las células de Bergman (gliosis). En varios nucleos del encéfalo
(nucleo rojo, olivar, trigémino, accesorio medial, la formacion reticular del nervio vago y
nervios hipoglosos) se pudo observar pérdida neuronal (Fig. 3B trabajo 1; Fig. 3A y 3C
trabajo 2). En la médula espinal se presentaron lesiones que consistian en manguitos
perivasculares, gliosis y necrosis neuronal con mayor afeccién en el asta ventral, que como
diferencia entre especies cabe mencionar que estas lesiones se observaron en todos los
segmentos de la ME de corderos pero con mayor gravedad y extension en la porcion cervical,
y en los cabritos se presentaron exclusivamente en la porcion cervical de la ME (Fig. 3G y
3H, trabajo 1; Fig. 3E trabajo 2).

Todas las lesiones observadas en el estudio experimental de SGEV fueron indistinguibles
de las observadas en la forma natural de la enfermedad, donde se identificaron manguitos
perivasculares, neuronofagia y gliosis, especialmente en el hipotdlamo, mesencéfalo, médula
oblongada y médula espinal (Balseiro et al, 2012). Estas lesiones también se corresponden
con las descripciones realizadas por Doherty & Reid (1971) y Sheahan (2002) en infecciones
experimentales de ovejas con el LIV, con la diferencia que no se observaron lesiones en
talamo, hipotdlamo e hipocampo en los corderos infectados experimentalmente con LIV.

Respecto a las rutas de inoculacion usadas en corderos no hubo diferencias en cuanto a la
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gravedad y frecuencia de las lesiones y tampoco se observo lesiones microscopicas en otros

organos distintos a los del SN en ambas especies.

Las pruebas de HI realizadas en cada segmento del encéfalo de todos los animales
estudiados no reflejaron la presencia del SGEV en tejidos, salvo una reaccion muy débil que
presentaron dos animales del grupo SC de corderos (ID 26 y 28). Unicamente se observo
positividad en el citoplasma de las neuronas. La falta de inmunomarcaje en el SNC y los
plexos braquiales a pesar de los altos niveles de anticuerpos en suero, sugiere que el virus
habia desaparecido antes del dia del sacrificio después del aumento inicial de la carga de
ARN, y que anticuerpos enddgenos bloquearon el epitopo especifico para reconocer el
anticuerpo monoclonal anti-LIV (Reid & Chianini, 2007).

Objetivo 2
La discusion del objetivo especifico nimero 2 referente a la evaluacion de las lesiones y
su relacion con los signos clinicos, la respuesta inmune y la viremia en cabritos y corderos

infectados experimentalmente con SGEV indica lo siguiente:

Es importante recordar que el sistema inmune puede reaccionar de manera muy variada
frente a las diferentes agresiones que, en dependencia del agente, la intensidad del dafio, la
via de entrada y el dérgano afectado asi serd la respuesta del organismo, pudiendo
desencadenar una respuesta de tipo humoral o celular en muchos casos intercedida por
mediadores quimicos responsables de la activacién de signos o sintomas indicativos de que
en ese organismo se desarrolla una enfermedad (Jubb & Palmer's, 2015).

El desencadenamiento de la respuesta inmune por parte del SGEV en cabritas y corderos
Ilevd a la manifestacion de una serie de signos y sintomas clinicos de tipo general (fiebre,
apatia, pérdida de apetito) a los que se le dio valor =1; y signos y sintomas de tipo neuroldgico

(ataxia, incoordinacion, temblores) a lo que se les asigné valor =2,

En ambos grupos de animales el primer signo clinico en manifestarse fue la fiebre,

presentandose al tercer dia postinfeccion y alcanzando su pico méximo entre los dias 6y 7.
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La variacion de la temperatura entre el subgrupo de corderos y los cabritos inoculados via
SC presentaron diferencias de medias significativas entre los grupos: En las cabras (p=0.748)
y en los corderos (p=0.084).
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Gréfico 2. Comparacion de la temperatura rectal en cabritos y corderos infectados con SGEV.
Para la comparacion de la temperatura rectal entre cabritas y corderos se procedi6 a realizar
una prueba de T de Student para muestras independientes, asumiendo la existencia de
distribucion normal en la temperatura en las cabras (p=0.748) y en los corderos (p=0.084)
segun la prueba de Shapiro Wilk.

Un segundo signo clinico tipo 1 que se manifest6 muy temprano en ambos grupos fue la
depresion, que se observo al segundo y tercer dia postinfeccion respectivamente coincidiendo
con la fiebre y el pico inicial de ARN en cada caso. Otros signos clinicos que se manifestaron
y coincidieron con la fiebre a partir del dia 4 postinfeccion fueron la opacidad del pelaje y
pérdida de la condicion corporal. Esto indica que el periodo de incubacion del SGEV en
cabritos y corderos es menor en relacion a lo reportado en las infecciones experimentales con
LIV (Reid et al, 1984).
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Durante el estudio, 8 animales (5 cabritos y 3 corderos) presentaron signos clinicos de tipo
neuroldgico de manera variable a partir del dia 4 postinfeccion, que persistieron hasta el dia
de la necropsia (Tabla 1, trabajo 1 y 2). En el caso de los corderos inoculados via IV estos
signos clinicos fueron mas evidentes y de aparicion mas temprana que en los cabritos y
corderos inoculados via SC, lo que sugiere que la ruta de inoculacion 1V es mas eficiente en
el establecimiento de la infeccion del SGEV en el SNC, resultado que corrobora el mayor
pico de carga de ARN de SGEV encontrado en el subgrupo de corderos inoculado via IV.

Aunque la translocacion del virus desde el subcutis hacia el SNC podria ser diferente entre
ambas especies, el periodo de incubacién del SGEV es comparable en cabritos y corderos
por cualquier via de infeccion, lo que confirma la virulencia del SGEV. La proporcion de
cabritos y corderos con signos neuroldgicos indican que la patogenicidad del SGEV es
relativamente mayor a la de LIV en comparacién a lo reportado Reid & Doherty (1971), Reid
et al, (1984) y Sheahan et al (2002), en sus estudios andlogos con LIV, donde 1 de 7 cabras
y, 2 de 8 ovejas desarrollaron signos clinicos de tipo neuroldgico Otra diferencia fue que los
signos clinicos neuroldgicos se presentaron entre los 4 a 13 dias postinfeccion con el SGEV
y entre los 12 y 13 dias posteriores en los experimentos con el LIV. Estos datos indican que

SGEV seria mas patdgeno que el LIV.

La viremia desarrollada y los signos clinicos observados tanto en cabritos como en
corderos se relacionan directamente. En el subgrupo control positivo de cabritos se
presentaron dos picos de la carga de ARN del SGEV, el primero se detectd al dia 3 y el
segundo al dia 7 post infeccion (Fig. 4, trabajo 1). Este aumento inicial en la carga de ARN
representa la replicacion primaria del virus en el tejido linfoide que luego se disemina via
hematogena hacia el SNC. Su posterior reduccion después de la aparicion de la respuesta
inmune humoral probablemente se deba al papel que juegan los anticuerpos neutralizantes

en la eliminacion de la viremia en animales infectados (Diamond et al, 2003).

En el subgrupo de cabritos vacunados la carga de ARN viral no varié desde el inicio del
ensayo en relacion con el subgrupo control positivo donde fue significativamente mayor
(P<0,0001) (Fig. 4, trabajo 1).

115



En corderos la mayor carga de ARN viral de SGEV se produjo a los 4 dias post infeccién
en el subgrupo 1V y al dia 5 en el subgrupo SC, posteriormente esos niveles declinaron al 5°
y 7° dia respectivamente, por debajo de los niveles detectables (Fig. 5, trabajo 2). La carga

de ARN viral no fue significativamente diferente entre ambos grupos (P=0.3670).

La infeccion experimental con el SGEV causé la enfermedad clinica y lesiones
histolégicas de moderadas a graves en el SNC de cabritos y corderos las que son similares a
las descritas en casos experimentales de LIV reportados por Reid y Doherty (1971), lo que
indica que, los casos diagnosticados en Espafia de SSEV en ovinos en realidad se pudieran

deber a una infeccién por el SGEV.

Los signos clinicos de tipo neurolégico en animales infectados experimentalmente con
SGEV fueron consistentes con las lesiones histoldgicas descritas en la corteza cerebral,
hipocampo, cerebelo y médula espinal (Fig. 3, trabajo 1). En estudios realizados por Doherty
& Reid (1971) sobre infecciones experimentales con LIV relacionan el desarrollo de signos
clinicos de tipo neuroldgico con la extensa pérdida de neuronas debida al tropismo especifico
que tiene el LIV con este tipo de célula, junto con la respuesta inflamatoria inducida y el
dafio vascular posterior. Esos mismos estudios describen que 2 de 8 ovejas desarrollaron
signos clinicos de tipo neuroldgico y lesiones histologicas en SNC. También Sheahan et al.
(2002) reportaron que la gravedad de los signos clinicos se relaciona directamente con la

extension de las lesiones y el dafio neuronal sufrido.

Los corderos infectados experimentalmente con el SGEV que presentaron signos clinicos
de tipo neuroldgico mas graves también presentaron lesiones mas marcadas en las células de
Purkinje, en las neuronas de los nucleos vestibulares y del asta ventral de la médula espinal,
lo que explicaria los temblores del cuello (ataxia) como el signo clinico mas comin en
corderos. Esta observacion también la hicieron Doherty y Reid (1971) en la infeccion
experimental con LIV en ovejas, lo que indica que el SGEV tiene las mismas caracteristicas
neurotropicas. Las lesiones observadas consistian en manguitos perivasculares, focos de
gliosis y necrosis neuronal presentes con mayor intensidad en la sustancia gris y el asta

ventral (Fig. 3E, 3F, trabajo 2). Sin embargo, considerando la gravedad y similitud de las
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lesiones en el cerebro con los casos de infeccion natural reportados por Balseiro (Balseiro et
al, 2012) es poco probable que el virus se haya vuelto significativamente menos patdgeno.
Los signos clinicos de tipo neuroldgico fueron consecuentes con la presencia de lesiones de
grado 11, también con el mayor pico febril presentado por 3 cabritas (41.5y 42 °C) y la carga
de ARN de SGEV. Esta observacion fue similar a la de otros estudios con virus que causan
encefalitis (Prow et al, 2014).

En todos los corderos infectados experimentalmente con SGEV por ambas vias (SC, 1V)
existié una correlacion positiva entre la temperatura rectal y la carga de ARN de SGEV (r =
0,42068, P <0.0001) y negativa con los niveles séricos de IgG (r = 0.31922, P <0.0001), pero
no con los de IgM (r = 0.03471, P = 0.6265).

La inmunidad humoral en cabritos y corderos infectados con LIV y TBEV esta mediada
por lainmunoglobulina IgM, cuya presencia en el organismo de animales infectados se utiliza
como indicador de una infeccion reciente. En el Reino Unido, donde el LI es una enfermedad
endémica, la presencia de anticuerpos IgM se utiliza como indicador de una infeccion
reciente con el LIV (Reid & Chianini, 2007). En los ensayos previos a la infeccion
experimental con SGEV se uso la técnica ELISA para detectar los niveles de Ac IgM e IgG
contra TBEV en los sueros de los 40 animales y se demostré que éstos tenian niveles de
anticuerpos contra los TBEV muy por debajo de los niveles minimos de corte indicados por

el fabricante.

Las asociaciones observadas entre las variables IgM e 1gG indicaron un desarrollo méas
lento de la enfermedad en el subgrupo de corderos inoculados via SC donde la carga de ARN
fue mayor, pero muy variable entre individuos. Esta carga de ARN viral alta en el suero
podria ser interpretada como una adaptacion del virus para mejorar la probabilidad de
transmision por artropodos hematdfagos, como ocurre con la transmision del LIV donde la
replicacion inicial ocurre en los tejidos linfoides antes de liberarse en la sangre y la
posteriormente colonizar el SNC (Jeffries et al, 2014). La respuesta de anticuerpos (IgM e

IgG) en corderos pudo haber protegido a los animales de la muerte, aunque esto no fue
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suficientemente efectivo para prevenir la replicacion viral, la enfermedad clinica y las

lesiones histoldgicas.

Los hallazgos de este trabajo indican que, al usar el ELISA IgM en cabras, seria posible
detectar animales recientemente infectados entre 6 y 15 dias después de la infeccidn, un
intervalo muy corto de tiempo para su posible aplicacion en el campo (Fig. 1, trabajo 2). Sin
embargo, bajo condiciones de campo y en una gran poblacion, las infecciones naturales no
ocurririan simultaneamente lo que ampliaria la ventana de utilidad del ELISA para detectar
IgG. Por lo tanto, para propositos de diagndstico en areas endémicas se podria considerar el
uso del ELISA para la deteccion de IgM M y/o la carga viral de SGEV por PCR. Por el
contrario, la determinacion de la concentracién para IgG seria util para conocer el nivel de
exposicion de una poblacion, asi como para la evaluacion de la respuesta vacunal. En ambos
casos se demuestra que las pruebas serologicas son muy utiles para evaluar el estado

epidemioldgico de los rebafios.

Durante el desarrollo experimental no murié ningn animal a causa de la enfermedad,
salvo un cabrito vacunado que murié por acidosis ruminal, contrario a lo que ocurrié en la
infeccion natural por SGEV donde el virus causé la muerte de todos los animales
clinicamente infectados (Balseiro et al, 2012). En estudios experimentales con LIV tampoco
se observd mortalidad (Reid & Doherty, 1971; Doherty & Reid, 1971; Sheahan et al, 2002).
Esta diferencia en la tasa de mortalidad entre la infeccion natural y la infeccidn experimental
pudo deberse a ciertos factores como la raza de cabras Bermeya en la que ocurrio el brote
inicial de SGEV, una raza rara en peligro de extincion altamente endogamica y
probablemente con poca diversidad genética que la haga més susceptible a infecciones. Otro
factor pudo ser que el grupo de cabras habia sido trasladado recientemente a un area endémica
(Balseiro et al, 2012). Otra posibilidad puede ser, que las cabras hubieran presentado
infecciones concomitantes de SGEV y anaplasmosis (Anaplasma phagocytophilum), factor
qgue se ha demostrado que aumenta drasticamente la tasa de mortalidad de animales
infectados con Flavivirus (Reid et al, 1986). También pudo haber influido la dosis de SGEV
inoculado y la ruta de infeccion favorecida por la inmunocompetencia individual, el estado

nutricional, situaciones de estrés general en los animales y/o la pérdida de virulencia de la
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cepa viral original después del cultivo, mas la manipulacion en el laboratorio (Reid et al,
1984; Sheahan et al, 2002). La variacion de patogenicidad del SGEV entre cabritas y coderos
pudo deberse a la diferente susceptibilidad que presentan ambas especies a diversas
enfermedades (Maclachlan et al, 2009). Por otra parte, se desconoce si las cabras son los
huéspedes naturales del SGEV o por el contrario procede de otra especie, por ejemplo, el

rebeco (Rupicapra spp.) (Ruiz-Fons et al, 2014).

Objetivo 3

En los resultados obtenidos para el objetivo especifico nimero 3, correspondiente a la
evaluacion de la eficacia de una vacuna comercial frente a LI en cabritos infectados
experimentalmente con SGEV, se observd que las concentraciones de IgG aumentaron y
fueron mayores en el subgrupo vacunado (n=9) después de la dosis inicial y que continuaron
aumentando constantemente después de la segunda dosis de vacuna y de la infeccion con el
SGEV. Después de la segunda vacunacion las concentraciones séricas de 1gG aumentaron a
partir del dia 14 sobrepasando el valor de corte 7 dias después (Fig. 2B, trabajo 1), mientras
que en el subgrupo control positivo las concentraciones de 1gG aumentaron a partir del dia 8
post infeccion excediendo el valor de corte maximo al dia 16 (Fig. 2B, trabajo 1). En ambos
casos esos niveles de Ac se mantuvieron elevados hasta el dia 28 cuando se sacrifico el ultimo
animal. Las concentraciones séricas de 1gG en cabritos del subgrupo control positivo fueron
significativamente menores entre los dias 14 y 16 post infeccion (P <0.003) en comparacién
con los vacunados. Ese aumento en las concentraciones de 1gG en el subgrupo de cabritas
vacunadas sugiere que la vacuna para LIV aprobada en ovejas presente reaccién cruzada e

induce proteccion y produccion de IgG contra SGEV.

Con las IgM sucedio todo lo contrario, las concentraciones de estas inmunoglobulinas
fueron significativamente mas altas en el subgrupo control positivo (P<0.0001) (Fig. 2, tabla
1. Trabajo 1). En este subgrupo de cabritos los niveles de IgM se presentaron entre los 6 a 21
dias postinfeccion coincidiendo con la fiebre y los signos clinicos de tipo neuroldgico,
mientras que en los cabritos vacunados los mayores niveles de anticuerpos IgM se
presentaron entre los dias 8 a 14, con un pico maximo el dia 10 postinfeccion. Es muy

probable que la aplicacion de la vacuna haya retrasado y disminuido la respuesta de IgM ya
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que en el subgrupo control positivo se observo una reaccion rapida, una mayor concentracion
y una mayor duracion de los niveles de IgM. Las crecientes concentraciones de IgM en los
animales no vacunados no les protegio de la enfermedad, ni tampoco los anticuerpos IgG.
Esto indica que la IgM no es tan eficiente en la limpieza de la carga de ARN o que las
concentraciones inducidas durante este periodo de tiempo no fueron lo suficientemente altas

como para contribuir a la proteccion.

La vacunacion no indujo una respuesta de IgM detectable a pesar de la aplicacion de dos
dosis de vacuna administradas con 2 semanas de diferencia. La baja respuesta inicial de IgM
a la vacunacién pudo deberse a la naturaleza pentamérica de este Ac que reduce la
accesibilidad a los epitopos de superficie para unirse con otros anticuerpos lo que disminuye
sus concentraciones. Otro factor influyente en esta medicion pudo ser la baja sensibilidad del
ELISA utilizado ya que éste no fue desarrollado para ser usado en cabras infectadas con
SGEV, aunque estudios previos habian demostrado reaccion cruzada en cabras infectadas
experimentalmente con el LIV, por lo que también se esperaba la misma reaccion cruzada en
el SGEV (Klaus et al, 2014). La baja concentracion de IgM encontrada en el subgrupo de
cabritos vacunados como respuesta a la infeccién con SGEV probablemente se debi6 a la

presencia de 1gG inducida por la vacuna que se une rapidamente al virus.

La vacuna comercial contra LIV aprobada para su uso en ovejas, por lo tanto, resultd
100% efectiva para inmunizar cabritos contra el SGEV ya que éstos no desarrollaron la
enfermedad clinica ni tampoco lesiones histologicas. Ademas, ayudé a reducir la carga de
ARN viral en sangre, lo que indica que la transmision del virus a través de la garrapata vector

podria prevenirse o al menos disminuirse.
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2. Discusion de resultados obtenidos para el estudio patologico de las alteraciones

nerviosas en cabras en Nicaragua

Para este apartado se planteé como objetivo general (2) la determinacion del agente
causante de las alteraciones nerviosas en cabras de Nicaragua mediante el estudio
epidemioldgico y patologico del proceso con el fin de establecer medidas de prevencion y
control que ayudasen a la reduccion de la incidencia de esta enfermedad.

Objetivo 4

En el objetivo especifico nimero 4, correspondiente a la identificacion del agente
responsable y a la descripcion de las lesiones observadas en cabras, los resultados obtenidos
durante la exploracion clinica indicaron que los signos clinicos de tipo neuroldgico
presentados por las cabras fueron repentinos y que consistian en movimientos laterales de la
cabeza, nistagmo bilateral, ataxia y paresia de los cuartos traseros con dificultad para

caminar, y que éstos aumentaban a medida los animales eran molestados o excitados.

Los estudios complementarios practicados en sangre y orina revelaron que los niveles de
calcio, fésforo, magnesio y los productos de calcio/fésforo estaban disminuidos sin estar
comprometida la funcién renal en relacion a los valores de referencia para la especie. El
analisis hematoldgico unicamente revel6 un aumento en los eosinéfilos y una ligera anemia.
El perfil hepatico indicé un aumento de aspartato aminotransferasa en comparacién a los
valores de referencia, y los resultados seroldgicos practicados para la deteccion de lentivirus
CAE y Maedi Visna en pequefios rumiantes fueron negativos en estos casos.

A nivel macroscopico en ninguno de los 6rganos se observaron lesiones asociadas a una
determinada enfermedad. Las lesiones histologicas se observaron exclusivamente en el tejido
nervioso de las ocho cabras registradas y consistieron en vacuolizacion neuronal en células
de Purkinje, en neuronas de la capa granular y molecular del cerebelo y en un pequefio
namero de neuronas del mesencéfalo y médula oblongada. También se observé pérdida
evidente de células de Purkinje en el cerebelo, con la proliferacion de células gliales de

Bergmann (Fig. 1c, trabajo 3) y, ocasionalmente, atrofia de la capa molecular. En la capa
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granular, en los pedunculos cerebelosos y en la sustancia blanca del cerebelo se observo
degeneracion Walleriana que consistia en la presencia de esferas y vacuolas en axones
neuronales. La IHC revelé un aumento significativo en el nimero de astrocitos GFAP+ en
comparacion con el control negativo, indicativo de dafio tisular cronico, con numeros mas

altos en el cerebelo (Fig. 1d, trabajo 3).

Muchas de las alteraciones nerviosas presentadas por las cabras se han descrito en casos
de encefalitis, abiotrofias, encefalopatias y deficiencias de cobre, pero las lesiones
microscopicas descritas no eran compatibles con ninguno de estos procesos (Pugh, 2002;
Jubb & Palmer's, 2015). Los datos epidemioldgicos, los signos clinicos, los resultados
bioguimicos (aumento significativo de la actividad AST en suero) y la histopatologia descrita
son similares a los observados en intoxicacion por plantas del género Ipomoea en otros
estudios en diferentes paises (Schumaher, 2003; Barbosa et al, 2006; Armién, 2007), lo que
sugeria que la enfermedad estaba causada por algunas de las especies de Ipomoea presentes
en los potreros. Este género de plantas contiene los alcaloides swaninsonina y calisteginas
que se han asociado a las enfermedades por almacenamiento lisosomal debido a que inhiben
las enzimas a-manosidasa y -manosidasa (Tokarnia, 1960; De Balogh, 1999; Barbosa et al,
2006; Cook et al, 2015).

Se recolectaron muestras de Ipomoea nil (n = 18), Ipomoea trifida (n = 18) e Ipomoea
carnea (n = 18) en grupos de 6 plantas del area donde ocurrieron los casos, en tres meses
diferentes: febrero y abril en 2017 (estacion seca) y a fines de junio de 2018 (temporada de
lluvias). Las muestras de plantas se secaron, posteriormente se molieron y se empacaron
individualmente para su envio al USDA, ARS, Poisonous Plant Research Laboratory (Logan,
Utah, EE. UU.). Las muestras de las plantas se analizaron en busca de los alcaloides
swainsonina, calisteginas e indol diterpeno utilizando métodos publicados previamente
(Gardner, 2001; Cook et al, 2015; Lee, 2017). Todas las muestras fueron negativas para los
alcaloides swainsonina e indol diterpeno (Tabla 1, trabajo 3), pero se encontraron las

calisteginas B1, B2, B3y Cl en I. trifida e I. carnea (Tabla 1, trabajo 3).
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La ausencia de swainsonina en todas las muestras se considero un hallazgo relvante ya
que significa que este no es el unico alcaloide involucrado en el consumo de plantas del
género Ipomoea como se pensaba hasta ese momento. La importancia de las calisteginas
como causa de enfermedad no ha sido determinada hasta la fecha. Se ha sugerido que las
calisteginas pueden aumentar la toxicidad de la swainsonina; sin embargo, las calisteginas
purificadas no han producido enfermedad neuroldgica experimentalmente en ratas (Hueza,
2005). Este es el primer informe que reporta el desarrollo de esta enfermedad provocada por
el alcaloide calistegina y no por swansonina. Las calisteginas Bl y Cl son potentes inhibidores
competitivos de las actividades de la B-glucosidasa y la calistegina B2 es un potente inhibidor

competitivo de la actividad de la a-galactosidasa (Asano, 1997).

Estos resultados difieren a lo reportado en el estudio sobre los efectos de los alcaloides de
I. carnea en la actividad de la glicosidasa lisosomal en linfoblastos humanos donde se
concluye que, las calisteginas no mostraron inhibicion de la B-glucosidasa, y que actiian como
chaperones quimicos, mejorando el plegamiento correcto y transporte de la enzima en los

lisosomas y que hay poco riesgo de inducir toxicidad en el ganado (Kioko et al, 2003).

3. Sugerencias para el control de SGEV vy las alteraciones nerviosas en cabras

Obijetivo 5

Para el objetivo especifico nUmero 5, se planteé el disefio de un Sistema de Gestion
Sanitaria y de control frente a un brote de SGEV vy frente al agente responsable de las
alteraciones nerviosas en cabras en Nicaragua. Se divide en dos apartados e incluye las

recomendaciones mas relevantes frente a estos casos.

3.1.Sugerencias para un buen control de SGEV en la Peninsula Ibérica

Con los resultados obtenidos en este estudio se espera aportar a investigaciones futuras
afines con el SGEV sugerencias para el diagndstico, prevencion y control a través de la
gestién sanitaria responsable y econdmicamente factible en las explotaciones de pequefios
rumiantes, que ayuden a evitar la diseminacion de SGEV a otros territorios. Entre esas

recomendaciones se encontrarian las siguientes:
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- Desarrollo de acciones de vigilancia epidemiologica permanente para conocer la
evolucion en el espacio y el tiempo de la enfermedad y su interrelacion con los factores que
pueden condicionar su presentacion. Se deben evaluar los factores de riesgo de diseminacion
e introduccion del agente etioldgico en la regidn de Asturias, especialmente en la explotacion
positiva a SGEV.

- ldentificacion de factores epidemioldgicos y de manejo que puedan incrementar la
persistencia de SGEV en el medio y en otras especies animales. Especialmente se deben
realizar estudios dirigidos a la interaccion entre fauna silvestre y especies domésticas en el
entorno de la explotacion caprina positiva a SGEV con el fin de determinar si en realidad es

la cabra el huésped natural de esta enfermedad y cual es su posible vector intermediario.

- Establecimiento de una guia de medidas de bioseguridad enfocadas a la movilizacion
de animales y control de vectores en todas aquellas granjas circunscritas geograficamente a

la zona problema para impedir el desarrollo o diseminacion de la enfermedad.

- Los ensayos realizados con la prueba ELISA determinaron la presencia de IgG en fase
temprana y de IgM en fase tardia en animales que enfermaron al ser infectados
experimentalmente con SGEV, por lo que seria recomendable estandarizar esta prueba para
usar en ganado caprino como prueba diagndstica de esta enfermedad, ya que resulta sensible
y econdémicamente accesible. EI monitoreo seroldgico se deberia realizar dos veces al afio

para deteccidn de animales reactores o portadores de SGEV.

- Tal como lo demuestra este estudio la vacunacion de cabras con la vacuna contra LIV
autorizada en ovejas es un método muy efectivo en el control de SGEV en animales
individuales porgue previene la aparicion de la enfermedad clinica y de lesiones en el SNC
de los animales infectados experimentalmente. En el caso de las cabras se deberia realizar
dos aplicaciones de la vacuna con quince dias de diferencia para garantizar una inmunidad
adecuada, y se deberia vacunar antes de movilizar animales hacia zonas geogréaficas

diferentes y después de la temporada de partos.
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- Los resultados obtenidos respecto a la efectividad de la vacuna de LI en cabras
infectadas con SGEV en este estudio han sido satisfactorios, pero es necesario realizar
estudios méas profundos y especificos de evaluacion de la seguridad y la eficacia de vacunas
en grandes poblaciones de cabras y en otras especies para garantizar que la vacunacion es la

herramienta principal para el control y prevencion de SGEV.

- Comunicacion y coordinacion entre ganaderos y autoridades competentes para la

actuacion y ejecucion de acciones al momento de los reportes de casos sospechosos.

- Enlaactualidad no hay ningln tratamiento, que no sea sintomatico, para el control de
la enfermedad, lo que significa que en estos momentos la prevalencia depende de la
vacunacion o del control del vector garrapata (Jeffries et al, 2014). Aunque las medidas
aplicadas para el control de garrapatas no resulten satisfactoriamente efectivas contra éstas,
es recomendable hacerlo en el momento o época del afio en el que hay un mayor brote antes
de que infesten a los animales sometidos a un cambio de zona o que comen libremente en los

pastos.

3.2. Sugerencias para el control de las alteraciones neuroldgicas en cabras de
Nicaragua
El problema se debe al consumo de plantas que resultan toxicas para la cabra, y esto ocurre
principalmente en la época seca cuando hay menor disponibilidad de alimentos. Esto obliga
a garantizar el alimento adecuado tanto en calidad como cantidad para las cabras dentro de

cada sistema de explotacion caprina en los momentos de mayor carencia.

Las plantas del género Ipomoea son endémicas en Nicaragua y suelen aparecer al final de
la época lluviosa lo que hace imposible tratar de erradicar estas plantas de nuestro medio. En
estos casos el mejor método para prevenir este problema es controlar el pastoreo de las cabras

y dirigirlas hacia zonas donde la presencia de la planta sea menor.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES
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Los signos clinicos de tipo neuroldgico, y las lesiones microscéopicas desarrolladas por
cabritos y corderos infectados experimentalmente con el SGEV son similares a los
descritos en la infeccion natural con SGEV en cabras asturianas y en infecciones
experimentales con LIV en ovejas, con la diferencia de que la infeccion experimental no
causo la muerte de ningln animal y que dichos signos clinicos y lesiones son de mayor

gravedad en la infeccién natural.

La morbilidad provocada por la infeccion experimental de SGEV fue mayor en cabritos,
pero la gravedad de las lesiones fue mayor en corderos que presentaron lesiones
histol6gicas de grado 1V, no observadas en cabritos. Esto podria significar una menor
adaptacion a esta cepa del virus por parte de los corderos y una mayor respuesta inmune

a la misma por parte de los cabritos.

La vacuna frente a LIV, autorizada para emplear en ovejas, resultdé 100% efectiva en la
proteccion de cabritos frente al SGEV, ya que evito la aparicion de signos clinicos y el
desarrollo de lesiones en el SNC. Por ello se propone su uso en la especie caprina

empleando el mismo protocolo recomendado para la especie ovina.

El mejor método diagndstico que se puede aplicar en casos de infecciones por el SGEV
es la técnica ELISA para la deteccion de IgM en la fase aguda de la infeccion a nivel
individual. Cuando la infeccidn es cronica y afecta a poblaciones de cabras se recomienda
la deteccién de IgG que puede permanecer detectable por largos periodos de tiempo
cuando el animal sobrevive a la infeccion y se ha recuperado de la misma. El aislamiento
del virus en sangre e identificacion de éste mediante PCR no seria una opcion factible de

diagnostico debido al corto periodo de replicacion y viremia que desarrollan los animales.

Los signos clinicos neuroldgicos observados y las lesiones descritas en las cabras de
Nicaragua se corresponden a lo reportado en otros estudios cientificos realizados sobre
intoxicacion por ingestion de plantas del género Ipomoea en cabras. Se confirmaria que

las plantas I. trifida e . carnea son las responsables de la enfermedad por
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almacenamiento de glucoproteinas en cabras en Nicaragua, causando pérdida y

vacuolizacién de células de Purkinje y degeneracion tipo Walleriana en el cerebelo.

Como particularidad de los resultados, es la primera vez que se relaciona a la planta I.
trifida como causa de intoxicacion en cabras. Otro hallazgo relevante es que el alcaloide
calisteina aislado en las muestras de I. trifida e 1. carnea, por primera vez se asocia
directamente a intoxicacion en cabras en ausencia de swainsonina, actuando como un
inhibidor competitivo de las actividades de B-glucosidasa y a-galactosidasa. Esto sugiere
gue estamos ante una nueva patologia asociada a intoxicacion por plantas del género

Ipomoea.

En las muestras de Ipomoea spp analizadas solamente se encontrd el alcaloide calisteina,
por tanto, en estudios futuros se debe establecer un modelo animal para confirmar la
toxicidad de ésta, ya que hasta el momento la literatura cientifica atribuye la toxicidad a
la swainsonina y un papel de potenciador a la calisteina.

Cabe recalcar que este género de plantas es endémico en Nicaragua y no es posible
establecer como medida de control la erradicacion total de la planta, por lo que la mejor
opcion es establecer pastos y sistemas de alimentacion controlada para las cabras con el
fin de evitar en lo posible el consumo de este género de plantas. Otra posibilidad debido
al tamafio de las explotaciones y de las caracteristicas de los potreros es realizar un control

selectivo de la planta y la eliminacion parcial de la misma.
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