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RESUMEN

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es una enfermedad viral, transmisible de
distribucion mundial, causada por un virus ARN, Familia Retroviridae, género Lentivirus,
especifico de la especie equidae. Las medidas de prevencion, lucha y control consisten
en la deteccion de los portadores y la eliminacion de positivos. Las enfermedades
infecciosas suceden por la interaccion de caracteres genéticos complejos y de las distintas
variantes lo cual determina la infeccion. Existen equinos con determinadas caracteristicas
genéticas que son resistentes a la infeccion por el virus de AIE. Teniendo en cuenta esto,
el objetivo del presente trabajo fue analizar la relacion entre la infeccion con el virus AIE
y las caracteristicas gendmicas de los caballos de una zona endémica de Argentina, los
cuales se encontraban en su habitat natural y condiciones de manejo sanitario controlado.
Se utilizaron muestras de caballos de dos establecimientos de la provincia de Corrientes
y sueros de un laboratorio de Red de la zona noroeste de Argentina. El diagnéstico
seroldgico se realiz6 mediante el Test de Coggins, ELISAc y FPA. Para el analisis
gendémico se utilizaron muestras de pelo de cola de equinos seleccionados, para la
genotipificacion con el arreglo de mediana densidad GGPEquine65K (Illumina). Se
analizé la asociacion de genoma amplio (GWAS) a través del andlisis de marcadores
Unicos. La prevalencia obtenida en el E1 fue de 76,4% (84/110), los animales
seronegativos disminuyeron de 26 a 12 durante el ensayo. En el E2, 10 hembras y 1
macho, resultaron seropositivos al Test de Coggins. La primera camada de 7 potrillos
resulté negativos al Test de Coggins, y la segunda camada de 9 potrillos, resultaron 8
seronegativos y 1 seropositivo. La Se y Sp obtenidas para las técnicas de FPA y ELISAc
fueron: 100% /96,9% y 94,7% /100% respectivamente; y las concordancias fueron:
FPA/Coggins 0,93 y ELISAc/Coggins 0,96. EI GWAS a partir de 60.717 SNPs, mostro
110 variantes con p-valor significativo, y el enriquecimiento génico reveld la identidad
de 60 genes, incluyendo 43 genes codificantes y 9 especies de ARNs no codificantes. En
el presente trabajo no se detectd evidencia de que la presencia de determinados SNPs en
los loci génicos analizados determinen la infeccion por el VAIE. Este estudio no reveld
evidencia de que un unico SNP o combinaciones de SNPs estan directamente asociados
con la infeccion por el virus de AIE; sin embargo, algunos SNPs estadisticamente
significativos dentro de ciertos genes estan relacionados con funciones génicas que

podrian influenciar el resultado de la infeccion en algunos caballos.
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Palabras claves: equinos, FPA, ELISAc, asociacion gendmica, genes.

ABSTRACT

Equine Infectious Anemia is a disease caused by an equidae species-specific ARN virus.
Some equines have genetic characteristics that make them immune to this disease. The
aim of the present study was to analyze the relationship between infection by the EIA
virus and horse’s genetic characteristics, in an endemic region of Argentina. Horse
samples were taken from 2 farms in Corrientes province, and serum samples were
provided by an official lab from the area. Serologic diagnosis was done by using the
Coggins Test, CELISA and FPA techniques, and genomic typing was performed by the
GGPEquine65K array. Sensitivity and Specificity obtained were as follows: FPA and
CELISA 100%/96,9% and 94,7%/100% respectively. The genome-wide association study
(GWAS) from 60.717 SNPs allowed the identification of 60 genes, including 43 coding
genes and 9 non-codifying ARNSs species. This study did not reveal evidence that a unique
SNP or SNP combinations were directly associated to the EIA virus infection; however,
some statistically significant SNPs within certain genes are related to gene functions that
may influence the infection outcome in some horses.

Keywords: equine, FPA, cELISA, genomic association, genes.



INTRODUCCION

1.1 La Anemia Infecciosa Equina

La anemia infecciosa equina (AIE) es una enfermedad viral, transmisible con una
distribucion mundial, es causada por un virus ARN, Familia Retroviridae, género
Lentivirus y afecta a los equinos, asnos y mulas (Craigo y Montelaro, 2008; Soutullo,
2008). Ligné en el afio 1843 reporto el primer caso de AIE con todas las etapas de la
enfermedad, agudo, subagudo y cronico (Leroux, et al. 2004). En Colombia fue
registrada en el afio 1984 en el departamento de Guajira (Ramirez e Hincapié 1976). En
Chile, la enfermedad se diagnostico por primera vez en el afio 1980 y logroé erradicarse
un afio después (Etchegaray, 2001). Monteverde, Moran y Garbers, en 1964 (como se citd
en Soutullo, 2008) informaron el primer caso de AIE en la Argentina. Luego, en el afio
1904 Carre y Valle continuaron realizando estudios y se confirmd la transmision de la
misma por medio de sangre e informaron sobre la persistencia de la enfermedad en
aquellos animales que ya no presentaban sintomas, denominando al virus como “agente

filtrable” (Cook et al., 2013; Soutullo, 2008; Leroux et al., 2004; Clements y Zink, 1996).

1.1.1. Virus

El virus de la AIE pertenece a los retrovirus. La propiedad que caracteriza a esta
familia es la retro transcripcion, proceso que consiste en sintetizar una molécula de ADN
a partir de ARN viral por medio de una enzima transcriptasa reversa. La familia de los
Retrovirus comprende 7 géneros, el Virus de la AIE (VAIE) pertenece al género
Lentivirus por producir evolucion de la infeccion lenta, junto con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) y de la inmunodeficiencia felina (VIF). Cabe destacar
que el VAIE presenta una alta variacién antigénica y la particularidad de que
principalmente en los brotes agudos de la enfermedad se suceden con una rapida
replicacion viral y el proceso es generalmente variable y dindmico. (Leroux et al., 2004;
Stanchi et al., 2010; Montelaro, et al. 1993). Solo posee un antigeno especifico de grupo
importante, p26 que se conserva y constituye la base de las pruebas de inmunodifusion
en gel de agar (IDGA) y Enzimoinmunoensayo competitivo (ELISAc) (Coggins y
Norcross, 1970).



Estructuralmente, el VAIE presenta una forma oval o circular de aproximadamente
unos 115 nanémetro (nm) de didmetro, con un nacleo conico lentiviral encerrado en una
matriz proteica y delimitado por una membrana lipidica con proyecciones de 6 a 8 nm. El
genoma del VAIE es pequefio (tamafio), genéticamente simple que codifica proteinas
estructurales por medio de sus genes gag (grupo antigeno especifico de género), pol
(polimerasa) y env (envoltura). EI gen gag codifica para las proteinas p26, p15, p11y p9,
presentes en la capside viral; el gen pol codifica para las enzimas transcriptasa inversa,
integrasas y proteasas, y el gen env codifica las glicoproteinas de transmembrana, gp45,
y de superficie, gp90. Estas Ultimas se encuentran en un nimero de 72 en la superficie en
forma de espiculas, llamadas peplémeros. Estas glicoproteinas gp90 y gp45 son las
encargadas de la adhesién del VAIE a la membrana citoplasmatica de la célula huésped
(Weiland et al., 1977; Clements y Zink, 1996; Leroux et al. 2004; Cook et al., 2013).

En el nucleo hay dos copias del ARN genémico monocatenario. Este ARN después
de la infeccion, se somete a una transcripcion reversa por medio de la transcriptasa reversa
viral codificada y la ARNasa H, produciendo una cadena ligada doble de moléculas de
ADN designada como provirus o ADN proviral (Cook et al., 2013). La fosfoproteina
periférica de la nucleocépside denominada p15 o antigeno de matriz (MA), se encuentra
en la superficie interna de la membrana viral subyacente, y participa en los estadios
iniciales de la replicacion (Provitera et al., 2000; Cook et al., 2013). La misma envuelve
a un nucleo constituido por el genoma viral encapsulado por la p26 o antigeno de la
capside viral (Cook et al., 2013; Leroux et al., 2004). En su interior ademas de la proteina
enzimatica transcriptasa reversa, se encuentran otras proteinas estructurales, tales como
la p11 quien se une al &cido nucleico y la p9 proteina &cida Unica en los lentivirus
(Clements & Zink, 1996; Montelaro et al., 1984).

1.1.2. Ingresoy Replicacion Viral

Se han realizado numerosas investigaciones con diferentes cepas virales y en las
mismas se pudo demostrar que los principales érganos donde se produce la transcripcion
viral dentro de los macrofagos tisulares, son higado, bazo, pulmones, nddulos linfaticos
y rifiones, principalmente durante la fase subclinica de la enfermedad. Los macrdfagos de

tejidos maduros de casi todos los 6rganos son la fuente principal de una alta viremia,



presente durante la infeccion aguda con VAIE, lo que lo hace diferente a otros lentivirus
(Sellon et al., 1992; Campbell y Robinson, 1998; Leroux et al., 2004).

Los lentivirus ingresan a la célula huésped a través de receptores, en su mayoria
necesitan de correceptores para realizar este pasaje. En cambio, el VAIE ingresa por
medio de un solo receptor, el que se encuentra en la pared de monocitos y macréfagos y
es denominado Equine Lentivirus Receptor 1 (ELR1). Este receptor es una proteina de la
familia de los factores de necrosis tumoral presente en células tales como los monocitos
de sangre periférica y macrofagos tisulares del higado, bazo, nédulos linfaticos y médula
0sea, donde el VAIE tiene una atraccion selectiva. En monocitos circulantes, los niveles
de expresion del ELR1 estan duplicados respecto de los hallados en otras células, y en
macrofagos tisulares se encuentran triplicados (Jin et al., 2005; Zhang et al., 2005).
Algunos autores sostienen que la fusion entre el ELR1 y el virus es por via endocitica
dependiente de pH bajo y se daria por medio de la proteina gp90, lo cual produciria
cambios conformacionales en la proteina gp45 vy ello seria lo que permitiria infectar la
célula huésped (Montelaro et al., 1984; Clements y Zink, 1996; Jin et al., 2005). Una vez
que el virus ingresa al citoplasma celular, realiza una copia del ARN de cadena simple en
un provirus de ADN de doble cadena por medio de la enzima transcriptasa reversa, y el
provirus es llevado al ndcleo e integrado al ADN de la célula huésped. Aparentemente
una integrasa viral seria la encargada de incorporar el provirus a los cromosomas (Cr) y
se estima que habria aproximadamente 10 copias de ADN proviral por célula infectada
(Leroux et al., 2004; Craigo y Montelaro, 2008).

Una vez integrado al genoma de los macr6fagos y monocitos el virus podria
permanecer latente y sin expresarse, lo que evita la deteccion por parte del sistema inmune
del huésped y facilita la diseminacion viral como verdaderos “Caballos de Troya”
(Clements y Zink, 1996; Oaks et al., 1998; Leroux et al., 2004;).

La persistencia de la infeccidn por el VAIE se debe a que, como todos los lentivirus,
posee un genoma altamente variable, y la mayoria de las aparentes mutaciones génicas
centralizadas dentro de la proteina de envoltura. Los lentivirus tienen una alta capacidad
de superar rapidamente factores tales como anticuerpos (AC) y linfocitos, entre otros que
puedan suprimir su replicacion; estas caracteristicas tienen implicancias profundas sobre
su capacidad para evadir la respuesta del sistema inmune, asi como también para el

desarrollo de una vacuna eficaz (Craigo y Montelaro, 2010; Craigo y Montelaro, 2011).



1.1.3. Transmision

La transmision viral es principalmente mecéanica, mediante sangre o sus productos. Los
artropodos hematdéfagos son los vectores mecanicos mas comunes, por ejemplo, el
Tabanus sp. (mosca de los caballos) y Stomoxys calcitrans (mosca brava) (Stein et al.,
1942; Foil 1983; Foil et al., 1984, Issel y Foil, 1984; Craigo y Montelaro, 2008; Cook et
al., 2013). Si bien el virus no se replica dentro de estos insectos, los mismos, mantienen
su capacidad infecciosa entre 30 minutos y dos horas, pudiendo ser transferido por otro

equino (Sponseller & Sprayberry, 2003; Cicciarella y Bosisio, 2005).

En entornos naturales, la transmision se produce mas frecuentemente durante las
estaciones en las que los vectores estan presentes y son abundantes, y con la presencia de
equinos infectados como reservorios. El virus debe encontrarse en cantidad suficiente
para que los vectores al alimentarse de sangre lo recojan y lo transfieran mecanicamente
a un segundo huésped (Foil e Issel, 1991). Esta claro que la transmision del virus del
VAIE por insectos hematdfagos es un fendmeno casual, y la probabilidad de transmision
se modifica exponencialmente segun la cantidad de VAIE en la sangre, lo que no se puede
predecir con precision. La recomendacion general para el control de AIE es controlar y
separar los equinos infectados con VAIE (Cook et al., 2013).

La iatrogenia es una via de transmision muy importante, propagando la enfermedad
con el empleo de instrumentos quirdrgicos o agujas contaminadas o por la inyeccién de
cantidades diminutas del virus, y el uso de agujas comunes cuando se inyecta a grupos de
caballos puede dar lugar a un brote de la enfermedad (Radostits et al., 2002; Cook et al.,
2013).

También puede producirse una infeccion intrauterina que provoque abortos o el
nacimiento de potros infectados, que a menudo mueren en los meses siguientes (Coggins
et al. 1972; Issel et al., 1992; Radostits et al., 2002). La literatura contiene numerosos
comentarios sobre la probabilidad de transmisién de los équidos infectados por el VAIE
por contacto directo, a través de la reproduccion (venérea), por exposicion transovarica /
perinatal y otros. Basta decir que tales exposiciones tienen el potencial de transmision y
se esperaria que tal riesgo aumente si se producen niveles de viremia mas altos, por
ejemplo, durante episodios febriles (Cook et al., 2013).

Investigaciones realizadas por McConnico et al. (2000) recolectaron muestras de

23 yeguas y sus potrillos, 12 yeguas mostraron resultados positivos a la serologia y fueron



sacrificadas. Los potrillos fueron aislados y realizaron un seguimiento serolégico donde
pudieron ver que los ACs eran de origen pasivo y que disminuian a lo largo del tiempo,
y los ensayos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)
mostraron resultados negativos. Coggins et al. (1972) mencionan que la via digestiva
podia ser una posible ruta de transmision del virus, y la ocular, en la que la infeccion se
produciria si el virus toma contacto con los ojos del equino en forma directa. También
afirmé que el semen de padrillos portadores inaparentes no contiene virus, pero si
aquellos que presentan cuadros severos de la enfermedad (Coggins et al., 1972). En estos
ultimos, en los que la tasa viral es alta, son capaces de transmitir a la hembra durante el
coito. El virus de la AIE puede ser aislado del calostro, de la leche, del semen y de la
orina, y en el caso de que existan heces sanguinolentas, también pueden ser fuentes de

infeccion (Nachon Cicciarella y Bosisio, 2005).

1.1.4. Patogenia

La infeccion por el VAIE produce inicialmente un curso generalmente agudo,
bastante rapido, variable y dinamico, lo que lo diferencia de otros lentivirus que producen
un curso lento, cronico y progresivo. El curso agudo es producido por una replicacion
viral agresiva y pueden exhibir sintomas que tienden a no ser especificos, acompafiados
siempre de picos febriles intensos, en algunos casos los animales mueren en un periodo
de 2 0 3 semanas aproximadamente (Leroux et al., 2004; Ruiz-Séenz et al., 2008) Esta
forma de la enfermedad es dafiina y dificil de diagnosticar porque los sintomas aparecen
rapidamente, y a menudo se nota solamente una elevada temperatura corporal. Los
sintomas clinicos de la forma aguda de la AIE tienden a ser inespecificos, y en los casos
leves, la fiebre inicial puede ser de corta duracion. Como resultado, cuando un caballo se
infecta con el VAIE, puede que los propietarios y los veterinarios no se den cuenta del
sintoma inicial (Ruiz-Séenz et al., 2008). Los caballos infectados a menudo se recuperan
tornandose en portadores cronicos de la infeccidn. En este estadio, aparecen episodios
agudos de la enfermedad los que duran entre 3-5 dias sin signos clinicos detectables o con
signos como fiebre, letargia, edema, anemia y trombocitopenia. Este periodo de la
enfermedad se ha definido como forma cronica de AIE, la cual tipicamente ocurre entre
los 8-12 meses pos-infeccion. La enfermedad posee un periodo de transicion durante el

primer afio pos-infeccidén, va desde una forma crénica a una etapa inaparente de infeccion



durante la cual la viremia usualmente es indetectable. Esta forma puede acompariar al
animal hasta 20 afios, el caballo afectado con la AIE cronica es el clasico “habitante del
pantano”, ha perdido su salud, se presenta letargico, anoréxico, con un hematocrito bajo,
y una persistente trombocitopenia, especialmente coincidiendo con la fiebre causada por
el virus de la AIE (Issel y Foil, 1984; Hammond et al., 1997; Harrold et al., 2000; Leroux
etal., 2004). Los signos clinicos asociados con el periodo agudo de la enfermedad estarian
mediados por citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
interleucina 6 (IL-6) y el factor de crecimiento transformante p (TGFp) que son liberados
cuando las cargas virales llegan a niveles umbrales (Costa et al., 1997; Tornquist y
Crawford, 1997; Tornquist et al., 1997; Sellon et al., 1994). La liberacion de la IL-6 y el
TNF-o inducen una respuesta febril con activacion de la via araquidonica y aumentando
la produccion de prostaglandina E2 (PGE2) (Tornquist y Crawford, 1997).

Los caballos infectados de forma aguda con VAIE presentan niveles elevados de
IgM e IgG unida a las plaquetas, estos hallazgos son consistentes con un mecanismo de
trombocitopenia mediado por el sistema inmunitario, muy probablemente debido a la
unién de complejos inmunes en las plaquetas, esto ayudaria la diseminacién viral hacia
las células de Kupffer hepaticas y macrdfagos esplénicos, este proceso produce una severa
esplenomegalia y hepatomegalia (Clabough et al., 1991). La anemia es inducida
principalmente porque los eritrocitos son recubiertos por el C3 del complemento y de esta
manera sufren una importante fagocitosis, lo que también genera la presencia de
hemosiderina en los macrofagos del higado, bazo y ganglios linfaticos (Perryman et al.,
1971; y Sentsui y Kono, 1987). La mayoria de los équidos infectados con VAIE a menudo
tienen mechones glomerulares engrosados en el rifién asociados con la deposicion de
inmunoglobulina y complemento C3 en las membranas basales y areas mesangiales
(Henson y McGuire, 1971).

Los signos clinicos de la AIE se desencadenan cuando las cargas virales alcanzan
un valor umbral critico (Cook et al., 2003); no obstante, alcanzar o superar el umbral
depende de la cepa del virus, del grado de resistencia innata individual a la enfermedad y
de la especie equina (Cook et al., 2013). En estudios comparativos con cepas de VAIE
virulentas en el equino, caballos y ponies experimentaron signos clinicos de enfermedad,
gue en algunos casos fueron graves, en cambio los burros (Equus asinus) se mantuvieron

asintomaticos durante un afio, solo presentaron leves reducciones transitorias en el



recuento de plaquetas. En la actualidad, se desconoce si los burros sufrieron una
adaptacion al virus o exhiben una resistencia a la enfermedad. (Cook et al., 2001; Cook
etal., 2013).

1.1.5. Diagnostico y control de AIE

Los estudios sobre la patogénesis del VAIE y del virus del HIV han demostrado
que ambos virus poseen un genoma extremadamente variable con la mayoria de las
mutaciones genéticas centralizadas dentro de la proteina env. Ello tiene efectos profundos
en el control inmunitario del huésped frente a la infeccion y la enfermedad, asi como en
el desarrollo de una vacuna eficaz. Esto ha demostrado que la obtencién de una vacuna
eficaz contra la enfermedad sera una tarea complicada (Craigo y Montelaro, 2010; Craigo
y Montelaro, 2013;). En la actualidad los controles de AIE se realizan sobre la base de la
reglamentacion vigente por Resolucion 617/05 del Servicio Nacional de Sanidad Animal
(SENASA), que consiste en diagnéstico de la enfermedad y eliminacion del animal
positivo.

Debido a que los signos clinicos principales de la enfermedad, como asi también
los hallazgos hematolégicos de laboratorio, no son patognomonicos de la AlE, es
necesario recurrir a la serologia. La Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE)
recomienda como método diagnostico de eleccién la prueba de IDGA, desarrollada por
Leroy Coggins en 1972, por ser la Unica prueba que detecta proteinas de la capside, con
maxima seguridad a los portadores de virus sin manifestaciones clinicas. El Test de
Coggins reconoce ACs especificos contra la capside proteica del virus (Sellon et al.
1994). El mismo presenta limitaciones dando resultados falsos negativos durante los
primeros 20 a 25 dias de infeccion aguda debido a la baja tasa de ACs presentes (Issel y
Cook, 1993). También, puede proporcionar resultados falsos positivos en aquellos
animales recién nacidos y hasta los 8 meses de vida, por la presencia de ACs calostrales
provenientes de yeguas infectadas (Sellon y Long, 2007). Otro factor condicionante es el
tiempo que demora el diagnostico, hasta 72 horas, periodo en que el individuo debera permanecer
aislado debido a que es una fuente importante de diseminacion de la enfermedad.

A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes test de enzimoinmunoensayo
(ELISA) para el diagnostico de AIE. En 1984, Shane et al. desarrollaron un test de ELISA

“sandwich” que identificaba ACs anti-p26, con el que obtuvieron buenos resultados en



las muestras en las que el test de Coggins daba resultados equivocados (Shane et al.,
1984). En el afio 1989 se desarroll6 un test de ELISA de competicidn, que mostré muy
buena concordancia con la técnica de IDGA; ademas se demostro que el mismo tiene una
alta sensibilidad, pero no especificidad como el test de Coggins, ya que puede dar
reacciones cruzadas con otros virus (Matsushita et al., 1989). En general los test de
ELISA han demostrado dar buenos resultados, aunque hay una diferencia entre los
ELISAs contra la proteina p-26 y aquellos contra la gp45, la misma radica en que esta
ultima presentaria una menor precision (Paré y Simard, 2004).

La Polarizacién de la Fluorescencia (FPA), es una técnica que se encuentra en desarrollo,
es un procedimiento simple para medir la interaccion antigeno - AC, ya utilizada en
veterinaria para el diagnostico de Brucelosis (OIE, 2016). La prueba de FPA es un método
de diagndstico sencillo y rapido de alta sensibilidad y especificidad (Weber, 1952; Weber,
1956). La Polarizacidon de la Fluorescencia es un ensayo homogéneo que sélo requiere la
adicién de un antigeno marcado a las muestras de sueros diluidos adecuadamente. El valor
obtenido de manera objetiva mediante el empleo de un polarimetro, esta basado en la
rotacion aleatoria de moléculas en solucién, donde la velocidad esta influenciada por el
tamafio de las moléculas con una relacion de proporcionalidad inversa. Las moléculas
grandes (AC — antigeno - fluorocromo) poseen una rotacion mas lenta y emiten mayor
luz polarizada en un mismo plano, mientras que las mas pequefias (antigeno -
fluorocromo) rotan mas rapido, emitiendo luz despolarizada (Nielsen et al., 2001;
Sanchez-Villalobos et al., 2010).

Tencza et al., (2000) evaluaron mediante la prueba de FPA, la capacidad de varios
péptidos sintéticos lineales para detectar la presencia de ACs contra proteinas
estructurales del virus de la AIE. Asi estos autores, desarrollaron una nueva prueba para
el diagnostico de AIE mediante FPA, especifica, sencilla, rapida siendo una herramienta
de gran valor para el diagndstico temprano de la enfermedad. Juliarena et al. en 2006
evaluaron la eficacia de la prueba de FPA para el diagnostico de AIE mediante la
utilizacion de péptidos sintéticos con modificaciones de la configuracién espacial de las
moléculas y conjugadas con fluoresceina. Con estas modificaciones los resultados de la
prueba de FPA tuvieron una correlacion con la técnica de IDGA, mostrando una mayor
sensibilidad que los péptidos lineales. A su vez Espasandin et al. (2018) evaluaron el kit
experimental de FPA para AIE elaborado por BIOTANDIL® (Laboratorio Biologico de



Tandil SRL) como alternativa diagndstica a la técnica de referencia IDGA empleando
sueros de equinos sanos e infectados de Argentina obteniendo una sensibilidad del 94.5%
y una especificidad de 95.2%.

En aquellos casos en que las tasas iniciales de replicacion de VAIE suelen ser altas,
los equinos recientemente infectados pueden representar mayor riesgo de transmision
antes de convertirse en seropositivos, por ello es de gran importancia poder detectar la
presencia del virus en la forma mas temprana posible. Las pruebas de Reaccion en cadena
a la polimerasa (PCR) también se pueden utilizar para complementar o confirmar las
pruebas serologicas, en particular, cuando existen resultados dudosos, o cuando se
sospecha de la existencia de una infeccién y la serologia da un resultado negativo o
equivocado (por e€j. en la etapa temprana, cuando no se han desarrollado los ACs). No
obstante, éstas técnicas que ponen en evidencia al virus en distintas fases de la
enfermedad, presentan ciertas limitaciones. Una de ellas seria la seleccion de los
“primers”, que se torna compleja debido a la variabilidad de cepas existentes (Nagarajan
y Simard, 2001). Ademas, la baja replicacion viral no permitiria la deteccion de RNA
viral plasmatico en portadores asintomaticos (Oaks et al., 1998)

En los ultimos afos, las distintas técnicas basadas en PCR estuvieron orientadas en
la deteccion de componentes viricos de los &cidos nucleicos VAIE. La mayoria de los
procedimientos publicados para detectar estos acidos nucleicos se han basado en la
amplificacion de las secuencias del gen gag (Nagarajan y Simard, 2001; Cook et al., 2002;
Capomaccio et al., 2012; Dong et al., 2012). Estas técnicas presentan diversos
inconvenientes, entre ellos que las secuencias de VAIE son muy variables entre
aislamientos geograficamente distintos y en animales infectados individualmente por
distintas cepas virales. Por lo cual para el desarrollo de técnicas de PCR exitosas es
primordial identificar regiones altamente conservadas dentro del genoma VAIE (Cook et
al., 2002).

1.2. Situacion en Argentina

Las medidas preventivas, de lucha y control que se aplican en los distintos paises del
mundo responden a las caracteristicas de la enfermedad, y se concentran en: a) la
deteccion de los portadores mediante el test diagnostico de laboratorio; b) la eliminacion
de los mismos, mediante sacrificio o envio a faena. El objetivo de estas medidas es evitar

la difusion territorial del virus y el incremento de equinos portadores. El sostenimiento
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de este sistema, permite en algunos casos y regiones que, en condiciones ecoldgicas
favorables y con la participacion responsable y activa de todos los actores ligados al
caballo, al ambito rural y ecuestre, pueda ser controlado o erradicado paulatinamente. Las
medidas de prevencién pueden ser modificadas segln se hable de regiones libres de la
enfermedad, o con presencia enzodtica de la misma, los cuales pueden ser diferenciados

en zonas segun el nivel de prevalencia de la enfermedad (de la Sota, 2005).

La enfermedad se encuentra incorporada mediante el Decreto N° 991 de fecha 14
de marzo de 1969, al grupo de enfermedades a que refiere el articulo 6° del Reglamento
General de Policia Sanitaria. Por lo tanto, son de aplicacién todas las regulaciones
previstas en la Ley N° 3959 de Policia Sanitaria de los animales y su decreto
reglamentario, lo que incluye la denuncia obligatoria, la interdiccion preventiva ante la
presencia de casos Y la eliminacién de portadores de acuerdo al articulado de las normas
especificas para la Anemia Infecciosa. La notificacion, vigilancia y seguimiento
epidemioldgico, andlisis de riesgo y emergencias sanitarias, asi como los procedimientos
que contemplan los aspectos de proteccion y lucha contra la enfermedad y los diferentes
niveles de responsabilidad de los distintos actores en la misma, se encuentran establecidos
en las Resoluciones SENASA N° 422/03 y N° 617/05 de la ex Secretaria de agricultura,
ganaderia, pesca y alimentos (de la Sota, 2005).

En la actualidad, la Argentina posee normativas oficiales para el control de la AIE, sin
embargo esta patologia ha constituido un enigma para los productores y propietarios,
adquiriendo importancia no sélo en relacion a pérdidas directas sino también a las
limitaciones, necesariamente estrictas, que imponen las exportaciones y el sostenido
trafico del comercio caballar y las actividades ecuestres (de la Sota, 2005).

Las diferencias en la prevalencia e incidencia de esta enfermedad dependen de
diversos factores, como la region geogréafica y sus ecosistemas, la densidad de poblacién
de équidos y su dinamica regional. También del nivel socio cultural de sus propietarios y
consecuentemente la asistencia sanitaria y profesional de los equinos, y por ende del
conocimiento o no de la enfermedad, muy en especial de las formas de transmision. Es
determinante el cumplimiento responsable de las medidas de prevencion y control, ya
sean estas las impuestas por la autoridad sanitaria oficial o simplemente las de propia

incumbencia y responsabilidad del propietario. (De la Sota, 2005).
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La prevalencia de equinos positivos a AIE para Argentina, de acuerdo al
relevamiento realizado en el afio 2002 dentro del marco del Convenio SENASA y Colegio
de Veterinarios de la provincia de Buenos Aires, fue del 15,4% (intervalo de confianza
de 16,54% al 14,32%).

Los datos de SENASA, de la Red de Laboratorios oficiales, sobre 210.924
animales de todo el pais, presentes en la tabla N°1 arrojaron un total del 0,95% de

animales positivos (Durante et al. 2008).

Tabla N°1: Porcentajes de determinaciones positivas por provincias/regiones, obtenidos
de la Red de Laboratorios oficiales de SENASA afio 2008.

Provincia o Region Porcentajes
Buenos Aires 0,12%
Santa Fe 35%
Cordoba 0,55%
Corrientes y Misiones 4,3%

NOA (Salta, Jujuy, Tucuman, Santiago del Estero, 1,2%

Catamarca)

Entre Rios 2,9%
Patagonia 0%
La Pampay San Luis 0%
Cuyo (Mendoza, La Rioja, San Juan) 0,4%
Chaco y Formosa 29%

A partir de afio 2017 las autoridades del SENASA comenzaron a implementar un nuevo
procedimiento informéatico por el que, los laboratorios de red, deben informar
periédicamente todos los resultados obtenidos de los diferentes diagndsticos efectuados
de AIE por medio del Sistema Integrado de Gestion de Laboratorios (SIGLAB). Los datos
de 15.227 establecimientos incluidos dentro del Registro Nacional Sanitario de
Productores Agropecuarios (RENSPAS), en los que se recolectaron muestras serologicas
para el diagnostico de la enfermedad durante el periodo bajo estudio, se obtuvo

informacidn epidemioldgica en el afio 2017; en 407 de estos establecimientos se detectd
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al menos un animal positivo, y la cantidad total de sueros analizados fue de 140.204, de
los cuales 918 resultaron positivos a AIE (Figura N° 1).

Figura N° 1. Mapa que muestra la densidad de RENSPAs muestreados y establecimientos
positivos a AIE durante 2017. La coloracién de celeste claro a azul intenso muestra,
respectivamente, la menor y mayor densidad de RENSPAs muestreados (15.227). Los
puntos de color rojo los RENSPAs georreferenciados que resultaron positivos a Anemia
Infecciosa Equina (407)
1.3. Estudios de asociacion genética con enfermedades infecciosas en equinos

Las enfermedades infecciosas son resultado de una interaccion compleja entre el
agente patogeno infeccioso (microorganismo), las condiciones del medio ambiente y
varios factores dependientes del hospedador. Suelen existir diferencias de susceptibilidad
en los distintos individuos ante una determinada enfermedad infecciosa en una poblacion
expuesta al mismo agente infeccioso. Lo anteriormente mencionado podria deberse a
diferencias geneticas (Hill, 1999; Thursz, 2000; Newton-Cheh y Hirschhorn, 2005;
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Clementi y Di Gianantonio, 2006; Kalemkerian, 2014). La variacion individual en la
constitucion genética influye marcadamente en el curso de varias enfermedades causadas
por microorganismos infecciosos (Hill, 1999), por lo que es importante identificar los
genes que pueden tener un rol e influenciar la evolucidn de la enfermedad. Los genes de
susceptibilidad presentan mutaciones que generan variaciones que alteran el riesgo de
ocurrencia de la patologia (Diaz et al., 2005). Las variaciones pueden ocurrir en regiones
codificantes de los genes, por ejemplo, cambios en las regiones de reconocimiento de
antigenos que afectan la interaccion antigeno-AC, mutaciones en genes que regulan la
expresion de otros genes, o en regiones no codificantes, como las que intervienen en el
corte y empalme de intrén y exon (splicing), o las regiones que controlan la transcripcion
de los genes y de esta manera modifican sus niveles de expresion (Diaz et al., 2005).

Sin embargo, la mayoria de las enfermedades infecciosas suceden como
consecuencia de la interaccion de caracteres genéticos complejos, por lo que cada variante
genética individual tiene sélo un pequefio efecto, y a través de la interaccion de las
distintas variantes se determina el resultado de la infeccion (Newton-Cheh y Hirschhorn,
2005), y en estos casos, el riesgo se mide de manera probabilistica (Salas y Carracedo,
2007).

El primer relevamiento genético en relacion con AIE y resistencia en Argentina fue
realizado en un grupo de caballos de la provincia de Chaco (cofinanciado por AAVE y
ANPCyT mediante proyecto PID2007-011). Esta caracterizacion consistié en evaluar la
posible existencia/susceptibilidad genética a la infeccidon por AIE mediante el estudio de
genes del sistema inmune y marcadores relacionados. Los datos preliminares exhibieron
una asociacion estadistica con marcadores genéticos de tipo microsatélite localizados en
regiones cromosomicas con alta densidad de genes inmunes (Diaz et al., 2012). No
obstante, es necesario realizar una validacion de las asociaciones estadisticas halladas,
teniendo en cuenta las diferencias genéticas entre razas o poblaciones de caballos.
Teniendo en cuenta estas caracteristicas es importante complementar el estudio en otras
poblaciones equinas, atendiendo a las diferencias entre las mismas en relacion a su bagaje
geneético, como asi también a las condiciones de cria y manejo sanitario empleadas en
cada caso.

Existen distintas estrategias para analizar la asociacion genética de los genes del

hospedador que contribuyen a determinar la susceptibilidad a enfermedades infecciosas



14

(Hill, 1998; Hill, 1999), y las que en términos generales consisten en identificar las
variantes genéticas que influencian el riesgo de enfermedad sobre la base de la
comparacion de los genotipos en individuos afectados y no afectados (Diaz et al., 2005).

En el estudio de asociacion genética, se determinan y comparan las frecuencias
génicas o genotipicas de genes candidatos, en individuos que presentan la enfermedad en
casos (afectados) y en controles (no afectados) (Hill, 1998; Hill, 1999; Newton-Cheh y
Hirschhorn, 2005). En individuos no emparentados se analizan las frecuencias génicas o
genotipicas entre individuos casos contra individuos controles mediante un test chi
cuadrado o similar (Newton-Cheh y Hirschhorn, 2005).

En el “rastreo del genoma”, se realiza una busqueda intensiva para localizar en todo
el genoma, para localizar e identificar las regiones o los genes principales que afectan la
susceptibilidad o resistencia. Tradicionalmente, se utilizan marcadores genéticos
altamente variables, generalmente de tipo microsatélite (secuencias repetidas en tandem),
distribuidos en todo el genoma o en un cromosoma determinado y se realiza un analisis
de ligamiento para identificar el o los marcadores que puedan estar relacionados con la
susceptibilidad a la enfermedad (Diaz et al., 2005). De esta manera, se localiza (mapea)
la region cromosémica asociada a la susceptibilidad (Hill, 1999). A continuacion, se
realiza un estudio de asociacion para identificar los genes que segregan en forma conjunta
con el caracter, y posteriormente se evalta cual de ellos, segun su funcion, podrian influir
en la susceptibilidad/resistencia a la enfermedad en cuestion (Hill, 1999). Este método
permite que genes desconocidos puedan ser mapeados e identificados sin informacién
previa acerca de su funcién (Hill, 1999). Requiere el estudio de muchas familias con
hermanos afectados para obtener una evidencia solida de ligamiento, pero en el caso de
enfermedades infecciosas poligénicas, presenta menor poder para la deteccion (Hill,
1998). El poder estadistico de este método es generalmente menor que en el estudio de
tipo caso-control (Hill, 1999). En casos en los que la susceptibilidad a una enfermedad
depende de gran nimero de genes con pequefio efecto aditivo, puede no detectarse por el
analisis de ligamiento. Sin embargo, permite mediante el rastreo del genoma, orientar la
busqueda hacia genes de susceptibilidad con mayor influencia o aquellos genes de mayor
interés biologico (Hill, 1999). Una aproximacion alternativa para identificar marcadores
en el gen o region de interés es el desequilibrio de ligamiento (LD por sus siglas en inglés

linkage disequilibrium). Es posible determinar patrones de LD y luego seleccionar una
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fraccion de polimorfismo de un solo (simple) nucledtido (SNPs por sus siglas en ingles
single nucleotide polymorphism) que indiquen (o etiqueten) la mayoria de las restantes
variantes. El andlisis de ligamiento resulta sumamente Util en casos de enfermedades
debidas a un Unico gen, y aunque también se ha aplicado a rasgos complejos, requiere
tamafos de muestras grandes y mapeos con alta densidad de marcadores (Newton-Cheh
y Hirschhorn, 2005).

El tipo més frecuente de variacion genética es el SNP, y consiste en la sustitucion
de un dnico nucledtido en una secuencia determinada de ADN. Generalmente son
bialélicos y presentan una baja tasa mutacional. La mayoria de estas variantes se
encuentran en regiones no codificantes, pero aquellas que se localizan en un gen o en una
region regulatoria podrian modificar la funcion de la proteina que codifica, y por lo tanto
podrian tener un rol en la susceptibilidad a la enfermedad. Al utilizar genes candidatos,
la utilidad radica en que presenten variantes que resulten en un cambio de aminoacido en
la transcripcidn; los SNPs que implican sustitucion de aminoacidos son méas probables de
ser deletéreos o beneficiosos evolutivamente y por lo tanto mas probables de ser variantes
funcionales que contribuyen a una enfermedad comuin (Newton-Cheh y Hirschhorn,
2005) y se seleccionan considerando aquellos que podrian tener una funcion en la
fisiopatologia e inmunologia de la enfermedad de interés, lo que podria influir en la
susceptibilidad/resistencia a esa enfermedad (Hill, 1999; Diaz et al., 2005). La asociacién
con una enfermedad puede analizarse en cada marcador de manera individual o en
haplotipos de multiples marcadores. EI uso de los haplotipos es util cuando los
marcadores no tienen efecto detectable si se consideran individualmente, y permite testear
simultaneamente muchas variantes causales. Ademas, pueden testearse los haplotipos
debido a que pueden estar préximos a marcadores causales no tipificados (Newton-Cheh
y Hirschhorn, 2005).

En equinos, se encuentran disponibles varios arreglos de ADN de diferente
densidad. El arreglo de genotipificacion denominado Axiom™ Equine Genotyping Array
(Affymetrix) disefiado por Affymetrix en colaboracion con la Universidad de Minnesota
y el Consorcio de Diversidad Genética Equina (Equine Genetic Diversity Consortium),
tiene utilidad para testear 20 razas equinas diferentes, contiene 670.796 marcadores SNPs,

seleccionados a partir del rastreo de 2 millones de marcadores para brindar una cobertura
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del genoma optima entre razas de caballos. Este microarreglo es de alta densidad, pero
tiene un costo muy elevado para afrontar su uso en tareas de investigacion.

Por otra parte, el microarreglo de ADN “EquineSNP50 Genotyping BeadChip”
(Illumina) posee mas de 54.000 SNPs distribuidos y validados en todo el genoma,
derivados del ensamble del genoma equino EquCab2. Este arreglo representa una opcién
econdmicamente mas accesible, y brinda una genotipificacion de mediana densidad de
alta calidad, util para diversas aplicaciones y estudios en investigacion equina.

La utilidad de los SNPs se ha puesto en evidencia en numerosos estudios de
asociacion del genoma completo (del inglés genome-wide association study- GWAS). En
equinos, esta estrategia ha posibilitado determinar la asociacion, localizacién y relacién
directa de regiones cromosOmicas con caracteres y enfermedades equinas. Las
prevalencias de infeccidn por el virus de la Arteritis Viral Equina (AVE) parece diferir
entre las diferentes razas de caballos, lo que refuerza el supuesto de influencia genética
en la susceptibilidad/resistencia a la infeccion, como en el caso de la marcada disparidad
entre equinos de razas Standardbred y Thoroughbred. En Estados Unidos la AVE es
endémica en caballos de razas Standardbred con prevalencias de hasta 84,3% en cambio
en las razas de caballos Thoroughbred las prevalencias de la enfermedad solo alcanzan a
un 5,4% de los equinos (Go et al., 2010). En estudios de identificacion de regiones
cromosOmicas y genes candidatos asociados con la susceptibilidad / resistencia de los
linfocitos T CD3 a la infeccion por VAE en caballos mediante el GWAS, los fenotipos
susceptibles / resistentes no se asociaron con la edad, la exposicion previa al virus o la
presencia de ACs, pero pareceria mostrar una asociacion con la raza en estudios
preliminares (Go et al., 2011). El acceso a las secuencias del genoma y el desarrollo de
tecnologias de deteccion en todo el genoma nos brindan oportunidades para identificar
variantes asociadas con la susceptibilidad / resistencia a agentes infecciosos (Davila y
Hibbert, 2009). Mediante el uso de GWAS se identificaron varios genes celulares que
pueden estar asociados con rasgos de la susceptibilidad / resistencia a los linfocitos T
CD3 in vitro a la infeccion por AVE (Go et al., 2011).

Un GWAS es un enfoque utilizado en la investigacion genética para asociar
variaciones genéticas especificas con ciertas enfermedades. EI método implica el anélisis
de los genomas de muchos individuos diferentes y la busqueda de marcadores genéticos

que se pueden utilizar para predecir la presencia de una enfermedad. El desarrollo de los
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microarrays hizo posible analizar centenares de miles de SNP en forma maés eficiente, con
pequefias muestras de ADN y costos muchos menores que el que supondria estudiar los
SNP de manera individual. Al estar esos SNP distribuidos por todos los cromosomas fue
posible explorar todo el genoma sin hipotesis previas y sin eleccién de genes candidatos
previamente. Los GWAS representan un enorme avance tecnoldgico que colaboro en la
identificacion de nuevos genes asociados con distintas enfermedades en animales y
humanos, ofreciendo a su vez posibilidades de poder desarrollar nuevos tratamientos. En
cuanto a la prediccion del riesgo global de ciertas afecciones ain no ha mostrado
resultados del todo satisfactorios y es un éarea en el cual son necesarias Mas

investigaciones (Riancho, 2012).

1.4. HIPOTESIS DE TRABAJO
Existen equinos con determinadas caracteristicas genéticas que son resistentes a la

infeccion por el virus de Anemia Infecciosa Equina.

1.5. OBJETIVO GENERAL
Analizar la relacion entre la infeccién con el virus de la AIE y las caracteristicas
genéticas de los caballos de una zona endémica de Argentina en su hébitat natural y

condiciones de manejo sanitarias controladas.

1.6. OBJETIVOS PARTICULARES

1.6.1. Evaluar la transmision de la enfermedad en dos establecimientos para determinar
la condicion de infectado o no ante la enfermedad a través de la respuesta seroldgica por
la técnica de referencia internacional, Test de Coggins.

1.6.2. Identificar los equinos seropositivos y negativos en dos establecimientos ubicados
en una zona endémica con diferentes condiciones de manejo sanitario.

1.6.3. Valorar el rendimiento y el grado de acuerdo de las técnicas de ELISAc y FPA,
versus la técnica de referencia.

1.6.4. Redefinir los grupos de estudio segun su fenotipo, en infectados (AIE-positivos)
y no-infectados (AIE-negativos).

1.6.5. Determinar las caracteristicas genéticas de los equinos de ambos grupos por medio

de marcadores moleculares de tipo SNP.
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1.6.6. Realizar un estudio de asociacion entre las caracteristicas genéticas de los grupos
infectados (AIE-positivos) y no-infectados (AlE-negativos) por medio de un estudio

amplio de genoma (Genome Wide Analysis - GWAS).
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Il. METODOLOGIA
2.1. Caracteristicas de las poblaciones a analizar

El desarrollo de este trabajo se efectud utilizando un total de 1330 caballos; 137 animales
de cruzas Quarto de Milla y mestizos, provenientes de dos establecimientos (E1 y E2) de
la localidad de San Luis del Palmar, provincia de Corrientes, y 1193 muestras de suero
de equinos de la zona noroeste argentino, principalmente de las provincias de Corrientes,
Chaco, Formosa y Misiones.

Los animales de E1 y E2 se identificaron a priori y se gener6 una ficha de
identificacion unica de cada animal con datos filiatorios: sexo, afio de nacimiento edad
aproximada, pelaje, sefias individuales, para asegurar la supervision individual durante el
estudio, que incluy6 el seguimiento para los controles seroldgicos, por medio del test de
Coggins. Todas las intervenciones realizadas en el establecimiento se realizaron bajo
normas de bienestar animal, evitando la iatrogenia y cumpliendo las medidas de
bioseguridad. Ademas, durante el estudio, se aplicaron las medidas sanitarias de
desparasitacion y vacunacion en las manadas. El proyecto de Tesis fue presentado al
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias, siendo aprobado y avalado,
Protocolo N°0072/2017. Cada muestra tomada se codificd con una sigla y un ndmero,

para la manipulacién de las mismas durante todo el trabajo.

2.2 Establecimientos

2.2.1. Establecimiento 1 (E1): Segun la anamnesis realizada en el establecimiento en el
afio 2013, se desconocia el estado seroldgico de AIE de los equinos, y solo se contaba
con informacion sobre el ingreso de animales seronegativos al rodeo. Con sospechas de
la presencia de la enfermedad. En el afio 2014 se realizo el andlisis serologico a la
totalidad de la manada (N=110). Los animales AIE-positivos y AIE-negativos se
identificaron para formar dos grupos que convivieron bajo las mismas condiciones de
manejo, y durante un periodo de 4 afios, se realizo el seguimiento serolégico a todos los
animales mediante el Test de Coggins.

El sequimiento se realizo por etapas, a saber:

a) 2014: el primer muestreo a todos los equinos del establecimiento (N=110).
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b) 2015: re-muestreo de 50 caballos, incluyendo los caballos AIE-seronegativos en 2014
(N = 26), caballos nuevos en el plantel con serologia desconocida (N = 4) y animales
AIE-seropositivos muestreados en 2014 (N = 20).

c) 2016: re-muestreo de los animales negativos en 2015 (N=21)

d) 2017: muestreo de animales AIE-seronegativos en 2016 (N=19), caballos nuevos
dentro de la poblacién (N=5) y animales AIE-seropositivos al azar de la poblacion equina

total con registro de diagnostico positivo en afios anteriores (N=20).

2.2.2. Establecimiento 2 (E2): En este establecimiento el manejo consistio en separar
animales AIE-seropositivos de AlE-seronegativos. Tanto el padrillo positivo como las
yeguas madres positivas tenian antecedentes de descendencia negativa. Los animales
fueron identificados por nombre, sexo y edad, y se llevd el registro de los padres y
hermanos de dos cohortes sucesivas. El estado de AIE-negativo de los potrillos se
determin6 al momento del destete, y fueron separados y llevados a otro rodeo compuesto
por animales AIE-negativos. El seguimiento serolégico de las dos cohortes mediante el
Test de Coggins se realizé como se detalla a continuacion:

a) 2015: se muestrearon el padrillo y 10 yeguas madres para determinar el estado de AIE.
b) 2016: muestreo de los potros nacidos para determinar estado de AIE (N=7) al destete,
el mismo fue realizado a los 11 meses de vida de los potros;

¢) 2017: muestreo de los potros nacidos para determinar estado de AIE (N=9) al destete,
el mismo fue realizado a los 8 meses de vida de los potros.

Ademas, se llevé a cabo el procesamiento de 1193 muestras de equinos de la zona
noroeste del pais principalmente de las provincias de Corrientes, Chaco, Formosa y
Misiones. Las mismas provenian de un laboratorio de red de SENASA. En estos animales
(N=114) se analizaron muestras por medio de las técnicas: Test de Coggins, ELISAc y
FPA; en tanto que las 1079 muestras restantes se analizaron por medio del test de Coggins

y la técnica de FPA.

2.3. Extraccion de sangre: Se extrajeron muestras por medio de venopuncién yugular
con guantes, agujas y jeringas descartables para cada animal. EI material descartable
utilizado para la extraccién fue eliminado de acuerdo a las normativas del servicio de

recoleccion de residuos patoldgicos que presta servicios a la Facultad de Ciencias
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Veterinarias. Para el diagnostico seroldgico la extraccion de sangre se realizd sin
anticoagulante y para extraccion de ADN la misma fue recolectada con anticoagulante
(EDTA); por otra parte, se obtuvo una muestra de pelos de la cola de cada caballo, los
que se almacenaron en sobres de papel madera con su codigo correspondiente, para la

genotipificacion con el arreglo de ADN.

2.4. Serologia:

El diagnostico serologico mediante el Test de Coggins de todos los animales en

cada muestreo se realizo a partir de la muestra de sangre sin anticoagulante. Ademas, se
aplicaron las técnicas diagnosticas ELISAc y FPA a las muestras del afio 2017 y del afio
2014 del E1 y todas las muestras tomadas en el E2.
2.4.1. Test de Coggins por la técnica de IDGA: Se llevo a cabo el diagndstico seroldgico
de todos los muestreos por medio de la técnica de IDGA, ya que es la prueba aprobada
como técnica de oro o Gold Standard a nivel mundial por la OIE para el diagnéstico de
la AIE (OIE, 2004). Esta técnica detecta ACs anti-p26 que se hacen visibles mediante
lineas de precipitacion que se producen entre el antigeno y el suero del animal enfermo.
Se pueden llegar a producir resultados falsos negativos solo en los casos en los en que los
animales recién iniciaron el proceso de infeccidn y no presentan titulo de AC suficiente
para dar positivos a la prueba por el contrario se puede dar un mal llamado falso positivo
a aquellos potrillos que son nacidos de madres seropositivas y han calostrado de la misma,
esos AC maternos podrian interferir con el diagndstico y el potrillo resultar sano. En
ambas situaciones los diagndsticos deben ser repetidos. En el caso del animal que recién
inicia la enfermedad, transcurridos aproximadamente 15 a 20 dias, ya deberia dar un
resultado positivo. En los potrillos se estima que la interferencia se da hasta los 8 meses
de vida (Issel y Cook 1993; OIE 2004).

Procedimiento de la prueba: Para la misma se utilizaron kits comerciales que
contenian antigeno rp-26 y control positivo.

e Obtencidn de muestras y preparacion de analisis: las muestras de suero se almacenaron
refrigerados entre 2° y 8° C, por un maximo de 5 dias, o congelados a 20°C por maés
tiempo. Aquellas con presencia de turbidez, hemolisis o indicios visibles de crecimiento
bacteriano que podian interferir con el rendimiento y la exactitud del andlisis, no se

utilizaron.
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e Preparacion de las placas de agar: en las placas de Petri se prepararon con una solucion
de agar noble al 1% en hidroxido de sodio (NaOH) 0,2% y &cido bdrico (H3BO3) 0,9%,
y se almacenaron en heladera (4-8°C), para ser usadas dentro de los 7 dias. Se recortan
con sacabocado 6 pocillos periféricos alrededor de uno central, todos de 5,3mm de
didmetro y separados entre si por una distancia de 2,4mm.

e Llenado de las placas de incubacion: se colocaron 50 ul del suero control positivo AIE
en 3 pocillos exteriores en forma alternada (Figura N° 2) y 50 ul del antigeno rp-26 en el
pocillo central. En cada uno de los pocillos exteriores vacios se colocaron 50 ul de las
muestras de suero a analizar. Se incubaron las placas en cdmara himeda a temperatura

ambiente entre 24-48 horas.

Q () Muestras de suero a diagnosticar

: e : @ suero control positivo

Q O @ Antigeno
O

Figura N° 2: Esquema de siembra en el agar.

e |Interpretacion del resultado: las lineas de precipitacion fueron visibles luego de 24
horas, pero se intensificaron luego de 48 horas de incubacion, por ello el resultado se
determind al cabo de 48 horas. Las lineas de precipitacion debian ser claramente visibles
y estar a una distancia equidistante entre los pocillos de antigeno y de suero control
positivo. La ausencia de lineas de precipitacion entre el pocillo del suero a analizar y el
pocillo del antigeno indicé que el suero correspondia a un animal no infectado con VAIE.
Si entre el pocillo del antigeno y el pocillo del suero a analizar se formaba una linea de
precipitacion, que se junto con la linea de precipitacion entre el pocillo del antigeno y el
pocillo de suero control positivo, indicaba que la linea de precipitacion era una linea de
identidad, y que el suero analizado tenia ACs contra VAIE (el animal estaba infectado).
Cuando el suero de un animal infectado con VAIE contaba con bajo nivel de ACs, la linea
de precipitacion entre el pocillo del antigeno y el pocillo del suero control positivo se
curvaba muy poco hacia el pocillo del suero a analizar.

2.4.2. Enzimoinmunoensayo de competicion (ELISA-c): Existen diferentes tipos de

ELISA que han sido elaborados y aprobados a nivel mundial, un ELISA de competicion



23

y tres ELISA de no competicién. Para el trabajo se utiliz6 un kit comercial de ELISAc de
laboratorios IDEXX. Este ELISA de competicion detecta ACs utilizando un antigeno de
AIE purificado y ACs monoclonales frente a la p26 (OIE 2004). La prueba se realiza en
placas de microtitulacion tapizadas con el AC monoclonal anti p26, el cual se incuba con
el suero equino y el conjugado de antigeno AIE, aqui los ACs séricos compiten por la
unién al antigeno p26, con los ACs monoclonales que tapizan la placa. Luego se procede
al lavado y posterior agregado del sustrato, van a una segunda incubacion para finalmente
agregar la solucion de frenado (IDEXX - ELISACc - AIE). En las muestras de los equinos
que no presentaban ACs frente a la AIE, el antigeno p26 quedaba libre para unirse al AC
monoclonal produciendo el color azul intenso en la reaccion. En las muestras positivas
frente a la AIE pasaba lo contrario por ello habia un color azul muy débil o hasta podia
llegar a ser incoloro. Al finalizar la prueba se procedio a leer la placa en un lector de
ELISA (ELX 800) con una longitud de onda de 630 nm. La interpretacion de los
resultados, se realizé teniendo en cuenta el valor y el color del control positivo, entonces
aquellas muestras que mostraron una densidad éptica menor o igual al control positivo
fueron consideradas positivas y aquellas con una densidad Optica mayor al control
positivo fueron consideradas negativas.

Procedimiento de la prueba:

e Preparacion de la placa. Con pipeta automatica utilizando una punta (tip) y un pocillo
por cada suero a procesar, se afadieron 100 pl de cada muestra en los pocillos
correspondientes, incluyendo control positivo y control negativo. En todos los pocillos se
afiadieron 50 pl de conjugado de antigeno de EIAV. Luego se mezclo bien, golpeando en
forma suave el soporte unas 10 veces. La incubacion se realizd por 30 minutos a 37°C.

e Pasada la incubacion, cada pocillo se lavé con un volumen de 350 pl de agua
desionizada, mediante el uso de un lavador de placas automatico, de 3 a 5 veces. A
continuacidn, se dispensaron 100 ul de substrato TMB en cada pocillo. Se mezclé bien
golpeando en forma suave el soporte unas 10 veces. La incubacion de la placa se realizé
por 15 minutos a una temperatura de entre 18 y 25 °C. Cumplido este tiempo se agregd
la solucion de frenado en cada pocillo.

e Observacion del cambio de color. Se utiliz6 un lector de placas ELX 800, se midio los
valores de absorbancia (densidad dptica) de todos los pocillos a una longitud de onda de

640 nm. Resultados: El control negativo tomd color azul oscuro y el control positivo, azul
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claro. La densidad dptica del control positivo fue menor o igual a 0,150. La densidad
Optica del control positivo fue menor o igual a 70% de la DO del control positivo. Muestra
positiva: DO fueron menores o iguales a la DO del control positivo. Muestra negativa:
DO fue mayor a la DO del control positivo.
2.4.3.Ensayo de polarizacion fluorescente (FPA): La prueba de fluorescencia
polarizada es una técnica de diagndstico sencilla y rapida utilizada originalmente para el
diagnostico de Brucelosis. Es un ensayo homogéneo que solo requiere la adicion de un
antigeno marcado a las muestras de prueba diluidas adecuadamente. La técnica esta
basada en la rotacién aleatoria de moléculas en solucién, y la velocidad esté influenciada
por el tamafio de las moléculas con una relacion de proporcionalidad inversa. Las
moléculas grandes (AC-Antigeno-Fluorocromo) emiten mayor luz polarizada en un
mismo plano mientras que las mas pequefias (Antigeno-Fluorocromo) rotan mas rapido,
emitiendo luz despolarizada. (Nielsen et al. 2001; Sanchez-Villalobos et al. 2010). Para
la prueba se utiliz6 un kit de FPA de BIOTANDIL® el mismo contenia un antigeno
conjugado con isocionato de fluoresceina, y un buffer concentrado. Para la determinacién
se diluyeron 20 pl de cada suero sanguineo problema en 1 ml de buffer diluido al 5%, tras
incubacion de 5 minutos se realizé una primera lectura en el equipo (Sentry 200). A esta
mezcla se agregaron 20 ul de solucion de antigeno y tras 15 min se repitio la lectura. El
resultado obtenido por el equipo se expresé en unidades de milipolarizacion (mP).
Procedimiento para la prueba:
1- Condiciones del laboratorio para realizar la técnica
Ambiente del laboratorio: Temperatura 22°C +4 °C
Las muestras de sueros para diagndstico y los reactivos del kit se retiraron de la heladera
un tiempo antes de iniciar la técnica para que estos adquieran la temperatura ambiente de
22°C aproximadamente.
Control del ensayo con los sueros control.
2- Técnica
Por cada suero a diagnosticar se prepar6 un tubo de borosilicato de 12 x 75 mm, ademas
de los tubos especificos para control positivo y negativo.
En cada tubo se coloco 1 ml de buffer diluido, posteriormente se adicionaron 20 ul de
cada suero a testear. Se mezcld con vortex y se aguardaron 5 minutos luego de agitado el

altimo tubo. Se realizé la lectura de los blancos en el equipo. A continuacion, se
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adicionaron 20 pl de la dilucion de antigeno. Se mezcld con vortex y se esperaron 15
minutos despues de agitado el dltimo tubo. Finalmente se realizé la lectura de la reaccion.

Los resultados se expresaron en unidades de milipolarizacion (mP). El punto de
corte estimado en ensayos preliminares fue de 98.6 mP. Todas aquellas muestras que
presentaron valores por debajo del mismo fueron consideradas negativas y por encima de

ese valor, positivas.

2.5. Estudio genomico:

2.5.1. Seleccion y preparacion de las muestras: Para el anlisis a nivel gendmico se
seleccionaron animales a partir de los muestreos realizados en ambos establecimientos
(E1y E2). Las muestras seleccionadas consistieron en pelos de la cola, y se enviaron en
sobres individuales identificados con codigos a Neogen Corporation (Geneseek; Lincoln,
NE, EEUU) para la extraccion de ADN y genotipificacion con el arreglo de mediana
densidad GGPEquine65K (lllumina). Para la seleccién de las muestras, se consideraron,
por una parte, el resultado de los tres test seroldgicos, y por otra parte, las relaciones de
parentesco entre los animales. De este modo se conformaron dos grupos definidos con las
siguientes caracteristicas:

2.5.2. Animales del Establecimiento 1: muestras de 40 equinos (27 machos y 13
hembras), de los cuales, se clasificaron en AIE-seropositivos (N=24) y AIE-seronegativos
(N=16).

2.5.3. Animales del Establecimiento 2: el grupo familiar de 27 caballos la raza Cuarto
de Milla, estaba conformado por 1 padrillo, 10 yeguas madre y 16 productos (cuatro pares
de propios hermanos). Se incluyeron muestras de 11 equinos, 1 padrillo, 5 yeguas madre

y sus productos (Figura N° 3).
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Figura N° 3: representacion esquematica de la estructura familiar de los animales

seleccionados para la tipificacion con el arreglo genomico GGPEquine65K del
Establecimiento 2.
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2.6. Analisis Estadistico

2.6.1. Serologicos: El andlisis se llevé a cabo estadisticamente mediante la estimacion de
AUC ROC (Area Under Curve ROC — Receiver Operator Characteristic), medida de la
eficiencia global de cada técnica (ELISAc/FPA) comparadas con otra de referencia
(IDGA). Se obtuvo ademas el indice de Youden, medida estadistica que informa sobre el
rendimiento y la calidad de la prueba, cuanto més cercana a 1 se encuentre la prueba es
mas efectiva (Schisterman, et al., 2005). Se estimé el Intervalo de Confianza (IC — 95%)
y se analizaron la Sensibilidad (Se) y Especificidad (Sp) diagndsticas. También se
analizaron los datos utilizando el valor de corte 6ptimo obtenido por el ROC, empleando
el programa Win Episcope 2.0 (Thrusfield et al 2001). EI cual consistié en obtener el
grado de acuerdo y el valor Kappa (acuerdo no debido al azar, p=0.01) entre la técnica de
IDGA con las técnicas de ELISAc y FPA; este parametro esta considerado como la
proporcion de resultados coincidentes positivos y negativos entre pruebas. La
interpretacion de estos coeficientes se realiz6 siguiendo la escala establecida por De Blas
et al. (2008) basada en las propuestas por Landis y Koch y por Thrusfield, (-o0, 0.0)
Desacuerdo, (0.0, 0.2) Escaso, (0.2, 0.4) Débil, (0.4, 0.6) Moderado, (0.6, 0.8) Adecuado,
(0.8, 1.0) Excelente.

2.6.2. Analisis de datos genémicos.

2.6.2.1 Genotipificacion con arreglo de ADN de mediana densidad: Las muestras de
pelo de los animales seleccionados se enviaron a Neogen Corporation (Geneseek;
Lincoln, NE, EEUU) para la extraccion de ADN y genatipificacion. Como plataforma de
genotipificacion se utiliz6 el microarreglo de mediana densidad GGP Equine70k
(Illumina, San Diego, USA) que contiene 71.947 SNPs distribuidos uniformemente y
derivados de la coleccion de EquCab3.0 compilada por The Broad Institute at MIT and
Harvard. El conjunto de sondas que integran el arreglo fue obtenido a partir de la
secuenciacion de 7 razas equinas representativas de caballos modernos y ancestrales, y
en una segunda generacion, presenta sondas con un espaciado promedio de 40 kb
distribuidas en los 31 autosomas, validado en 15 razas modernas de caballos con un valor

promedio de frecuencia del alelo menor de 0,21 (https://genomics.neogen.com/en/ggp-
equine70k).



https://genomics.neogen.com/en/ggp-equine70k
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2.6.2.2. Controles de calidad de los datos del arreglo de ADN:

Control de la genotipificacion: Los datos crudos obtenidos a partir del
microarreglo de SNPs se extrajeron por medio del software GenomeStudio (Illumina) con
un umbral minimo de GenCall (GC) de 0,15 (sugerido por el fabricante para productos
de tecnologia Infinium). El valor GC asigna un puntaje mediante el cual se establece un
ranking para excluir los genotipos fallidos. Para el analisis inicial de los datos gendmicos,
de esta manera se obtuvieron los archivos “.PED” (contiene los genotipos) y “.MAP”
(contiene la localizacién gendmica de los SNPs). Los controles de calidad subsiguientes
y procesamiento de datos se realizd con el software PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007).

Control de calidad de los datos: La calidad global por muestra (call rate de
muestra) se evalud aplicando el filtro recomendado a los archivos .PED y .MAP. Este
filtro se define como la proporcion de genotipos asignados exitosamente por muestra
sobre el nimero total de SNPs del conjunto de datos. Se utilizé un valor minimo de call
rate por muestra, para todos los analisis, de 90%, con el pardmetro --mind 0.10 de PLINK.
Asi se excluyeron las muestras que no cumplieran con el criterio. Para el control de
calidad de los SNPs, se establecié como valor de corte un call rate de 95% (parametro --
geno 0.05) con el que se filtraron los SNPs con error de genotipado por encima del 5%
en el total de las muestras. El set de datos “SET DE DATOS 1” (DS1) quedo conformado
por 69.278 SNPs (Figura 4).
2.6.2.3. Analisis de la diversidad gendémica : Se utilizaron distintos comandos del
programa PLINK (Purcell et al., 2007) para estimar los distintos parametros genéticos en
los caballos analizados, con el uso de los marcadores SNP obtenidos mediante la
tipificacion con el arreglo de ADN GGPEquine70K. Los pardmetros estimados para
caracterizar la diversidad gendémica, tales como la frecuencia del alelo menor (minor
allele frequencies -MAF), heterocigosis esperada (He), heterocigosis observada (Ho),
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), y numero de marcadores en desequilibrio. Las
estimaciones de diferenciacion genética por medio del estadistico FST se realizaron sobre
la base del método de Weir y Cockerham (1984). Para el célculo de medidas béasicas de
diversidad genomica se utilizo el DS1 y con el software PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007)
se determinaron: la heterocigosis esperada (He), equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE),
estadistico F de Wright.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141322000798?casa_token=5t9XZ6Bv7h0AAAAA:NRvmFouAleJY0Ys3msTsK0KJP_B82S7v1FTiaIO87yBwuaDOR8XvCiYvouP_biFxJl0NhUWVYgM#bib0040
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Heterocigosis esperada: la Heterocigosis (H), es un indicador de la variacion
genética de una poblacion, y representa la probabilidad de que un individuo sea
heterocigota para un locus determinado. La H es una medida de la variacion genética de
la poblacion en estudio y adopta valores entre 0 y 1, y esta relacionada con el nUmero de
alelos presentes y su frecuencia en la poblacion. Cuanto mas proxima sea a 1, mayor sera
la diversidad genética presente y mayor seré la informacién que aporte el marcador acerca
de la transmision de alelos a la siguiente generacion. Las He y Ho fueron calculadas
mediante el comando (--hwe).

Equilibrio de Hardy-Weinberg: la Ley de equilibrio de frecuencias de Hardy-
Weinberg postula que las poblaciones diploides con reproduccion sexual, se mantendran
en equilibrio génico luego de un ciclo de apareamiento al azar, si se cumplen las
siguientes condiciones: que no exista solapamiento entre generaciones (generaciones
discretas); que la poblacion sea panmictica (los apareamientos ocurren al azar); que el
tamafio poblacional sea infinito y ausencia de procesos sisteméticos de provoquen
variabilidad en las frecuencias (mutacion, migracion, seleccion). Este concepto permite
realizar inferencias acerca del comportamiento de las frecuencias génicas y genotipicas
de un locus, luego de una generacién de apareamiento al azar. El equilibrio de Hardy-
Weinberg fue evaluado mediante el comando (--hwe).

Estadistico F de Wright: los estadisticos F jerarquicos de Sewall Wright (1969),
también llamados indices de fijacion, describen el nivel de heterocigosis en una
poblacion, mas especificamente cuanto se reduce la heterocigosis en relacion a lo
esperado segun el equilibrio Hardy-Weinberg. La endogamia puede medirse entonces en
términos de la reduccidn en la proporcidn de genotipos heterocigotas, es decir, en funcién
de H. De esta manera los estadisticos F también constituyen una medida de la endogamia
segun la ecuacion: F = (Ho-He) / Ho. Los coeficientes individuales de consanguinidad
(F) fueron estimados utilizando el comando (--het) de PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007).

Desequilibrio de ligamiento: el desequilibrio de ligamiento se define como la
asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas loci diferente, y se evidencia por una
alteracion en las frecuencias esperadas segun la 2° Ley de Mendel (transmision
independiente). Fisicamente, el LD se debe a dos alelos ubicados muy proximos entre si
haciendo muy poco probable la ocurrencia de recombinacion, lo que lleva a que se

hereden juntos. La variacion del LD fue evaluada mediante el calculo del valor de r: (Hill
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and Robertson, 1968) entre todos los pares de SNPs en cada cromosoma, tomando
distancias entre 100 y 1.000 Kb, en ventanas de a 100 Kb mediante los comandos --rzy -
-ld-window-kb de PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007). Mediante el parametro --recode tab
de PLINK se generaron los archivos .ped y .info de cada cromosoma, los cuales se
utilizaron para visualizar los haplotipos mediante la funcion del grafico LD del programa
Haploview (Barret et al., 2005). El anlisis se realiz6 por cromosoma debido a la gran
cantidad de informacién que implica un elevado costo computacional. Para estos analisis
se utilizo el “SET DE DATOS 2” (DS2), conteniendo 60.717 SNPs (Figura N° 4).
2.6.2.4. Analisis de asociacién (GWAS)

La asociacion de genoma amplio (GWAS) se evalué mediante el anélisis de
asociacion de marcadores Unicos (single marker association) y asociacion de blogques
haplotipicos (association block) implementados en el programa Haploview. El analisis se
realiz6 en cada cromosoma de forma individual, y se aplico el filtro por alelo menor del
95% (- - maf 0.05) al DS 1 generando nuevos archivos .PED e .INFO para cada
cromosoma, con los pardmetros - -recode - - hv.chrxx de PLINK v1.9 (Purcell et al.,
2007) (Figura N° 4).
2.6.2.5 Andlisis funcional y enriquecimiento génico

El porcentaje de enriquecimiento génico en los cromosomas equinos se calcul
como se describié en Ghosh et al., (2014). El analisis del contenido de genes en las
regiones que mostraron valores-p altos (p<0,0001) se realizé con el programa BioMart
(Kasprzyk et al., 2011) y utilizando la base de datos Ensembl Genes 106 - Horse (EquCab
3.0). Ademas, se implementé la mineria de datos manual como analisis complementario
del enriquecimiento de genes usando el buscador NCBI Genome Data Viewer

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/).

La lista de genes recuperada con BioMart se analiz6 en el sistema de clasificacion
PANTHER (del inglés Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) (Mi et al.,
2016) con el fin de agrupar y clasificar los genes segun la funcion molecular, el proceso
biolégico y la clase proteica. En los casos en que los genes equinos no presentaran
anotacion en la base de datos Gene Ontology (GO), se convirti¢ la lista de genes equinos
ENSEMBL obtenida fue convertida a su ortélogo humano ENSEMBL usando el software

Biomart. El anélisis de GO y de vias metabdlicas se realizé con el software DAVID v6.7


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/
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(del inglés Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Huang et

al., 2009a, 2009b).

Genotipos de los

animales
PED
/
/
//
/7
DATOS CRUDOS Gen Call (GC)
71.904 SNPs — v
51 Caballos Binarizacion
«\\
\
\
SNPs
¥ 830C1aCI00 genomica
.MAP

Filtros de calidad

69.278 SNPs
44 Caballos

60.717SNPs
44 Caballos

SET de DATOS 1 (DS1)

SET de DATOS 2 (DS2)

Diversidad genomica
Frecuencias (MAF)
Heterocigosis (He) \

Equilibrio de II-W (IIWE)

\
v

Significancia estadistica de la
asociacion
Enriquecimiento génico
Identificacion de vias
biologicas
Significancia biologica dela
asociacion

Desequilibrio de ligamiento
(LD) Bloques de Haplotipos
Asoclacion genomica
(GWAS)

Figura N° 4. Flujo de trabajo para el analisis de los datos genémicos obtenidos con el

arreglo de mediana densidad GGPEquine70K en 51 caballos.



31

1. RESULTADOS

3.1. Establecimientos

Se obtuvieron muestras de 146 animales, las mismas fueron extraidas en diferentes

etapas del ensayo, observandose los siguientes resultados; en el afio 2014 al realizar el
primer muestreo para conocer el estado real del establecimiento E1 frente a la enfermedad
se muestrearon 110 equinos, por medio del test de Coggins, de los cuales 84 resultaron
ser seropositivos y 26 seronegativos, obteniendo una prevalencia del 76,4% de la
enfermedad. En los afios subsiguientes se realiz6 seguimiento principalmente sobre los
animales seronegativos, donde se pudo observar como fueron disminuyendo. De los 26
seronegativos detectados en 2014 solo se encontraron 12 en el afio 2017.
En el E2 se analizaron un total de 11 muestras en el afio 2015, las cuales pertenecian a las
10 hembras de la manada y un macho, todos fueron seropositivos al test de Coggins. En
el afio 2016 se muestreo una primera camada de siete potrillos de 11 meses de vida, los
que dieron negativos al test de Coggins. En el afio 2017 se muestreo una segunda camada
de nueve potrillos con ocho meses de vida, los resultados arrojaron ocho potrillos
seronegativos y uno seropositivo, se procedio a tomar una segunda muestra de ese animal
al afio de vida y repetir el diagndstico, el cual resulto ser negativo. A partir de los tests
serologicos obtenidos y posterior caracterizacion de la condicion seroldgica
(positivos/negativos), se observé la transmision vertical de madres a hijos.

Para evaluar la transmision horizontal se tomaron muestras de 19 equinos en el
periodo comprendido entre los afios 2014 donde los resultados fueron negativos y 2017,
las mismas se procesaron por las tres técnicas diagndsticas en ambos casos, test de
Coggins, FPA y ELISAc (tabla N°1 ANEXO). Durante el afio 2014 la totalidad de las
muestras fueron negativas a todas las técnicas. En el afio 2017 , diez de las muestras
dieron negativo al test de Coggins y siete positivos concordando con las otras técnicas, y
dos de las muestras (MZ002 y MZ019) arrojaron resultados diferentes entre las técnicas,
mostrando resultado negativo a Coggins y FPA pero positivo a ELISAc (Figuras N° 5y
6).
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Figura N° 5: Resultados de 19 muestras de equinos, las barras azules son las obtenidas
durante el afio 2014 y las barras rojas en el afio 2017 todas fueron procesadas por la

técnica de FPA. La linea azul indica el punto de corte establecido por los analisis ROC.
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Figura N° 6: Resultados de 19 muestras de equinos analizadas por la técnica de ELISAc
de 2014 barras azules y 2017 barras rojas. La linea roja indica el punto de corte para el
ELISACc establecido por el analisis ROC. Los circulos amarillos indican las muestras que

arrojaron resultados diferentes a los otros dos diagnosticos.
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3.2. Serologia:

En la tabla N°2 se observan los resultados obtenidos de la serologia realizada en
ambos establecimientos por medio de las técnicas de ELISAc y FPA (tablas N° 2 y 3
ANEXO). Las muestras analizadas del E1 corresponden al ltimo muestreo (n=44/2017),

del E2 se proceso la totalidad de las muestras (n=27/11 padres y 16 productos).

Tabla N°2: Resultados obtenidos por establecimiento con los tres test serolégicos
realizados sobre 71 muestras.

El E2 TOTAL

Positivos Negativos  Positivos ~ Negativos Positivos  Negativos

Test de
27 17 12 15 39 32
COGGINS
FPA 27 17 13 14 40 31
ELISACc 28 16 11 16 39 32

Los resultados del analisis ROC con una confianza del 95% entre el Test de Coggins
y FPA se muestran en la tabla N° 3 y entre el Test de Coggins y ELISAc en la tabla N°
4. El andlisis ROC entre el Test de Coggins y la técnica de FPA estableci6é un punto de

corte de 98.6 mP, obteniendo 39 muestras positivas para Coggins y 40 para la técnica de
FPA.

Tabla N° 3: Analisis ROC entre el Test de Coggins y el FPA de los E1, E2 y del total de
las muestras (E1yE2), con software MedCalc.

Cantidad FPA Testde  FPA AUC Se Sp Y
de Punto de Coggins (+)  (95%IC) (%) (%)
muestras corte(mP)  (+) ()
El 44 >83 21 17 27 1 100 100 1
E2 27 >098.6 12 15 13 0.994 100 933 0,93
Total 71 >08.6 39 32 40 0,997 100 96,87 0,97

AUC: Area debajo de la curva, IC: Intervalo de Confianza, Se: Sensibilidad, Sp: Especificidad, 1Y: indice
de Youden,
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El anélisis ROC entre el Test de Coggins y ELISAc reveld un punto de corte de
0,272 DO para la totalidad de las muestras de las 39 muestras positivas para Coggins, 39

resultaron positivas para CELISA.

Tabla N° 4: Analisis ROC entre el Test de Coggins y el ELISAc de los E1, E2 y del total
de las muestras (E1yE?2), con software MedCalc.

N° de ELISAc Test de ELISAc AUC Se(%) Sp((%) 1Y

muestras DO Coggins + (95%IC)
+ -
El 44 <=0,15 27 17 28 0.97 88,9 100 0.88
E2 27 <=0,272 12 15 11 0.92 91,6 93,3 0,85
Total 71 <=0,272 39 32 39 0.95 923 875 0.79

AUC: Area debajo de la curva, IC: Intervalo de Confianza, Se: Sensibilidad, Sp: Especificidad, 1Y: indice
de Youden,

Las distribuciones de las muestras positivas y negativas junto con el analisis ROC
correspondiente comparando el Test de Coggins con el FPA y el Test de Coggins con
ELISAc se muestran en las figuras N° 7 y 8 respectivamente. El diagrama de puntos
muestra los resultados de mP obtenidos de animales positivos y negativos a la técnica de
referencia. Considerando como punto de corte el valor de 98.6 mP 0 0.272 de densidad
Optica para la técnica de ELISAc, el FPA mostr6 un nivel de sensibilidad y especificidad
mayor que el ELISAc. En la figura N° 9 se muestra un analisis ROC comparando ambas
técnicas con el Test de Coggins y en la misma podemos apreciar como la técnica de FPA

muestras mejor rendimiento que la técnica de ELISAc
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Figura N° 7: Andlisis ROC entre la técnica de FPA y el Test de Coggins. A) Especificidad
y sensibilidad obtenida para la técnica de FPA. B) Distribucion de las muestras positivas
(1) y negativas (0) al Test de Coggins en funcion del valor de mP obtenido. La linea

horizontal indica el punto de corte 6ptimo obtenido en el anélisis ROC.
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Figura N° 8: Analisis ROC entre la técnica de ELISAc y el Test de Coggins. A)
Especificidad y sensibilidad obtenida para la técnica de ELISAc. B) Distribucion de las
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muestras positivas (1) y negativas (0) al Test de Coggins en funcion del valor de densidad
Optica obtenida (0,27). La linea horizontal indica el punto de corte 6ptimo obtenido en el
andlisis ROC.
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Figura N° 9: Andlisis ROC entre la técnica de ELISAc, FPA y el Test de Coggins.
Especificidad y sensibilidad obtenida para ambas técnicas.

Para realizar el andlisis de concordancias primero se elaboraron tablas de
contingencia que resumen los resultados obtenidos al aplicar en forma simultanea el Test
de Coggins y las pruebas a evaluar, FPA y ELISAc. Las mismas se realizaron por
establecimiento y sobre el total de muestras del ensayo (tablas, 5y 6), teniendo en cuenta
los puntos de cortes de cada técnica establecidos por el analisis ROC ya mencionado.

Tabla N°5: Tabla de contingencia para la evaluacion del FPA frente al Test de Coggins

sobre el total de las muestras.

Test de Coggins

Positivo Negativo Total
Positivo 39 1 40
FPA  Negativo 0 31 31

Total 39 32 71
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Tabla N°6: Tabla de contingencia para la evaluacion del ELISAc frente al Test de
Coggins sobre el total de las muestras.

Test de Coggins

Positivo Negativo Total
Positivo 35 4 39
CELISA Negativo 4 28 32
Total 39 32 71

Las concordancias entre las técnicas de FPA y ELISAc comparandolas con el Test
de Coggins con un nivel de confianza del 95%, se expresaron como coeficientes Kappa
en latabla N°7. La correlacion entre el Test de Coggins y FPA fue excelente. En cambio,
entre el Test de Coggins y ELISAc fue adecuado.

Tabla N°7: Concordancias expresadas en valor Kappa entre las técnicas Test de Coggins
y FPA y entre Test de Coggins y ELISAc de sueros equinos.

Test de Coggins - FPA Test de Coggins - ELISAc

(Kappa) (Kappa)
El 1.00 0.76
E2 0.93 0.77
Total de muestras 0.93 0.77

Los resultados de las 1193 muestras pertenecientes al noroeste del pais se
analizaron por separado, primero las 114 muestras procesadas por las tres técnicas
diagnosticos resultados expuestos en la tabla N° 8 y por otra parte 1079 procesadas por
las técnicas de Coggins y FPA resultados expuestos en la tabla N° 9 (tabla N°4 ANEXO).

Tabla N° 8: Resultados de las 114 muestras procesadas por medio de las técnicas de
Coggins, ELISAc y FPA.

Test de Coggins FPA ELISAc

Positivos  Negativos Positivos Negativos Positivos  Negativos

Laboratorio

de Red 38 76 35 79 38 76
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Tabla N° 9: Resultados de las 1079 muestras procesadas por medio de las técnicas de
Coggins y FPA

Test de Coggins FPA
Positivos Negativos Positivos Negativos
Laboratorio de
Red 528 551 481 598

Para las 114 muestras analizadas por las tres técnicas los resultados del analisis
ROC con una confianza del 95% entre el Test de Coggins y FPA se muestran en la tabla
N°10 y entre el Test de Coggins y ELISAc en la tabla N°11.

El anélisis entre el Test de Coggins y la técnica de FPA establecié un punto de corte
de 78,5 mP. Empleando este criterio se observo 38 muestras positivas para Coggins y 42
para la técnica de FPA. EI AUC revel6 que la prueba tuvo un rendimiento global muy
bueno con una sensibilidad de 97,4 % y una especificidad del 93,4 %. El indice de Youden
obtenido fue de 0.90.

Las distribuciones de las muestras positivas y negativas junto con el analisis ROC
correspondiente comparando el Test de Coggins con el FPA se muestran en la figura N°
10. El diagrama de puntos muestra los resultados de mP obtenidos de animales positivos

y negativos a la técnica de referencia.

Tabla N° 10: Analisis ROC entre el Test de Coggins y el FPA en 114 sueros equinos de
un laboratorio de Red.
N° de FPA Test de FPA  AUC Se Sp Y
muestra  (mP) Coggins + (95%IC) (%) (%)
s + -
114 >78,5 38 76 35 0977 974 934 0,90

AUC: Area debajo de la curva, IC: Intervalo de Confianza, Se: Sensibilidad, Sp: Especificidad, 1Y: indice
de Youden,
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Figura N° 10: Analisis ROC entre la técnica de FPA y el Test de Coggins. A)
Especificidad y sensibilidad obtenida para la técnica de FPA. B) Distribucién de las
muestras positivas (1) y negativas (0) al Test de Coggins en funcion del valor de mP
obtenido. La linea horizontal indica el punto de corte 6ptimo obtenido en el analisis ROC.

El anélisis ROC entre el Test de Coggins y ELISAc revel6 un punto de corte de
0,299 DO con una sensibilidad del 94,7 % y una especificidad del 100%, teniendo en
cuenta el punto de corte establecido por el analisis de las 38 muestras positivas para
Coggins, 36 resultaron positivas para ELISAc. EI AUC obtenido fue de 0.996 y el indice
de Youden fue de 0.94.

Las distribuciones de las muestras positivas y negativas junto con el analisis ROC
correspondiente comparando el Test de Coggins con el ELISAc se muestran en la figura
N° 11. El diagrama de puntos muestra los resultados de DO obtenidos de animales

positivos y negativos a la técnica de referencia.

Tabla N°11: Analisis ROC entre el Test de Coggins y ELISAc en 114 sueros equinos de

un area enzodtica.

N° de CELISADO Testde CcELISA AUC Se Sp Y
muestras Coggins + (95%IC) (%) (%)

+ -

114 <=0,299 38 76 38 0.996 94,7 100 0.94
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Figura N° 11: Analisis ROC entre la técnica de ELISAc y el Test de Coggins. A)
Especificidad y sensibilidad obtenida para la técnica de ELISAc. B) Distribucion de las
muestras positivas (1) y negativas (0) al Test de Coggins en funcion del valor de DO
obtenida. La linea horizontal indica el punto de corte 6ptimo obtenido en el analisis ROC.

En la figura N° 12 se muestra un analisis ROC comparando ambas técnicas con el
Test de Coggins y en la misma podemos apreciar como ambas técnicas muestran

rendimiento muy similar.
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Figura N°12: Analisis ROC entre la técnica de ELISAc, FPA y el Test de Coggins.

Especificidad y sensibilidad obtenida para ambas técnicas.
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Para realizar el andlisis de concordancias de las 114 muestras de suero procesadas por las
tres técnicas se elaboraron tablas de contingencia que resumen los resultados obtenidos
al aplicar en forma simultanea la prueba de Oro en este caso el Test de Coggins y las
pruebas a evaluar, FPA y ELISAc teniendo en cuenta los puntos de corte del analisis ROC

obtenidos para cada técnica. Los mismos se muestran en las tablas N° 12 y 13.

Tabla N°12: Tabla de contingencia para la evaluacion de la técnica de FPA frente al Test

de Coggins, sobre un total de 114 muestras.

Test de Coggins

Positivo Negativo Total

Positivo 37 5 42

FPA Negativo 1 71 72
Total 38 76 114

Tabla N°13: Tabla de contingencia para la evaluacion de la técnica de ELISAc frente al

Test de Coggins, sobre un total de 114 muestras

Test de Coggins

Positivo Negativo Total

Positivo 36 0 36

ELISAC Negativo 2 76 78
Total 38 76 114

Las concordancias entre las técnicas de FPA y ELISAc comparandolas con la de
referencia Test de Coggins con un nivel de confianza del 95%, arrojaron valor kappa de
0,88 entre Test de Coggins-FPA y de 0,96 entre Test de Coggins-ELISAc. La correlacion
entre las mismas fue excelente, mostrando una mayor performance entre las dos ultimas.
Para las 1079 muestras analizadas por las técnicas de Coggins y FPA los resultados del
analisis ROC con una confianza del 95% se muestran en la tabla N°14.

El analisis entre el Test de Coggins y la técnica de FPA establecié un punto de corte
de 81,5 mP, empleando este criterio se observd 528 muestras positivas para Coggins y
567 para latécnica de FPA. EI AUC revel6 que la prueba tuvo un rendimiento global muy
bueno con una sensibilidad de 93,7 % y una especificidad del 96,9 %. El indice de Youden
obtenido fue de 0.90.
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Las distribuciones de las muestras positivas y negativas junto con el anélisis ROC,
comparando el Test de Coggins con el FPA se muestran en la figura N° 13. El diagrama
de puntos muestra los resultados de mP obtenidos de animales positivos y negativos a la

técnica de referencia.

Tabla N°14: Analisis ROC entre el Test de Coggins y el FPA en 1079 sueros equinos de

un laboratorio de Red.

Test de

N° de FPA ) FPA AUC Se Sp
Coggins

muestras  (mP) + (95%IC) (%) (%)
+ -

1079 >815 528 551 567 0,977 93,7 96,9 0,90

AUC: Area debajo de la curva, IC: Intervalo de Confianza, Se: Sensibilidad, Sp: Especificidad, 1Y: indice

de Youden,
FPA FPA
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Figura N° 13: Andlisis ROC entre la técnica de FPA y el Test de Coggins. A)
Especificidad y sensibilidad obtenida para la técnica de FPA. B) Distribucion de las
muestras positivas (1) y negativas (0) al Test de Coggins en funcién del valor de mP

obtenido. La linea horizontal indica el punto de corte 6ptimo obtenido en el analisis ROC.

Para el andlisis de concordancias de las 1079 muestras de sueros analizadas por las
técnicas de Test de Coggins y FPA se realiz6 una tabla (tabla N°15) de contingencia

donde se pueden observar los resultados de ambas técnicas.
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Tabla N°15: Tabla de contingencia de 1079 muestras para la evaluacion de la técnica de
FPA frente al Test de Coggins.

Test de Coggins

Positivo Negativo Total

Positivo 495 17 512

FPA Negativo 33 534 567
Total 528 551 1079

La concordancia entre la técnica de FPA comparandola con el Test de Coggins con

un nivel de confianza del 95%, arrojaron un valor Kappa de 0,90.

3.3. Estudio gendémico
3.3.1 Definicion de Fenotipos

El rasgo fenotipico para cada animal de los establecimientos E1 y E2, se definid
mediante el analisis conjunto de los resultados obtenidos con los tests diagndsticos
utilizados para determinar el estatus sanitario de los caballos: Test de Coggins, ELISAc
y FPA. Para la tipificacion con el array se incluyeron 40 caballos del E1, 24 seropositivos
y 16 seronegativos (Figura N°14 a 'y b). En el E2, ademas, se tuvieron en cuenta los lazos
familiares, por lo que la muestra quedé representada por cinco trios (Figura N°15), cada
uno formado por el padrillo, una madre y un producto (N=11). En la figura N° 16, se
grafican los valores de referencia a partir de los que se fijaron los criterios de seleccion

para incluir o excluir los animales en el analisis de asociacion.
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Figura N°15: Representacion esquematica de la estructura familiar de los animales

seleccionados para la tipificacion del E2.
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Figura N°16: Criterios de definicion por fenotipos de AIE seropositivos (barras rojas) y

seronegativos (barras celestes) para tipificacion genémica en los 11 equinos (1 padre, 5

madres y sus 5 respectivos productos) del E2 (los individuos representados por barras

verdes y amarillas quedaron excluidos de la tipificacion). Las lineas negras indican el

punto de corte para las técnicas ELISAc y FPA.
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3.3.2 Control de calidad de la genotipificacion.

Los datos obtenidos por medio de la tipificacion gendmica de 51 caballos con el
microarreglo de mediana densidad GGPEequine70K (71.947 SNPs), se sometieron al
proceso de filtrado, realizando los controles de calidad de la genotipificacion y de los
datos genémicos.

Para el filtrado de individuos se definié como valor de corte para todos los anélisis
un call rate minimo de 90% (--mind 0.10) es decir, se excluyeron los individuos con
menos del 90% de éxito de genotipado. Para el filtrado de SNPs, se excluyeron los SNPs
(7.802) con error de genotipado >5% (--geno 0.05). Con estos pardmetros, N=44 caballos
pasaron el control de calidad; 35 animales corresponden al E1 y 9 al E2. De esta manera,
se definio el “DATASET 1” (DS1) conteniendo 57.942 SNPs en 44 caballos. En la Tabla
N°16 se indica el nimero de SNPs observado y la tasa de genotipado global por

cromosoma. Los calculos y filtros aplicados no incluyen al cromosoma X.

Tabla N°16. Numero de SNPs resultantes de la tipificacién con el arreglo de ADN
GGPEquine70K. Se indica el numero de SNPs totales por cromosoma, que pasaron los

filtros de calidad (QC) y la tasa de genotipado (total genotyping rate).

Cr SNPs por Cr SNPs (QC) SNPs Tasa de
removidos genotipado
ECA1 5217 4538 679 0,996105
ECA?2 3672 3256 416 0,996633
ECA3 3333 2967 366 0,997429
ECA4 3153 2804 349 0,996778
ECAS 2970 2600 370 0,997268
ECA6 2534 2249 285 0,995623
ECA7 2796 2480 316 0,996448
ECAS8 2831 2502 329 0,996227
ECA9 2493 2213 280 0,995961
ECA 10 2508 2227 281 0,996692
ECA 11 1860 1622 238 0,996579
ECA 12 933 817 116 0,995713
ECA 13 1187 1003 184 0,992992

ECA 14 2835 2431 404 0,995302
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ECA 15 2753 2433 320 0,996566
ECA 16 2620 2295 325 0,996955
ECA 17 2415 2153 262 0,996499
ECA 18 2346 2095 250 0,996357
ECA 19 1822 1588 234 0,995684
ECA 20 1884 1687 197 0,996381
ECA 21 1782 1562 220 0,995549
ECA 22 1470 1281 189 0,995602
ECA 23 1605 1437 168 0,996502
ECA 24 1488 1300 188 0,99583

ECA 25 1140 1003 137 0,996252
ECA 26 1097 994 103 0,996768
ECA 27 1173 1051 122 0,995873
ECA 28 1333 1139 194 0,997357
ECA 29 907 795 112 0,99792

ECA 30 892 801 91 0,995618
ECA 31 695 619 76 0,996403
Total 65744 57942 7802 0,996254

3.3.3. Diversidad Gendmica

La diversidad gendmica estimada como heterocigosis esperada, se calcul6 para el
total de animales por cromosoma, y para los grupos de animales seropositivos y
seronegativos (Tabla N°5 ANEXO). EI conjunto de datos genémicos obtenidos para
todos los caballos, reveld valores de diversidad, medida como heterocigosis esperada, de
He=0,3221, y varid entre He = 0,3342 (cromosoma 26) y He = 0,3033 (cromosoma 13).
La heterocigosis de mayor valor se observo en el grupo de animales seropositivos (He =
0,3334) en el cromosoma 26, y en los seronegativos (He = 0,3248) en el cromosoma 31.
Los valores menores de heterocigosis gendmica se observaron en el cromosoma 13, tanto
para el grupo seropositivo (He = 0,3006) como en el grupo seronegativo (He = 0,2944).
En la Figura N°17 se muestran los valores de He estimados por cromosoma, indicando

las estimaciones en los grupos seropositivo y seronegativo.
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Figura N°17: Valores de Diversidad gendémica (He) estimada en cada cromosoma. En la
figura se indican los valores de los animales seropositivos (barras rojas), seronegativos
(barras grises) y del conjunto de animales (barras azules).

3.3.4 Estadisticos F de Wright.

El indice Fst representa una medida de la reduccion promedio en la heterocigosis
de una subpoblacion debido a la deriva génica, y se estimo para evaluar el efecto de la
subdivision de la poblacion. EI mayor valor de diferenciacion genética se observo en el
cromosoma 25 (Fst =0,05831) y la menor diferenciacion génica en el cromosoma 18 (Fst
= 0,02192). La figura N°18 muestra los valores de Fst obtenidos para cada cromosoma
equino en la muestra analizada. Los datos discriminados se muestran en la Tabla N°6
(ANEXO).
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Figura N°18: Estimacion media y ponderada de la diferenciacion genética entre grupos
(indice Fst) en 44 caballos analizados por medio del microarreglo de ADN
GGPEquine65K.

3.3.5. Asociacion gendémica

Se realizo el céalculo de chi-cuadrado y el modelo aditivo de desequilibrio de
ligamiento (LD). El filtrado de calidad se realiz6 por exclusion de SNPs con genotipos
involucrando menos del 90% de los caballos (--geno 0.10), y frecuencia del alelo menor,
es decir, removiendo SNPs con frecuencias menores al 0,05% (--maf 0.05); de este modo
se evaluaron 60.717 SNPs.

La estimacion de asociacion genémica se realizé en cada cromosoma por separado
mediante la aplicacion de los tests de asociacion por SNP (single marker association test)
y por bloque haplotipico (association blocks). En cada cromosoma se registré el nimero
de SNPs agrupando los valores de p en cuatro categorias: P1 = <0,0001, P2 = 0,0019-
0,009, P3 = 0,01-0,05, P4 = >0,05. Con esta informacion se construyé el plot de
Manhattan (Figura N°19). En este grafico se muestra la distribucion de miles de
variaciones genémicas, indicando la posicion de los SNPs en funcién de su significancia
estadistica (y) en cada cromosoma (x); los SNPs con significancia estadistica mayor al
umbral p=0.01 se encuentran por encima de la linea negra, y aquellas con p<=0,001 se
encuentran por encima de la linea azul. El gréafico se realizé con el —log10 de los valores
de p.

Los SNPs con valores de p significativo (P1) se detallan en la Tabla N°17, donde

se indica ademas la posicion en el cromosoma correspondiente.
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Figura N°19: Plot de Manhattan obtenido a partir de los p-valores estimados para la

asociacion de SNPs Unicos; el grafico muestra la significancia de la asociacion estadistica

como —log10 (p-valor) en el eje y, contra los cromosomas en el eje x, como una forma de

desplegar miles de variaciones genéticas en la figura. La linea horizontal negra representa

el umbral de significancia p=0.01 (-log10= -1,3), y la linea horizontal azul p<=0,001 (—
log10= -3 - azul).

Tabla N°17: Resultados del estudio GWAS identificando los SNPs, localizacion

cromosOmica y valores de p hallados para las asociaciones mas altas (p<0,001) con la

tipificacion por medio del arreglo de mediana densidad GGPEquine70K de Illumina en

44 caballos, exhibiendo el fenotipo seropositivo (N=29) y el fenotipo seronegativo

(N=15).
Alelo Frecuencias

SNP Cr posicion  asociado  (Caso, Control) x> p-valor
BIEC2_1104 1 4629401 G 0.978,0.708 11.352 0.0008
BIEC2_1253 1 4768726 C 0.957, 0.625 13.087 0.0003
BIEC2_63621 1 148792457 C 0.935, 0.591 12.109 0.0005
BIEC2_65299 1 152871014 A 0.739,0.273 13.366 0.0003
BIEC2_65342 1 152954413 T 0.652, 0.208 12.428 0.0004
BIEC2_78894 1 165572472 G 0.364, 0.000 11.413 0.0007
BIEC2-78896 1 165577630 C 0.435, 0.000 14.609 0.0001
Affx-102732383 1 165587064 G 0.783,0.333 13.635 0.0002
BIEC2_81460 1 170564988 T 0.957, 0.625 13.087 0.0003
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Affx-101144374 2 41930126 C 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2-475604 2 43404790 G 0.848, 0.417 13.961 0.0002
BIEC2_500059 2 43530805 A 0.848, 0.417 13.961 0.0002
Affx-102767908 2 44447395 G 0.848, 0.458 11.724 0.0006
BIEC2_475983 2 44490205 T 1.000, 0.750 12.578 0.0004
BIEC2_501858 2 49531876 T 0.435, 0.042 11.606 0.0007
BIEC2_502510 2 52916057 A 0.891, 0.542 10.934 0.0009
BIEC2_493634 2 83778777 T 0.674, 0.250 11.374 0.0007
BIEC2_493638 2 83782466 G 0.682, 0.250 11.623 0.0007
BIEC2_493642 2 83782727 C 0.674, 0.250 11.374 0.0007
BIEC2_493957 2 84314312 T 0.935, 0.583 12.882 0.0003
BIEC2_501064 2 96701792 T 0.913, 0.500 14.768 0.0001
BIEC2-772167 3 10396370 G 0.978, 0.667 13.667 0.0002
BIEC2-778881 3 42743020 A 0.543, 0.125 11.508 0.0007
BIEC2_778883 3 42743173 C 0.543, 0.125 11.508 0.0007
BIEC2_779080 3 44037117 A 0.870, 0.500 11.276 0.0008
BIEC2_779083 3 44063475 C 0.870, 0.455 13.17 0.0003
BIEC2_784726 3 60715039 A 0.913, 0.542 12.919 0.0003
TBIEC2_828589 3 66250170 A 1.000, 0.708 14.907 0.0001
TBIEC2_828591 3 66255119 C 1.000, 0.708 14.907 0.0001
BIEC2_829458 3 68346728 G 0.696, 0.250 12.622 0.0004
BIEC2_789237 3 68397342 Cc 0.696, 0.250 12.622 0.0004
BIEC2_789318 3 68514164 Cc 0.739, 0.292 13.014 0.0003
BIEC2_843816 4 2646153 T 0.630, 0.167 13.613 0.0002
CUHSNP00150139 4 7849520 T 1.000, 0.708 14.907 0.0001
BIEC2-870400 4 77399750 G 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2_874368 4 94347473 T 0.841, 0.458 10.948 0.0009
TBIEC2_957338 5 55550704 G 0.717,0.250 13.964 0.0002
BIEC2_910026 5 55628374 Cc 0.717, 0.250 13.964 0.0002
BIEC2_910155 5 55836086 A 0.717, 0.292 11.672 0.0006
BIEC2_91189%4 5 59394245 A 0.955, 0.625 12.438 0.0004
BIEC2_977472 5 93572015 G 0.870, 0.500 11.276 0.0008
BIEC2_975013 7 2620805 G 0.717,0.292 11.672 0.0006
BIEC2_975070 7 2711208 T 0.522, 0.083 12.984 0.0003
BIEC2_1006208 7 71296896 G 0.804, 0.375 12.904 0.0003
BIEC2_1010700 7 86220028 C 0.891, 0.500 13.133 0.0003
BIEC2_1015958 7 92091213 G 0.909, 0.500 14.444 0.0001
BIEC2_1030792 8 12535837 G 0.457, 0.042 12.595 0.0004
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BIEC2_1030826 8 12553051 T 0.429, 0.042 11.152 0.0008
BIEC2-1045945 8 39391520 A 0.674, 0.208 13.686 0.0002
BIEC2_1057547 8 62899998 T 0.848, 0.458 11.724 0.0006
BIEC2_1058703 8 64948614 T 0.818, 0.417 11.439 0.0007
BIEC2_1061577 8 69240459 A 0.652, 0.208 12.428 0.0004
BIEC2_1061582 8 69242635 G 0.652, 0.208 12.428 0.0004
Affx-101926929 8 73678232 C 0.739, 0.292 13.014 0.0003
BIEC2_1071359 9 5901789 G 0.957, 0.625 13.087 0.0003
BIEC2_1130668 9 6238800 C 0.978, 0.708 11.352 0.0008
BIEC2_1094360 9 52025071 A 0.674, 0.208 13.686 0.0002
BIEC2_129116 10 63571079 A 0.457, 0.042 12.595 0.0004
Affx-102176058 10 60197934 C 0.848, 0.458 11.724 0.0006
BIEC2_138461 10 75859530 G 0.848, 0.458 11.724 0.0006
BIEC2_171425 12 6821725 T 1.000, 0.750 12.578 0.0004
BIEC2_189417 12 13826689 G 0.786, 0.375 11.133 0.0008
BIEC2_228521 13 28717537 C 0.932, 0.583 12.196 0.0005
Affx-102973742 14 49764400 G 0.739, 0.292 13.014 0.0003
Affx-102246110 14 69972893 T 0.783,0.333 13.635 0.0002
BIEC2_263616 14 69974652 C 0.587, 0.167 11.291 0.0008
BIEC2_263619 14 69975023 C 0.587, 0.167 11.291 0.0008
BIEC2_276299 14 91561996 G 0.870, 0.500 11.276 0.0008
BIEC2_314422 15 29979361 T 1.000, 0.750 12.578 0.0004
BIEC2-306906 15 45568200 C 0.932, 0.583 12.196 0.0005
BIEC2-311439 15 53637180 G 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2-328015 16 3377300 A 0.565, 0.125 12.596 0.0004
CUHSNP00050516 16 39731844 A 0.957, 0.625 13.087 0.0003
CUHSNP00050520 16 39734265 C 0.957, 0.625 13.087 0.0003
CUHSNPO00050523 16 39737618 G 0.957, 0.625 13.087 0.0003
BIEC2_354526 16 61173586 T 0.783,0.333 13.635 0.0002
BIEC2_383579 16 84207260 G 0.891, 0.542 10.934 0.0009
BIEC2_369238 17 14832738 A 0.783, 0.375 11.413 0.0007
BIEC2_369438 17 16108291 G 0.848, 0.458 11.724 0.0006
BIEC2_374301 17 25235156 C 0.977, 0.667 13.047 0.0003
Affx-103036295 17 58696552 G 0.717,0.273 12.031 0.0005
BIEC2_402268 17 69539737 A 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2-383960 17 73795240 G 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2_383963 17 73795671 C 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2_383965 17 73797944 T 0.761, 0.333 12.167 0.0005
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BIEC2_384595 17 75614147 A 0.932, 0.583 12.196 0.0005
BIEC2_422173 19 115162 G 0.891, 0.542 10.934 0.0009
BIEC2_433276 19 29236173 G 1.000, 0.750 12.578 0.0004
BIEC2_466293 19 47249954 A 0.522, 0.083 12.984 0.0003
Affx-102780311 20 7671251 A 0.739, 0.292 13.014 0.0003
BIEC2_535597 20 47920846 A 0.978, 0.667 13.667 0.0002
BIEC2_535652 20 47961086 A 0.978, 0.667 13.667 0.0002
BIEC2_543188 20 60803907 C 0.739, 0.292 13.014 0.0003
BIEC2_587917 21 27443294 G 0.891, 0.542 10.934 0.0009
BIEC2_570368 21 49717613 A 0.500, 0.042 14.705 0.0001
BIEC2-575907 22 2974870 G 0.826, 0.375 14.547 0.0001
BIEC2-575908 22 2975490 T 0.826, 0.375 14.547 0.0001
BIEC2_575916 22 2984909 G 0.783,0.333 13.635 0.0002
BIEC2_583748 22 16652941 G 0.935, 0.583 12.882 0.0003
BIEC2_620898 23 24390937 G 0.783, 0.333 13.635 0.0002
BIEC2_621455 23 26754913 C 0.957, 0.625 13.087 0.0003
BIEC2-621482 23 26841790 G 1.000, 0.750 12.578 0.0004
BIEC2_630656 24 6653408 A 0.761, 0.333 12.167 0.0005
BIEC2-642511 24 29133680 T 0.848, 0.458 11.724 0.0006
BIEC2_661834 25 15616684 A 1.000, 0.750 12.578 0.0004
BIEC2_719562 26 14223212 A 0.630, 0.208 11.249 0.0008
BIEC2_700356 27 2909178 T 0.870, 0.500 11.276 0.0008
BIEC2_739271 28 34551848 G 0.391, 0.000 12.642 0.0004
TBIEC2_779254 28 37504001 A 0.523, 0.083 12.897 0.0003
Affx-103054239 31 10834373 G 0.739, 0.292 13.014 0.0003

3.3.6. Analisis funcional y enriquecimiento génico.

A partir de la identificacién de las variantes con p-valor significativo, se realizé la

busqueda y enriquecimiento génico mediante las herramientas de Biomart. Usando el
SET de DATOS 3 (DS 3) que contiene los 110 SNPs con valores de asociacion
significativa, la busqueda en Biomart revelo la identidad de 60 genes (ENSEMBL) como

se indica en la Tabla N° 18 se detalla la posicion de inicio y fin de cada gen, asi como su

identificacion y/o nombre asignado en la base de datos. Se observaron entre 1 y 8 SNPs

por cromosoma, Yy algunos SNPs pertenecientes a un mismo gen.

Todos los SNPs menos 50 se localizaron en regiones génicas, conteniendo al menos

un gen equino reportado en la base de datos Ensembl (https://www.ensembl.org). Se


https://www.ensembl.org/
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extrajeron en total 60 genes, incluyendo 43 genes codificantes y 9 especies de ARNS no
codificantes; no se localizaron en pseudogenes (Tabla N°18).

Tabla N°18: Enriquecimiento génico de los SNPs con valores altos de significancia para
el andlisis de asociacién de marcador unico (single marker association analysis) realizado
a partir de los datos de la tipificacion con el arreglo de ADN GGPEquine70K en 44

caballos seropositivos (N=29) y seronegativos (N=15).

Valor-

Sonda Cr Posicion p ID Ensembl Gen Inicio Fin Cad
BIEC2_1104 1 4629401  0.0008 ENSECAG00000038483 4612304 4637901
BIEC2_63621 1 148792457 0.0005 ENSECAG00000012378 NDUFAF1 148780774 148795926 1
BIEC2_65342 1 152954413 00004 ENSECAG00000010993 CDIN1 152802007 153100515 -1
BIEC2_78894 1 165572472 0.0007

BIEC2-78896 1 165577630 00001 ENSECAG00000038544 165571502 165589559 -1
Affx-102732383 1 165587064  0.0002

BIEC2_81460 1 170564988 0.0003 ENSECAG00000023505 HECTD1 170536094 170621449 -1
BIFC2-475604 ? 434047000002 o AG00000020792  CAMTAL 43269884 44118829 -1
BIEC2_500059 2 43530805  0.0002

Alfx102767908 ? 444739500006 L o cAGo0000023564  ACOTT 44425039 44541299 1
BIEC2_475983 2 44490205  0.0004

BIEC2_501858 2 49531876  0.0007  ENSECAG00000013343 ~ SLC18AL 49520643 49552517 -1
BIEC2_493634 2 83778777 0.0007

BIEC2_493638 2 83782466  0.0007 ENSECAG00000033875 IQCM 83677853 84078420 1
BIEC2_493642 2 83782727 0.0007

BIEC2 779080 : AOSTLLT 00008 o cAG00000019085  UNCSC 44032812 44383765 1
BIEC2_779083 3 44063475  0.0003

BIEC2_784726 3 60715039  0.0003  ENSECAG00000043499 60612624 60743289 -1
BIEC2_829458 3 68346728  0.0004  ENSECAG00000018303 YTHDC1 68340274 68375426 -1
BIEC2_843816 4 2646153  0.0002  ENSECAG00000037936 204577 267186 -1
BIEC2-870400 4 77399750  0.0005  ENSECAG00000001545 TSPAN12 77365894 77456942 -1
BIEC2_910026 5 55628374 00002 ENSECAG00000011158 CLCCL 55624572 55643245 1
BIEC2_910155 5 55836086  0.0006 ENSECAG00000021537 ~FNDC? 55823359 55853261 -1
BIEC2_977472 5 93572015  0.0008 ENSECAG00000024107 ROR1 93386498 93740852 -1
BIEC2_975013 7 2620805 00006 ENSECAG00000033728 PIP5K1C 2508300 2646817 -1
BIEC2_975070 7 2711208  0.0003 ENSECAGO00000007090 ZFR2 2690315 2746083 -1
BIEC2_1006208 7 71296896  0.0003  ENSECAG00000007758 XRRAL 71286710 71340149 1
BIEC2_1030792 8 12535837 0.0004 ENSECAG00000011440 MYOQ18B 12441454 12655523 -1
BIEC2_1030826 8 12553051 0.0008

BIEC2_1058703 8 64948614 00007 ENSECAG00000010657 PIK3C3 64914448 65066218 1
BIEC2_1061577 8 69240459  0.0004 ENSECAG00000002816 ~ PIAS2 69210832 69312581 -1


http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000038483
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=4612304&vc_end=4637901
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=4612304&vc_end=4637901
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000012378
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000012378
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=148780774&vc_end=148795926
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=148780774&vc_end=148795926
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000010993
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000010993
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=152892997&vc_end=153100515
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=152892997&vc_end=153100515
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000038544
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=165571592&vc_end=165589559
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=165571592&vc_end=165589559
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000023505
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000023505
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=170536094&vc_end=170621449
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=1&vc_start=170536094&vc_end=170621449
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000020792
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000020792
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=43269884&vc_end=44118829
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=43269884&vc_end=44118829
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000023564
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000023564
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=44425939&vc_end=44541299
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=44425939&vc_end=44541299
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000013343
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000013343
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=49520643&vc_end=49552517
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=49520643&vc_end=49552517
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000033875
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000033875
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=83677853&vc_end=84078420
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=2&vc_start=83677853&vc_end=84078420
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000019085
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000019085
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=3&vc_start=44032812&vc_end=44383765
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=3&vc_start=44032812&vc_end=44383765
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000043499
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=3&vc_start=60612624&vc_end=60743289
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=3&vc_start=60612624&vc_end=60743289
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000018303
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000018303
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=3&vc_start=68340274&vc_end=68375426
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=3&vc_start=68340274&vc_end=68375426
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000037936
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=4&vc_start=204577&vc_end=267186
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=4&vc_start=204577&vc_end=267186
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000001545
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000001545
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=4&vc_start=77365894&vc_end=77456942
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=4&vc_start=77365894&vc_end=77456942
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000011158
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000011158
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=5&vc_start=55624572&vc_end=55643245
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=5&vc_start=55624572&vc_end=55643245
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000021537
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000021537
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=5&vc_start=55823359&vc_end=55853261
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=5&vc_start=55823359&vc_end=55853261
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000024107
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000024107
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=5&vc_start=93386498&vc_end=93740852
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=5&vc_start=93386498&vc_end=93740852
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000033728
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000033728
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=7&vc_start=2598300&vc_end=2646817
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=7&vc_start=2598300&vc_end=2646817
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000007090
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000007090
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=7&vc_start=2690315&vc_end=2746083
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=7&vc_start=2690315&vc_end=2746083
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000007758
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000007758
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=7&vc_start=71286710&vc_end=71340149
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=7&vc_start=71286710&vc_end=71340149
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000011440
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000011440
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=8&vc_start=12441454&vc_end=12655523
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=8&vc_start=12441454&vc_end=12655523
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000010657
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000010657
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=8&vc_start=64914448&vc_end=65066218
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=8&vc_start=64914448&vc_end=65066218
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000002816
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000002816
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=8&vc_start=69210832&vc_end=69312581
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=8&vc_start=69210832&vc_end=69312581
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BIEC2_1061582 8 69242635  0.0004

BIEC2_1094360 9 52025071  0.0002  ENSECAG00000020172 ZFPM2 51969587 52536775 1
Affx-102176058 10 60197934  0.0006 ENSECAG00000013532 60194509 60262970 1
BIEC2_228521 13 28717537  0.0005 ENSECAGO00000007446 VPS35L 28636150 28794281 -1
Affx-102973742 14 49764400  0.0003  ENSECAG00000021916 CEP120 49705600 49775973 1
BIEC2_314422 15 29979361  0.0004 ENSECAGO00000011391 TET3 29955326 30052248 -1
BIEC2-328015 16 3377300 0.0004 ENSECAG00000023717 IQSEC1 3344517 3514608 -1
CUHSNP00050516 16 39731844  0.0003

CUHSNP00050520 16 39734265  0.0003 ENSECAG00000027868 PRKAR2A 39698459 39814613 1
CUHSNP00050523 16 39737618  0.0003

BIEC2_354526 16 61173586  0.0002  ENSECAG00000029267 60847058 61189550 -1
BIEC2_383579 16 84207260  0.0009  ENSECAG00000023263 RNF13 84068137 84240945 1
BIEC2_369238 17 14832738  0.0007 ENSECAGO00000007300 DCLK1 14591764 14908464 -1
BIEC2_374301 17 25235156  0.0003  ENSECAGO00000021923  GTF2F2 25182330 25329806 -1
BIEC2_402268 17 69539737  0.0005 ENSECAGO00000034795 69527227 69564120 -1
BIEC2_384595 17 75614147  0.0005  ENSECAGO00000036059 NALF1 75010372 75621220 -1
BIEC2_422173 19 115162  0.0009  ENSECAG00000006802 97800 483251 1
BIEC2_433276 19 29236173  0.0004  ENSECAG00000016072 29154898 29353584 1
BIEC2_466293 19 47249954  0.0003 ENSECAG00000020163 47208139 47303907 1
Affx-102780311 20 7671251  0.0003 ENSECAG00000018169 7633874 7874318 1
BIEC2_587917 21 27443294  0.0009 ENSECAGO00000000308 RICTOR 27398219 27506881 1
BIEC2_570368 21 49717613  0.0001  ENSECAGO00000010901 CTNND2 49170984 50051293 1
BIEC2_583748 22 16652941  0.0003  ENSECAG00000035989 16629354 16685853 -1
BIEC2_620898 23 24390937  0.0002 ENSECAG00000011075 RFX3 24342256 24554954 -1
BIEC2_630656 24 6653408  0.0005 ENSECAG00000009258 DAAM1 6643780 6807869 1

PALM2AK

BIEC2_661834 25 15616684  0.0004  ENSECAGO00000010552  AP2 15275695 15786806 1
BIEC2_719562 26 14223212  0.0008 ENSECAG00000017241 SAMSN1 14218064 14348831 -1
TBIEC2_779254 28 37504001  0.0003  ENSECAG00000010223 CACNALI 37483065 37602164 1
Affx-103054239 31 10834373  0.0003  ENSECAG00000000518 ARID1B 10733338 11144488 -1

En el conjunto de los 43 genes codificantes el analisis con el software PANTHER
(GO-Slim Molecular function) mostrd que los mayores clusters de genes enriquecidos
correspondian a: A) clase proteica: enzimas modificadoras (9,3%), reguladores
transcripcionales gen-especifico (7,0%), proteinas del metabolismo del ARN (7,0%),
transportadores (7,0%); B) funcion molecular: unién molecular (23,3%), actividad
catalitica (18,6%), actividad de transportador (11,6%) y regulacion de la actividad de
transportador (9,3%); C) procesos bioldgicos: celulares (55,8%), regulacion biologica
(34,9%) y procesos metabolicos (34,9%), localizacion (18,6%) y sefalizacion (9,3%).

Los datos detallados se muestran en las figuras N°20 A, By C.


http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000020172
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000020172
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=9&vc_start=51969587&vc_end=52536775
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=9&vc_start=51969587&vc_end=52536775
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000013532
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=10&vc_start=60194509&vc_end=60262970
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=10&vc_start=60194509&vc_end=60262970
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000007446
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000007446
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=13&vc_start=28636150&vc_end=28794281
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=13&vc_start=28636150&vc_end=28794281
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000021916
http://www.ensembl.org/equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000021916
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=14&vc_start=49705600&vc_end=49775973
http://www.ensembl.org/equus_caballus/contigview?chr=14&vc_start=49705600&vc_end=49775973
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Figura N°20: Clasificacion por ontologia génica de los genes identificados en las regiones
con asociacion significativa en los 44 caballos, utilizando el software PANTHER. A)

Clase proteica, B) Funcién molecular, C) Procesos biolégicos.

Finalmente, el andlisis de agrupamiento por ontologia génica para investigar las
funciones bioldgicas y moleculares asociadas con los genes identificados, que indica la
probabilidad de que los genes en una red se encuentren juntos de manera aleatoria. La

anotacion funcional de todos los términos se muestra en la Tabla N°19, y en el
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agrupamiento funcional, los tres clusters (Tabla N°20) indicaron que las funciones pueden

agruparse en sub-categorias principales, de actividad de unién a ADN y ATP, y actividad

kinasa y transferasa (Figura N°21).

Tabla N°19: Anotacidn funcional de 43 genes, mostrando la cantidad de genes en cada

categoria, el porcentaje de funciones asignadas sobre el total de funciones conocidas, y el

p-valor de la anotacion funcional.

Categoria Termino Cantidad % p-valor
Secuencia Residuos polares 30 69,8 1,157
Secuencia Region 40 93 1,45°
Secuencia Residuos éacidos y basicos 22 51,2 4,284
INTERPRO Sitios de unién EF 4 9,3 6,854
INTERPRO Plegamiento tipo armadillo 6 14 7,054
Funcion molecular  Unién de ADN 6 14 1,152
Secuencia Residuos Pro 11 25,6 1,152
Funcion molecular ~ Union de ATP 8 18,6 1,552
Proceso biolégico ~ Movilidad celular 2 4,7 2,952
dependiente de cilio
Via KEGG Via de sefializacion wtn 3 7 3,852
Secuencia Residuos acidos 6 14 4,182
Proceso bioldégico  Desarrollo embrionario 3 7 6,152
Funcion molecular  Actividad protein-kinasa 3 7 6,152
Funcion molecular  Kinasa 4 9,3 6,35
INTERPRO Plegamiento tipo armadillo 63 7 7,452
Funcion molecular  Ubiquitina ligada a prot K63 2 4,7 7,952
INTERPRO Dominio tipo protein-kinasa 4 9,3 9,052
Funcién molecular  Transferasa 6 14 9,352

Tabla N°20: Anotacién funcional por agrupamiento de 43 genes mostrando tres clusters

funcionales (functional annotation clustering).
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Cluster 1 Score de enriquecimiento 1.08  Cantidad  p-valor Bonferroni
Funcion molecular ~ Unién de ATP 8 1,552 7,081
Funcién molecular  Kinasa 4 6,352 5,71
INTERPRO Dominio tipo protein-kinasa 4 9,052 1,081
Funcién molecular ~ Transferasa 6 9,352 7,281
Ligando Unién de nucledtidos 4 1,981 8,1F1
Ligando Union de ATP 4 2,281 8,781
Cluster 2 Score de enriquecimiento 0.71 Cantidad  p-valor Bonferroni
INTERPRO Dominio tipo protein-kinasa 4 9,082 1,080
Secuencia Unién de ATP 3 2,381 1,080
INTERPRO Dom. catalitico de protein- 3 2 6E1 1.0F0
kinasa
secuencia Dominio de protein-kinasa 3 2,751 1,080
Cluster 3 Score de enriquecimiento 0.04  Cantidad  p-valor Bonferroni
Componente celular  Membrana 9 7,281 1,080
Dominios Transmembrana 7 9,481 1,080
Secuencias Transmembrana helicoidal 7 9,9%1 1,080
Térmings GO Componente integral de 6 9,51 1,80

membrana

A modo de ejemplo se localiz6 la ubicacion de los genes relacionados con actividad

kinasa identificados por anotacidn funcional, se encuentran en los cromosomas 7, 8, 16 y

17. En el caso de los genes PIP5K1C y ZFR2 (2 SNPs en el cromosoma 7) a una distancia

de 43,5 Kpb; los genes PIK3C3 y PIAS2 (3 SNPs), se localizan en el cromosoma 8, a una
distancia de 4 Mpb (Figura N°21 A y B).

BIEC2-975013

ECA7—

BIEC2-975070

A) 2,508,300

2.646.817

2.690.315

z.szu.ius 2.711.208
PIP5K1C PIYTT ZFR2
48.5 Kpb 55.7Kpb

2. 746,08
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BIEC2-1058703 BIEC2-1061577
64,949,614 £9.240.000
BIEC2-1061582
l l l&Q.ME.E‘OD
ECAS | PIK3C3 I PIAS2 —
4.1 Mpb
151.7 Kpb | 101.7Kpb
54.914.448 65.066.218 £9.210.838 £9.312581

B)

Figura N°21: Genes relacionados con actividad kinasa, identificados por anotacion
funcional. Los genes con actividad kinasa mostrados como ejemplo se encuentran en A)
cromosoma 7: PIPSK1C y ZFR2 (2 SNPs) y B) cromosoma 8: PIK3C3 y PIAS2 (3 SNPs),
respectivamente.
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IV. DISCUSION
4.1 Establecimientos

En el afio 2014, al evaluar la situacion en la cual se encontraba el E1 se determind
una prevalencia del 76,4 %, este elevado porcentaje de positivos indico la importancia de
la circulacion del virus de AIE en la poblacion equina estudiada. Mientras que, Jacobo et
al. en el afio 2001, informaron los resultados de tres Laboratorios de Red de la ciudad de
Corrientes con una seropositividad del 17,30 % sobre 846 caballos de trabajo de la region
noroeste de Corrientes, correspondiendo el 33,70% para San Luis del Palmar. En el afio
2003 sobre un total de 14.811 muestras obtuvieron una seropositividad del 16,3% para la
provincia, y para la region noroeste se establecié un 15,9% (Jacobo et al. 2003).

Segun datos publicados por SENASA (Durante et al.2008) en el afio 2008
analizando los resultados de los laboratorios oficiales de todo el pais, sobre 210.924
muestras, 0,95% de los animales resultaron positivos, para la provincia de Corrientes la
positividad alcanzd un 4,3%. En el afio 2017 mediante el sistema SIGLAB el SENASA
obtuvo 0,65 % de animales positivos sobre un total de 140.204 muestras de laboratorios
de red del Pais. Cabe destacar que las muestras remitidas a estos laboratorios
generalmente son de animales provenientes de establecimientos controlados, animales
destinados a actividades ecuestres y movimientos, por lo cual estos datos solamente nos
aproximan a la situacion epidemiolodgica del pais frente a la AlE.

En los Gltimos afios en nuestro pais se reportaron casos de AIE en zonas donde la
enfermedad estaba ausente o la presentacion de casos era esporadica. Como lo cita
Zambruno et al. (2016) en el hipddromo de San Isidro Buenos Aires se produjo un brote
con 6 animales enfermos, otro en Baradero provincia de Buenos Aires con un total de 53
casos documentado por Vissani et al. (2016). Etcheverry et al. reportaron en 2016 un
brote de AIE en la ciudad de Riobamba al sur de la provincia de Cérdoba con 14 animales
enfermos. En los reportes se presentaron animales con sintomas lo que llevé al control
serologico de los enfermos y de los animales en contacto. En todos los casos los animales
enfermos fueron sacrificados. SENASA establece en la Resolucion 617/2005, la
obligatoriedad de la realizacion de un test serologico antes del movimiento de equinos,
debiendo ser negativo para el traslado con una validez de 60 dias. Asimismo, se
recomienda a los propietarios que implementen el test al ingreso de equinos a los predios,

como también, un test diagndstico a la totalidad de los equinos del predio una vez por
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afio, a los efectos de la deteccion de reactores positivos. Del mismo modo obliga a que
los animales con diagnostico positivo sean eutanasiados o enviados a faena, con el
posterior saneamiento del establecimiento (Res 617/2015 SENASA).

Las diferencias en la prevalencia de la AIE dependen de diversos factores: como la
region geogréfica y sus ecosistemas, la densidad de poblacion de equinos y su dinamica
regional, también del nivel socio cultural de sus propietarios, consecuentemente la
asistencia sanitaria y profesional de los equinos y por ende del conocimiento de la
enfermedad, primordialmente en referencia a las formas de transmision. Por ello la
importancia del cumplimiento responsable de las medidas de prevencién y control,
impuestas por las autoridades y la responsabilidad del propietario son determinantes (De
la Sota, 2005).

Con el avance del ensayo se observaron como 12 animales seronegativos se
mantuvieron en esa condicién y los 14 restantes se positivizaron, sin haber presentado
sintomas de la enfermedad durante el periodo en estudio. Esto nos demostraria que donde
conviven animales sanos con enfermos y/o portadores asintomaticos, estan dadas las
condiciones para que se genere la transmision natural de la enfermedad. Cook et al.
(2013), menciona que la transmision de AIE en situaciones similares a estas puede
producirse en forma de brote. En este estudio se observd como en zonas endémicas de la
enfermedad la transmision natural se producia en forma lenta y no en brote, los
establecimientos tenian alta prevalencia, los animales pocas manifestaciones sintomaticas
y seguian prestando utilidad bajo un esquema adecuado de trabajo.

Es de vital importancia hacer referencia a que la misma disminuye cuando las
practicas realizadas por el veterinario o personal del establecimiento son controladas,
principalmente a la hora de no reutilizar agujas y jeringas entre los animales, destacando
que el virus permanece viable durante 96 horas aproximadamente en agujas
hipodérmicas. Ademas es importante recalcar que la infectividad viral en las partes
bucales de un insecto disminuye un 99% después de 1 hora y es indetectable a las 4 horas
posteriores a la alimentacion, al igual que, el volumen de sangre que transportan los
mismos es menor que el que podemos transferir en una aguja (Foil et al., 1987; Williams
etal., 1981; Cook et al. 2013).

Los cambios climaticos en la zona de estudio, que provocan que la humedad y la

temperatura se mantengan constantes durante el afio, provocan una alta densidad de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113513004707#bib0325
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113513004707#bib1170
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vectores como Tabanus sp, principales transmisores mecénicos de la enfermedad (Cook
et al. 2013).

La situacion que se refleja en este estudio demuestra como influye la presencia de
la enfermedad dentro de los predios de cria bovina donde el equino es una herramienta de
trabajo indispensable. En estos establecimientos, como ocurre en muchos otros de la zona,
los animales muestreados se encontraban en plena jornada de actividad, donde ninguno
de ellos manifestaba sintomas de la enfermedad y presentaban una buena condicion
corporal.

Por otra parte, es importante destacar que en la poblacién de equinos del E1
convivian 2 ponies, un macho y una hembra, ambos permanecieron sin sintomatologia
durante todo el ensayo, pero el macho a partir del afio 2015 mostro serologia positiva a
diferencia de la hembra que arrojo resultados negativos en todo el periodo estudiado. En
estudios experimentales infectando ponies y caballos con cepas virulentas para los
equinos, tanto caballos como ponies experimentaron enfermedad grave e incluso mortal,
mientras que los burros infectados de manera similar se mantuvieron clinicamente
normales con titulos virales mucho mas bajos que en equinos inclusive. No se sabe aln,
en la actualidad, si los burros son resistentes a la enfermedad por VAIE o si una vez que
este virus se ha adaptado a una especie de équidos no puede replicarse de manera 6ptima
en otra (Cook et al. 2013).

En el E2, en el afio 2015 la manada de yeguas Y el padrillo evidenciaron serologia
positiva. En el afio 2016 la serologia fue negativa en los 7 potrillos de 11 meses de edad,
en cuanto a la camada del 2017 se muestreo cuando los 9 potrillos tenian 8 meses de edad
y en este caso 8 fueron negativos y 1 potrillo positivo a la serologia. Estos resultados,
sumados a los antecedentes de varias camadas de hijos seronegativos, revelan como
animales con la forma inaparente de la enfermedad pueden tener hijos seronegativos, a
pesar de que hay autores que afirman (Colaham, 2000; Morales Bricefio et al. 2015;
Radostits et al., 2002), que en ocasiones el virus puede pasar la barrera placentaria,
producirse una infeccidn intrauterina, infectar al feto y provocar el aborto o el nacimiento
de potros infectados que frecuentemente mueren en los meses siguientes. Craigo y
Montelaro, 2008, citan que la transmision in Gtero de la yegua al potrillo es rara 0 muy
poco frecuente, en cambio Cook (2013) sefialo que tales exposiciones tienen el potencial

para la transmision y con mayor riesgo si aumentan los niveles de viremia. La via
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digestiva también es considerada como una posible via de transmision del virus, a través
de la leche, en potrillos lactantes (CFSPH, 2009). Sin embargo, hemos visto potrillos que
amamantaron de sus madres positivas hasta los 8 meses de vida, mostraron resultados
negativos en su serologia. Asimismo, hay que destacar que el potrillo con resultado
positivo a los 8 meses de vida arrojo resultado negativo en el control seroldgico realizado
al afio de vida, esto se deberia a que los ACs maternos pueden interferir con el diagnéstico
por medio de la técnica de IDGA (test de Coggins) hasta los 9 meses de edad del potrillo
(Sellon y Long 2007).

4.2 Serologia

El desempefio de la técnica de FPA expuso valores de concordancia excelentes
(Kappa 0,88-0,93) por establecimiento y en la totalidad de las muestras. El analisis ROC
manifesto valores de sensibilidad de 93,7 a 100% Yy de especificidad de 93,4 a 96,9 %
para la técnica de FPA en este ensayo. Estimando un punto de corte entre 81,5 mP para
las muestras del laboratorio privado y 98.6 mP en las muestras a campo, podemos inferir
que las variaciones podrian verse afectadas por las diferentes situaciones epidemioldgicas
predominantes de los establecimientos. Estando en conocimiento de que los equinos del
ensayo eran animales seropositivos y seronegativos a AIE, y se encontraban conviviendo
en el mismo lugar. Ademas las muestras provenientes del laboratorio privado en su
mayoria derivaban de establecimientos controlados en los cuales es poco probable que
los equinos tengan contacto con animales enfermos. Al mismo tiempo, debemos tener en
cuenta la cantidad de muestras analizadas como otro factor importante a la hora de
estandarizar un posible punto de corte para esta técnica.

Tencza et al. en 2000, realizaron ensayos con muestras de equinos para
diagnostico de AIE por medio de la técnica de FPA 'y los resultados demostraron que la
reactividad de FPA se correlacion6 con los resultados informados para IDGA en 106/106
muestras de suero negativas (100% de especificidad) y en 135/151 muestras de suero
positivas (89.4% de sensibilidad) con un punto de corte de 81 mp. Por otra parte, Juliarena
et al. en 2006 reportaron que la sensibilidad de la técnica de FPA para AIE fue del 91.8%
al compararla con IDGA. Realizando una modificacion en la configuracion espacial del
péptido sintético, estos autores obtuvieron una correlacion del 100%. La simplicidad
practica y rapidez de la técnica propone como una excelente prueba para validar en un

futuro inmediato para el diagnostico de AlE.
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La técnica de ELISAc expuso concordancias adecuadas (Kappa 0,77) a excelentes
(Kappa 0,96) frente a Coggins. Asimismo, los valores de sensibilidad variaron 92,3 a 94,7
%, especificidad 87,5 a 100% con un punto de corte de entre 0,272 a 0,299 DO. Paré y
Simard en 2004, obtuvieron con el mismo kit de ELISAc empleado en este estudio en
comparacion con Coggins, valores de sensibilidad del 100%, especificidad del 93.3%, y
un valor Kappa de 0.93.

Sandrigo et al. (2021) alcanzaron concordancias excelentes entre la técnica de
ELISAc versus IDGA con un coeficiente Kappa de 0,89. El analisis ROC reveld una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 95,45%, de las 28 muestras positivas para
IDGA, 26 resultaron positivas para ELISAc. El area bajo la curva (AUC) obtenido fue de
0,997 demostrando ser una técnica eficaz remarcando la importancia de contar con un
diagnostico efectivo y rapido para mejorar las situaciones contra la lucha de esta
enfermedad, y poder incorporarla en la rutina diaria, principalmente como técnica
screening. Posteriormente Espasandin et al. 2021 en un ensayo realizado con el mismo
test de ELISAc obtuvieron valores de kappa 0,82, sensibilidad de 92 % y especificidad
de 90%.

Cabe agregar que 19 de las muestras de animales tomadas en 2014 y en 2017
(figuras 5 y 6) fueron analizadas por las tres técnicas, solo las muestras 1 y 2 arrojaron
resultados disimiles al resto mostrando resultados positivos frente al ELISAc y negativos
a las otras dos técnicas; se podria inferir que estos animales se encontraban incubando la
enfermedad, situacion que no se logr6é confirmar debido a que los muestreos en el
establecimiento no pudieron continuarse. Bolfa et al. en 2008 resaltaron la utilidad de la
prueba de ELISA cuando las tasas de ACs son bajas y no son detectadas por la IDGA,
apuntando hacia la deteccion temprana del inicio de la enfermedad. Estos autores
proponen realizar diagndstico por ELISA y confirmacion por Test de Coggins debido a
que la primera podria detectar falsos positivos. Marquez Alvarado et al. en 2015
obtuvieron valores Kappa de 0,53 con una sensibilidad del 100% y una especificidad del
97%. Estos autores resaltaron la sensibilidad del ELISAc aun cuando los animales posean
una baja tasa de ACs. Issel et al. (2013), sefialaron la necesidad del uso de pruebas
serologicas que se apoyen entre si, proponiendo repetir el ELISA en aquellos casos que

resulten positivos, y si la seropositividad continua, realizar IDGA. En caso de ser positivo
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en esta Ultima reportar como positivo, de lo contrario sugieren realizar inmunoblot para

emitir el diagndstico definitivo.

4.3 Asociacion genomica

La identificacion de la naturaleza de la susceptibilidad del huésped ante un
patdgeno, permite obtener un panorama mas amplio y completo para elaborar una defensa
0 tratamiento especifico para ese patdgeno. Esto se debe en gran parte a que la mayoria
de las enfermedades infecciosas exhiben una especificidad de huésped claramente
delineada, tanto en su capacidad de infectar como en el resultado de la infeccion, y la
especificidad de hospedador es considerada como el resultado de la co-evolucion entre el
patdgeno y el hospedador. De este modo, el estudio de asociacion de genoma amplio
(GWAS) permitiria identificar diferencias significativas entre individuos infectados e
individuos no infectados debido a la condicion sanitaria, que en este caso es la infeccion
por el virus de AlE.

El objetivo de los estudios GWAS es identificar asociacion de genotipos con
fenotipos evaluando las diferencias en las frecuencias alélicas de variantes genéticas entre
individuos que son ancestralmente similares pero que difieren fenotipicamente (Uffelman
etal., 2021). Las variantes comunmente mas estudiadas son los SNPs, y el estudio reporta
bloques de SNPs correlacionados que muestran asociacién estadisticamente significativa
con el carécter de interés, conocidos como loci de riesgo genémico.

Como primer paso se definié el caracter fenotipico. Este rasgo fenotipico definido
para cada animal de ambos establecimientos estudiados, considerd el diagnéstico de
diferentes técnicas (Test de Coggins, ELISAc y FPA) para detectar la presencia de la
infeccion por AIE. De este modo se definid el estado de infectado (seropositivo) y no
infectado (seronegativo) y se seleccionaron para tipificar con el arreglo de ADN de
mediana densidad, aquellos animales incluidos inequivocamente en uno de los dos
estados (E1: Figuras 14a-14b/ E2: Figuras 15 y 16a-16b). Posteriormente, el filtrado de
datos de tipificacion excluy6 animales, debido a la calidad de los genotipos, por lo que se
analizaron aquellos con mas del 90% de exito de genotipado. Ademas, en el proceso de
filtrado de calidad de datos se excluyeron SNPs con error de genotipado >5%. Con estos
parametros, el nimero total de animales con resultados de genotipificacion de calidad fue
de 44 caballos, con 57.942 SNPs (Tabla 16).
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Previamente al analisis de asociacion, se realizo el analisis global de los datos
genomicos para verificar la diversidad a nivel de todo el genoma en el conjunto de
animales analizados. La importancia de este paso radica en que se ha demostrado que hay
regiones del genoma que poseen niveles mayores o menores de variacion genética
comparada al promedio del genoma del caballo, ej.; analizando 534 caballos de 44 razas
diferentes mediante secuenciacion de genoma amplio (WGS) (Durward-Akhurst et al.,
2021). Este hecho, enfatiza la necesidad de realizar una busqueda de asociacion teniendo
en cuenta el bagaje genético del grupo de caballos analizados.

La diversidad gendmica en el conjunto de datos genémicos obtenidos para todos
los caballos, reveld valores promedio de heterocigosis esperada, de He= 0,3221, y varid
entre 0,3342 y 0,3033 (cromosomas 26 y 13, respectivamente) (figural7). Los caballos
seropositivos presentaron mayor valor de heterocigosis en promedio que los
seronegativos, pero en diferentes cromosomas, en tanto que el cromosoma 13 presento
los menores valores de He en ambos grupos y en el total. Estos valores de He se
encuentran dentro del rango esperado de heterocigosis gendmica en otras razas de
caballos analizados con arreglos de mediana y alta densidad (Petersen et al., 2013; Corbi
Botto et al., 2019), sin embargo, los valores obtenidos superan lo reportado por Petersen
et al., (2013) en el anélisis de 38 razas equinas, quienes observaron valores de He entre
0,236 (Clydesdale) y 0,337 (Paint).

Como medida de la reduccion promedio en la heterocigosis de una subpoblacion
debido a la deriva génica, y para medir el efecto de la diferenciacion genética de la
subdivisién de la poblacién (Figura 18), el indice Fst mostré el mayor valor en el
cromosoma 25 (Fst = 0,05831), indicando que el 5% de la diferenciacion se debe a
diferencias genéticas entre los dos grupos, y el menor valor de diferenciacion en el
cromosoma 18 (Fst = 0,02192), es decir, un 2% de diferencias genéticas.

Para determinar si existe asociacion entre el caracter fenotipico y la composicion
gendmica de los dos grupos de animales, la estimacion se realiz6 en cada cromosoma por
separado mediante la aplicacion del test de asociacidn por SNP (single marker association
test), y se agruparon los valores de p en cuatro categorias: P1 = <0,0001, P2 = 0,0019-
0,009, P3 = 0,01-0,05, P4 = >0,05; los resultados se expresaron de manera grafica por
medio del plot de Manhattan (Figura 19). En este grafico se muestra la distribucion de

cada una de las variaciones gendémicas en cada posicién cromosoémica en funcion de su
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significancia estadistica, quedando por encima del umbral delimitado por la linea negra
los SNPs con significancia estadistica mayor a p=0.01, y aquellos con p<=0,001 por
encima de la linea azul.

De este modo, se identificaron 110 SNPs con valores de asociacion significativa,
con distribucion variable entre cromosomas (Tabla 17). No se hallaron SNPs con p-
valores significativos en los cromosomas 6, 11, 18, 29 y 30.

La determinacion del contenido de genes de las posiciones de los SNPs se realizé
mediante el andlisis funcional y enriquecimiento génico. La busqueda con el set de datos
conteniendo los 110 SNPs revel6 la identidad de 60 genes (Tabla 18). Todos los SNPs
menos 50 se localizaron en regiones génicas, conteniendo al menos un gen equino

reportado en la base de datos Ensembl (https://www.ensembl.org). Los 60 genes extraidos

incluyeron 43 genes codificantes y 9 especies de ARNs no codificantes (Tabla 18). Se
observaron en algunos casos, hasta 3 SNPs con alto valor de significancia pertenecientes
a un mismo gen.

Si bien el genoma equino de referencia (Wade et al., 2009) ha dado las bases para
la investigacion en poblaciones de caballos (Rebolledo-Mendez et al., 2015; Raudsepp et
al., 2019), y a pesar del progreso continuado en la comprension de la naturaleza de las
enfermedades genéticas en caballos, las variantes que causan patologias se identificaron
en menos del 20% de las enfermedades reconocidas con causas genéticas (Online
Mendelian Inheritance in Animals, OMIA). Como ocurre en humanos, muchas de las
regiones de interés que son significativas en los estudios GWAS, encontradas para rasgos
de caballos, se encuentran en regiones no codificantes del genoma (Durward-Akhurst et
al., 2021). Este hecho se ve reflejado en la reduccion a casi la mitad de la cantidad de
SNPs con asociacion significativa debido a la presencia de 50 SNPs localizados en
regiones no génicas, y las 9 especies de ARNs no codificantes. La funcion desconocida
de esas regiones ha sido un impedimento para confirmar las variantes causales, lo que es
necesario para desarrollar tests efectivos o tratamientos, por lo que es critico establecer
una explicaciéon de lo que es una variacion normal para vincular el genotipo con el
fenotipo (Yngvadottir et al., 2009; Genomes Project et al., 2010; Durward-Akhurst et al.,
2021).

En el conjunto de los 43 genes codificantes el analisis de enriquecimiento génico

agrupando por clase proteica, funcion molecular y procesos bioldgicos, revel6 que las
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principales categorias corresponden a proteinas y enzimas con actividades modificadoras,
reguladores de la transcripcion gen-especifico, metabolismo del ARN y transportadores
(30,3%), en tanto que el 62,8% corresponde a genes cuyos productos cumplen funciones
moleculares de union, actividad catalitica, actividad de transportador y regulacion de la
actividad de transportador (Figura 20a, b y c). Estas funciones y los productos de los
genes involucrados, podrian tener un significado en los mecanismos de entrada de la
particula viral a la célula, asi como la evasion de sistema inmune para hacer efectiva la
infeccion.

Finalmente, se realiz6 el analisis de agrupamiento por ontologia génica para
investigar las funciones bioldgicas y moleculares asociadas con los genes identificados,
que indica la probabilidad de que los genes en una red se encuentren juntos de manera
aleatoria. La anotacion y el agrupamiento funcional (Tabla 20), permitieron identificar
tres clusters cuyas funciones pueden agruparse en sub-categorias principales, de unién a
ADN, regulacion transcripcional, y de actividad kinasa y transferasa (Figura 21). Como
ejemplo, cuatro de los genes relacionados con actividad kinasa identificados por
anotacion funcional, localizados en el cromosoma 7 (PIP5SK1C y ZFR2 - 2 SNPs) y en el
cromosoma 8 (PIK3C3 y PIAS2 - 3 SNPs) se encuentran a distancias tales (Figura 21)
que la significancia estadistica de la asociacién no se deberia al ligamiento genético,
pudiendo tener un significado en la funcion especifica de cada producto génico en la via
en la que participa.

La literatura menciona méas de 5.700 estudios GWAS realizados para analizar
alrededor de 3.300 rasgos, dando como resultado el conocimiento de numerosas variables
asociadas Yy replicables para muchos caracteres heredables, e identificando asociaciones
genéticas confiables para varios fenotipos (Uffelmann et al., 2021). Entonces, el siguiente
desafio es interpretar estas asociaciones en un contexto biol6gico y gendmico.
Considerando que muchos estudios GWAS han mostrado que la mayoria de los rasgos
estan influenciados por cientos o miles de variantes causales que confieren
individualmente poco riesgo, y que estdn comunmente asociadas con muchos otros rasgos
y correlacionadas con variantes causales y no causales que estan fisicamente cercanas
como resultado del desequilibrio de ligamiento, las inferencias bioldgicas causales se
tornan mas complicadas (Skol et al., 2006; Bomba et al., 2017; Uffelmann et al., 2021).
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Otros factores a considerar, es que las asociaciones pueden diferir a lo largo de las lineas
ancestrales, haciendo més dificil la comparacion entre grupos de individuos.

Teniendo en cuenta que el presente trabajo constituye el primer estudio a gran
escala para investigar los factores genéticos que contribuyen a la potencial resistencia de
la infeccion por el VAIE, y a partir de los resultados obtenidos bajo las condiciones de
estudio y de acuerdo a la hipétesis planteada inicialmente, no se puede afirmar que existan
equinos con determinadas caracteristicas genéticas que le confieran esta condicion
particular. Los SNPs con asociacion estadistica significativa identificados en los distintos
cromosomas, pueden indicar que el riesgo para esta enfermedad no se explica por un
unico locus principal; en forma adicional, debemos considerar que la presencia de un
unico SNP asociado podria indicar que los SNPs en esta region no serian capaces de
sefialar apropiadamente una region asociada en este grupo de animales. Otros factores a
considerar corresponden a: el nimero de animales empleados; todos los casos provienen
de infecciones naturales, aunque no esta discriminado si la infeccion se debe a una cepa
viral determinada; el trasfondo genético de los animales, como presencia de cruzas o
contribuciones genéticas de determinadas razas; el sexo y edades podrian haber
impactado en los resultados obtenidos si fuera méas probable que el efecto genético de la
infeccion se manifestase dependiendo de edad o sexo. A este respecto, debido al nimero
relativamente reducido de muestras, y dado que el nimero de hembras (22) y el de machos
(29), la distribucion con respecto al sexo no se consider6 para investigar la asociacion.
Ademas, el fenotipo usado en este estudio, seronegativo o seropositivo, es probablemente
el resultado de factores adicionales, tanto genéticos como ambientales, incluyendo
interacciones mas complejas que se pueden ver influenciadas por la edad, el sexo y la
raza.

Los resultados de asociacion obtenidos en el analisis GWAS son de naturaleza
estadistica. Las caracteristicas particulares de este estudio, podrian indicar que la
asociacion corresponde a un grupo de productos génicos involucrados en la entrada y
procesamiento de la particula viral, a través de mecanismos de regulacion de la expresion

de determinados productos genicos.
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V. CONCLUSIONES

Al evaluar la transmision horizontal de la enfermedad, se pudo apreciar que, si bien
existen condiciones como las ambientales y la presencia de vectores para que se produzca
la misma, la implementacion de medidas de manejo y control sobre los animales podria
favorecer la disminucién de aparicion de casos.

Con respecto a la transmision vertical se observd como los potrillos, permanecian
seronegativos frente a la AIE, esto podria atribuirse a que al recibir un buen calostrado y
ser amamantados por sus madres positivas, les brindaria una importante proteccion
inmunoldgica que evitaria su contagio. Ademas de las medidas de manejo sanitario
aplicadas como la separacion de los potrillos al destete, y las condiciones de los padres
en estado inaparente. Destacando que se encuentran en las mismas condiciones endémicas
con la presencia de los principales transmisores de la enfermedad.

En cuanto al desempefio de las pruebas diagndsticas, el FPA fue superior al del
ELISAc en las muestras de campo y viceversa en las de laboratorio (animales
controlados). Cabe destacar que al aumentar el nimero de muestras analizadas por la FPA
se evidencia valores de Se 93,7% y Sp 96,9%, lo que por su simplicidad préctica, su
rapidez y su objetividad a la hora de interpretar los resultados, se propone como una
excelente prueba para validar en un futuro inmediato para el diagndstico de la AlE.

El estudio de asociacion gendmica no detectd evidencia de que la presencia de
determinados alelos, en los loci génicos analizados en el presente trabajo, sean
determinantes de la infeccion por el VAIE. La evidencia obtenida muestra que la
interaccidn entre el virus y el hospedador podria depender del producto de varios loci
génicos, interacciones focalizadas a las funciones de entrada a la célula a través de la
membrana, union de ATP y otras moléculas especificas, regulacion de la transcripcién de
determinados genes y modificaciones debidas a la accion de proteinas kinasas y
transferasas.

Dado que no se han reportado estudios de genoma amplio para la infeccién por AIE
en otras poblaciones o razas de caballos, este trabajo brinda una primer y valiosa
evidencia de cuales serian los genes cuyas variantes tendrian un rol en funciones
moleculares definidas y especificas, y asi investigar las posibles variantes regulatorias,
considerando la potencial interaccion del conjunto de genes que participan en vias

comunes.
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VI. PROPUESTAS

Ampliar las investigaciones sobre la transmision vertical de la enfermedad,
realizando un seguimiento de los animales mas de cerca y por un periodo de tiempo méas
extenso.

Analizar una mayor cantidad de muestras por la técnica de FPA para asi establecer
un punto de corte mas certero.

Ampliar la investigacion enfocandose en el analisis del conjunto de resultados
obtenidos, o anélisis de productos génicos particulares involucrados en una o mas vias y
procesos celulares encontrados como asociados a la condicion sanitaria de los caballos
analizados, asi como también contemplar tipos o razas para identificar las relaciones

hospedador patdgeno especificas que determinen el desarrollo de la enfermedad.

Replicar y validar la asociacion estadistica hallada y determinar si alguno de los
loci que alcanzaron significancia estadistica sugestiva en este estudio contribuye al riesgo

de la enfermedad.
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ANEXO

Tabla N°1: Resultados serologia E1 FPA/ELISAc afios 2014 y 2017.

FPA ELISAC

El 2014 | 2017 | 2014 | 2017
MZz001 | 59,2 | ©1 0,7 0,44
mMz002 | 712 | 733 | 078 | 0,125
MZ003 | 65,7 | 1999 | 0,97 | 0,062
MZz004 | 74,9 |1431| 067 | 0,038
MZ005 | 58,4 |120,7| 0,74 | 0,055
Mz006 | 46 |1265| 0,63 | 0,043
MZz007 | 53,7 |15831| 069 | 0,065
MZz008 | 785 | 48 0,73 | 0,829
MZz010 | 45,3 | 462 | 0,77 | 0,845
MZ012 | 61,1 | 936 | 068 | 0,99
MZz013 | 453 | 179 | 0,75 | 1,108
MZz014 | 62,8 | 198 | 0,62 | 0,054
MZ015 | 47,7 | 1793 ] 073 | 0,047
MZz016 | 359 | 224 | 045 | 0,596
MZz018 | 9,2 | 965 | 07 1,036
MZ019 | 18,7 | °/.7 | 053 | 0,106
MZ020 | 41,4 |1334| 066 | 0,053
MZ022 | 46,1 |210,7| 069 | 0,137
MZ023 | 401 | 394 | 082 | 0,828

Tabla N°2: Resultados serologia E1 por las técnicas de Coggins, FPA y ELISAc

tubo/sobre# | Coggins
2017 FPA ELISAC
MZ001 Negativo 17,9 1,108
MZ012 Negativo 22,4 0,596
MZ006 Negativo 39,4 0,828
MZ127 Negativo 423 0,991
MZ020 Negativo 46,2 0,845
MZ007 Negativo 48 0,829
MZ122 Negativo 48,7 0,339
MZ014 Negativo 51 0,44
MZ128 Negativo 52,2 0,395
MZ126 Negativo 53,3 0,321
MZ022 Negativo 53,6 0,99
MZ124 Negativo 53,7 0,276
MZ013 Negativo 56,5 1,036




MZ023 Negativo 57,7 0,106
MZ109 Negativo 57,9 0,395
MZ002 Negativo 73,3 0,125
MZ108 Negativo 83 0,246
MZ121 Positivo 103 0,047
MZ063 Positivo 107,9 0,048
MZ074 Positivo 114,5 0,438
MZ125 Positivo 1145 0,051
MZ005 Positivo 120,7 0,055
MZ056 Positivo 125,2 0,077
MZ015 Positivo 126,5 0,043
MZ018 Positivo 133,4 0,053
MZ004 Positivo 143,1 0,038
MZ107 Positivo 143,5 0,317
MZ076 Positivo 144 .4 0,049
MZ049 Positivo 147 0,048
MZ077 Positivo 148,5 0,05
MZ016 Positivo 153,1 0,065
MZ103 Positivo 156,5 0,054
MZ008 Positivo 158 0,054
MZ039 Positivo 161,9 0,046
MZ093 Positivo 168,8 0,054
MZ010 Positivo 179,3 0,047
MZ075 Positivo 179,4 0,068
MZ098 Positivo 187,8 0,053
MZ072 Positivo 189,1 0,043
MZ117 Positivo 191,8 0,069
MZ003 Positivo 195,9 0,062
MZ096 Positivo 204,2 0,065
MZ123 Positivo 204,4 0,054
MZ019 Positivo 210,7 0,137

Tabla N°3: Resultados serologia E2 por las técnicas Coggins, FPA y ELISAc

E2 Coggins FPA ELISAc
MZ129/15 | positivo 197,5 0,085
MZ130/16 | Negativo 98,6 0,878
MZz131/15 | positivo 228,4 0,127
MZ132/16 | Negativo 90,5 0,579
MZ133/15 | positivo 1419 0,259

83



MZ134/16 | Negativo 89,1 0,055
MZ135/15 | positivo 182,1 0,09

MZ136/16 | Negativo 24,8 0,637
MZz137/15 | positivo 200,2 0,087
MZ138/16 | Negativo 98,4 0,971
MZ139/15 positivo 2242 0,076
MZ140/16 | Negativo 72,7 0,69

MZ141/15 positivo 300,7 0,678
MZ142/16 | Negativo 79,1 0,984
MZ143/15 positivo 2471 0,189
MZ144/15 | positivo 198,5 0,062
MZ145/15 | positivo 230,1 0,272
MZ146/15 | positivo 166,1 0,056
MZ147/17 | Posit/neg. 113,8 0,228
MZ148/17 | Negativo 64,5 0,758
MZ149/17 | Negativo 70,1 0,79

MZ150/17 | Negativo 69,3 0,803
MZ151/17 | Negativo 85,5 1,683
MZ152/17 | Negativo 65,8 0,732
MZ153/17 | Negativo 1145 1,07

MZ154/17 | Negativo 41,4 0,738
MZ155/17 | Negativo 31,8 0,664
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Tabla N°4: Resultados de 114 muestras de Laboratorio de RED por las técnicas de Coggins, FPA

y ELISAC.
Orden | Coggins | FPA |ELISAc Orden | Coggins | FPA |ELISACc

1 Positivo | 178,7 | 0,047 37 | Negativo | 109,6 | 0,403
2 Positivo | 205,7 | 0,051 38 | Negativo | 100,7 | 0,454
3 Positivo | 230,8 | 0,055 39 | Negativo | 51,7 | 0,492
4 Positivo | 189,5 | 0,06 40 | Negativo | 45,1 | 0,495
5 Positivo | 187,7 | 0,061 41 | Negativo | 74,1 0,5

6 Positivo | 147,8 | 0,07 42 Positivo | 84,1 0,51
7 Positivo | 186,5| 0,07 43 | Negativo | 64,3 | 0,515
8 Positivo | 105,5| 0,071 44 | Negativo | 60,2 | 0,527
9 Positivo | 192,3 | 0,117 45 | Positivo | 53,2 | 0,531
10 | Positivo | 79,6 | 0,189 46 | Negativo | 18,7 | 0,534
11 Positivo | 223,3 | 0,205 47 | Negativo | 50,6 | 0,547
12 | Positivo | 154,7 | 0,206 48 | Negativo | 73,1 | 0,549
13 Positivo | 222,8 | 0,206 49 | Negativo | 48,4 | 0,577
14 | Positivo | 179,9 | 0,211 50 | Negativo | 51,7 | 0,585




15 | Positivo | 187,3 | 0,212 51 | Negativo | 69,5 | 0,586
16 Positivo | 167,1 | 0,213 52 | Negativo | 63,9 | 0,593
17 | Positivo | 180,1 | 0,215 53 | Negativo | 48,5 | 0,598
18 Positivo | 238,5 | 0,217 54 | Negativo | 67,1 | 0,603
19 Positivo | 239,5 | 0,217 55 | Negativo | 71,1 | 0,607
20 | Positivo | 222,5| 0,219 56 | Negativo | 62,8 | 0,616
21 Positivo | 191,4 | 0,22 57 | Negativo | 73,3 | 0,618
22 | Positivo | 162,8 | 0,221 58 | Negativo | 69,6 | 0,62

23 Positivo | 231,5 | 0,228 59 | Negativo | 63,5 | 0,627
24 | Positivo | 191,5| 0,229 60 | Negativo | 86,7 | 0,631
25 | Positivo | 261,9 | 0,229 61 | Negativo| 62,9 | 0,631
26 Positivo | 187,4 | 0,234 62 | Negativo | 46 0,632
27 | Positivo | 187,3 | 0,236 63 | Negativo | 22,4 | 0,639
28 Positivo | 203,6 | 0,238 64 | Negativo | 56,8 | 0,643
29 | Positivo | 91 0,246 65 | Negativo | 60,3 | 0,647
30 Positivo | 215,7 | 0,249 66 | Negativo | 27,4 | 0,653
31 Positivo | 231,9 | 0,251 67 | Negativo| 68 0,658
32 | Positivo | 218,2 | 0,252 68 | Negativo | 41,8 | 0,659
33 Positivo 84 0,256 69 | Negativo | 41,4 | 0,659
34 | Positivo | 169,1 | 0,276 70 | Negativo | 52,7 | 0,662
35 Positivo | 161,3 | 0,287 71 | Negativo | 40,8 | 0,666
36 | Positivo | 122,3 | 0,299 72 | Negativo | 74,9 | 0,671

Orden | Coggins | FPA |ELISAc Orden | Coggins | FPA |ELISAc

73 | Negativo | 45,7 | 0,673 94 | Negativo | 69,8 | 0,73

74 | Negativo | 61,1 | 0,684 95 | Negativo | 54,2 | 0,739
75 | Negativo | 67,8 | 0,685 96 | Negativo | 58,4 | 0,743
76 | Negativo | 53,7 | 0,692 97 | Negativo | 45,3 | 0,745
77 | Negativo | 46,1 | 0,692 98 | Negativo | 43,2 | 0,747
78 | Negativo | 46,4 | 0,694 99 | Negativo | 53,4 | 0,748
79 | Negativo | 9,2 0,695 100 | Negativo | 35,9 | 0,751
80 | Negativo | 68,5 | 0,699 101 | Negativo | 71,6 | 0,756
81 | Negativo | 59,2 0,7 102 | Negativo | 45,3 | 0,766
82 | Negativo | 91,3 | 0,702 103 | Negativo | 59,6 | 0,769
83 | Negativo | 17,2 | 0,703 104 | Negativo | 37,5 | 0,774
84 | Negativo | 45,8 | 0,707 105 | Negativo | 71,2 | 0,784
85 | Negativo | 41,8 | 0,709 106 | Negativo | 60 0,787
86 | Negativo | 56,4 | 0,712 107 | Negativo | 53,9 | 0,808
87 | Negativo| 71 0,714 108 | Negativo | 40,1 | 0,816
88 | Negativo| 63,1 | 0,714 109 | Negativo | 28,5 | 0,837
89 | Negativo| 71,5 | 0,716 110 | Negativo | 41,2 | 0,854
90 | Negativo| 92,6 | 0,72 111 | Negativo | 63,6 | 0,891
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91 | Negativo | 78,5 | 0,726 112 | Negativo | 40,3 | 0,947
92 | Negativo | 47,7 | 0,728 113 | Negativo | 65,7 | 0,968
93 | Negativo | 57,7 | 0,73 114 | Negativo | 55,3 | 1,057

Tabla N°5: Valores de Diversidad genémica (He) estimada en cada cromosoma.

Heterocigosis | Heterocigosis Heterocigosis
esperada esperada esperada
Cromosoma (todos) (seropositivos) | (seronegativos)
ECA1 0,3199 0,3150 0,3125
ECA?2 0,3211 0,3146 0,3160
ECA3 0,3250 0,3190 0,3194
ECA 4 0,3320 0,3294 0,3207
ECAS 0,3156 0,3115 0,3079
ECA6 0,3263 0,3217 0,3222
ECA7 0,3223 0,3172 0,3159
ECA 8 0,3282 0,3243 0,3173
ECA9 0,3177 0,3128 0,3132
ECA 10 0,3222 0,3157 0,3188
ECA 11 0,3200 0,3155 0,3149
ECA 12 0,3212 0,3171 0,3138
ECA 13 0,3033 0,3006 0,2944
ECA 14 0,3152 0,3100 0,3108
ECA 15 0,3209 0,3173 0,3112
ECA 16 0,3209 0,3184 0,3085
ECA 17 0,3255 0,3184 0,3223
ECA 18 0,3277 0,3274 0,3123
ECA 19 0,3190 0,3177 0,3046
ECA 20 0,3243 0,3225 0,3136
ECA 21 0,3223 0,3175 0,3158
ECA 22 0,3184 0,3114 0,3168
ECA 23 0,3235 0,3259 0,3034
ECA 24 0,3146 0,3090 0,3096
ECA 25 0,3214 0,3178 0,3136
ECA 26 0,3342 0,3334 0,3199
ECA 27 0,3302 0,3290 0,3164
ECA 28 0,3116 0,3084 0,3024
ECA 29 0,3217 0,3217 0,3084
ECA 30 0,3268 0,3223 0,3214
ECA 31 0,3310 0,3260 0,3248
ECA X 0,2731 0,1767 0,2685
VALORES
PROMEDIO (no | 0,32206078 0,31832994 0,3136473
incluye X)

86



Tabla N° 6: valores de Fst obtenidos para cada cromosoma equino en la muestra analizada.

Cromosoma Fst medio Fst ponderado
ECA1 0,0332049 0,0434113
ECA?2 0,0284644 0,0346021
ECA3 0,0230269 0,0296446
ECA 4 0,0234069 0,0292081
ECAS5 0,027365 0,0324982
ECA 6 0,0389383 0,0488813
ECA7 0,0258773 0,0330956
ECA8 0,033496 0,0424392
ECA9 0,0265689 0,0342388
ECA 10 0,0223639 0,029765
ECA 11 0,022312 0,0286436
ECA 12 0,0333388 0,0453709
ECA 13 0,0228223 0,0262873
ECA 14 0,0461787 0,0557272
ECA 15 0,023506 0,0296707
ECA 16 0,0223112 0,0273007
ECA 17 0,0359512 0,043593
ECA 18 0,0219259 0,0280789
ECA 19 0,0238557 0,0314981
ECA 20 0,0335794 0,039672
ECA 21 0,0285422 0,0336457
ECA 22 0,0399002 0,0491357
ECA 23 0,0273792 0,0346422
ECA 24 0,0241472 0,0295372
ECA 25 0,0583138 0,0795727
ECA 26 0,0224187 0,0301789
ECA 27 0,0338778 0,042972
ECA 28 0,0309906 0,0370526
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ECA 29 0,0302944 0,0421361
ECA 30 0,0296857 0,0350665
ECA31 0,0314801 0,0387611
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