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INTRODUCCION

Las enfermedades virales en el ganado bovino constituyen una causa importante de
problemas sanitarios asociados con pérdidas econémicas en la industria ganadera bovina.
La infeccién por el Virus de la Leucosis Bovina (VLB) tiene un comportamiento endémico
a nivel mundial. La enfermedad cursa como asintomatica en la mayoria de los animales
infectados, a lo largo de su vida disminuyen considerablemente su capacidad productiva y
la ganancia de peso en pie se ve comprometida, la produccién de leche disminuye y se
generan costos adicionales a causa de infecciones concomitantes (Acaite, Tamosiunas,

Lukauskas, Milius, & Pieskus, 2007; Barez et al., 2015).

El ganado bovino es considerado el hospedero natural del VLB, sin embargo su presencia
también se ha visto en ovejas y bufalos, (De Oliveira et al., 2016; Nekoei, Hafshejani,
Doosti, & Khamesipour, 2015) recientemente se ha reportado la presencia de ADN y de
proteinas virales en tejido humano de mujeres con cancer y sin cancer de seno (G. C.
Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; N. A. Gillet & Willems, 2016; Mesa,
Ulloa, & Gutiérrez, 2013; Ochoa-Cruz, Uribe, & Gutierrez, 2006; Zhang et al., 2016) . Con
este antecedente nace el proyecto titulado "Busqueda y relacion filogenética del virus de la
Leucosis bovina (VLB) en tejido mamario humano con y sin neoplasia y en linfocitos de
bovinos seropositivos"”, financiado por Colciencias bajo el Contrato 637 de 2014. Dicho
proyecto tiene dos componentes importantes, el humano y el bovino. En el proyecto
humano se busca detectar y analizar el VLB obtenido de tejido mamario humano con y sin

neoplasia y en el proyecto bovino se busca realizar una caracterizacion epidemioldgica y



molecular del VLB en ganado colombiano tratando de demostrar potencial zoonético viral.
Los dos trabajos tienen un componente comun que es tratar de determinar la via de
transmision del virus del ganado al humano y con los resultados de los dos trabajos se
espera dar respuesta a la pregunta principal del macroproyecto que es: ¢cual es la relacion

que existe entre el cancer de seno humano y el VLB?

El proyecto que se describe a continuacion aborda el problema del VLB apoyandose en la
hipétesis de que es un virus zoondtico. Para tal fin se utilizaron las definiciones de la
Organizacién mundial de la Salud (OMS), el Centro para el control y la prevencion de las
enfermedades (CDC) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), las cuales se
complementaron hasta proponer 9 caracteristicas que deben ser tenidas en cuenta cuando

una infeccién es considerada como zoondtica.

En Colombia se tiene poca informacién sobre los aspectos epidemioldgicos y moleculares
del VLB. Recientemente se reportd una seroprevalencia por animal del 42%, pero no se
han reportado los genotipos virales ni las secuencias génicas del ganado colombiano; poco
se sabe a nivel molecular del receptor en la célula B y se tienen solo algunos reportes de la

presencia viral en células distintas a los linfocitos.

Por este motivo se realizo este estudio epidemiolégico y molecular del VLB en Colombia,
que si bien buscd determinar su capacidad zoondtica, también dio informacion adicional
sobre la presencia del virus y sus genotipos circulantes en la poblacion bovina analizada,
sobre los segmentos de genes tax, gag y env obtenidos en linfocitos aislados de bovinos y
en sus productos de consumo como lo son carne y leche cruda, finalmente sobre la

molécula AP3D1 como posible receptor viral en linfocitos bovinos.



Los resultados obtenidos que se encuentran en este documento, estan distribuidos en tres
capitulos. El primero titulado “Caracteristicas virales”, es una revision tedérica de las
particularidades del VLB en su hospedero natural que es el ganado bovino, el segundo
denominado “Caracteristicas epidemioldgicas del VLB en Colombia”, responde a la
prevalencia viral y a los genotipos encontrados segun el proceso y uso de herramientas
bioinformaticas de las secuencias de los tres genes virales analizados. Estos resultados se

encuentran sintetizados en la siguiente publicacion:

Adriana Patricia Corredor, Nury Nathalia Olaya Galan' Salas Sandra, Juan Sebastian

Quintero, Alvaro Fajardo, Martin Sofiora, Pilar Moreno, Juan Cristina, Alfredo Sanchez,
Julio Tobdn, Diego Ortiz, Maria Fernanda Gutiérrez. Genotipo 6 oculto y co-circulando

con el genotipo 1 del Virus de la Leucosis Bovina en ganado bovino colombiano. Sometido

El tercer capitulo se titula: “Analisis del potencial zoonotico del VLB” y es donde se
aborda el tema del potencial zoondtico desde dos puntos de vista. EI primero evidenciando
la presencia del VLB en leche de ganado bovino y en carne cruda para consumo. Este
reporte es muy importante porque muestra la posible ruta de transmision del virus al
humano. El segundo enfoque fue el analisis de la molécula propuesta como receptor viral
sobre la célula bovina y su similitud con ésta misma presente en la célula humana. Los

resultados se encuentran sintetizados en los articulos que se presentan a continuacion:

N. N. Olaya-Galan, A. P. Corredor-Figueroa, T. C. Guzman-Garzon, K. S. Rios-Hernandez,

S. P. Salas-Cérdenas, M. A. Patarroyo and M. F. Gutierrez. Bovine leukaemia virus DNA



in fresh milk and raw beef for human consumption Epidemiol. Infect. Page 1 of 6. 2017

doi:10.1017/S0950268817002229

Adriana Corredor, Janneth Gonzéalez, Luis A. Baquero, Hernando Curtidor, Nury Olaya,

Manuel A. Patarroyo, Maria F. Gutiérrez In silico and in vitro analysis of boAP3d1 protein
interaction  with  bovine leukaemia virus gp51. Plos One Abril 2018

https://www.worldcat.org/issn/1932-6203

Adriana Patricia Corredor-Figueroa, Nury Nathalia Olaya-Galan, Juan Sebastian Quintero,

Sandra Patricia Salas-Cardenas, Nathalia Alarcon, Karina Salvatierra, Manuel Alfonso
Patarroyo, Maria Fernanda Gutiérrez. Bovine leukaemia virus genotype and genomic

variations in fresh milk and raw beef for human consumption. Sometido.

Por dltimo y fuera del contexto de este trabajo, pero buscando cumplir los compromisos
adquiridos ante Colciencias, los resultados mas relevantes este proyecto se reuniran con el
trabajo realizado en VLB en el humano. De esta union debera publicarse un Gltimo articulo
en el que se analizara si la relacion gque tiene el VLB con el cancer de seno es de presencia,
asociacion y causalidad o si se trata de una zoonosis que no tiene relacion con la patologia

de seno.


https://www.worldcat.org/issn/1932-6203

CAPITULO 1
CARACTERISTICAS VIRALES



1. CARACTERISTICAS VIRALES

1.1 Virus de la Leucosis Bovina: Historia

El virus de la Leucosis bovina (VLB) causa una enfermedad denominada Leucosis bovina
enzoodtica (LEB), de la cual se tiene registro desde las primeras observaciones de Leisering
en 1871, donde identifico una enfermedad en el bovino que causaba esplenomegalia y
leucocitosis persistente, no obstante en ese momento no se conocia la causa especifica de
esa sintomatologia (Aida, Murakami, Takahashi, & Takeshima, 2013). Posteriormente se
empezaron a notificar casos de LEB en todo el mundo, principalmente en el Reino Unido,
Suiza, Estados Unidos, Suecia, Francia, Japon e incluso algunas regiones de América
Latina (Burny et al., 1985). Mas adelante, en Alemania, se iniciaron los estudios de la
enfermedad y del agente etioldgico y en el afio 1969 Miller y colaboradores visualizaron
por microscopia electronica estructuras similares a agentes virales a partir de linfocitos
infectados, pero solo hasta el afio 1972 se logré relacionar su presencia con el desarrollo de
la enfermedad (Burny et al., 1978; Burny et al., 1985; Miller, Miller, Olson, & Gillette,

1969).

1.2 Estructura, genoma viral y clasificacion

El VLB pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, la cual se divide
en 6 géneros: alfaretrovirus, betaretrovirus, gammaretrovirus, epsilonretrovirus, lentivirus y

deltaretrovirus donde se encuentra el VLB junto con el HTLV, virus causante de leucemia



en humanos. Como particularidad de todos los retrovirus, su genoma es de ARN diploide
de cadena sencilla y de polaridad positiva, el cual viene acompafiado de una
retrotranscriptasa para llevar a cabo su ciclo viral. Es un virus envuelto con un tamafo
aproximado de 80 a 125 nm (ICTV, 2014) y es considerado un “retrovirus complejo” por
tener en su genoma codificacion tanto para proteinas estructurales tipicas de todos los
retrovirus como una region denominada pX, la cual codifica para proteinas auxiliares con
funcién regulatoria como las proteinas Tax y Rex. De igual manera en su genoma se
encuentran dos LTR o Long Terminal Regions, ubicadas en los extremos 5’ y 3’ del
genoma viral, que estan compuestas por las subregiones U3-R-U5 que cumplen funciones
especificas para la transcripcion. Su genoma tiene un tamafio de 8714 nucledtidos con 8
Marcos Abiertos de Lectura (ORF) (Figura 1) (Boris-Lawrie, Altanerova, Altaner,

Kucerova, & Temin, 1997; Cullen, 1991; N. Gillet et al., 2007; Rola-Luszczak et al., 2013).
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Figura 1 Esquema del genoma del VLB. Autoria propia



El gen gag consta de 1183 nucledtidos, codifica para las proteinas de capside p24 y es
frecuentemente utilizado en el laboratorio para determinar la presencia del virus por su
nivel de conservacion. El gen pX de 3304 nucledtidos, codifica para la proteina Tax que
cumple funciones regulatorias, activa la transcripcion para favorecer la expresion viral e
interactta con factores de transcripcion celulares. Algunos mecanismos descritos por los
cuales Tax induce transformacion en las células es por la inhibicion de la reparacion del
ADN, el bloqueo de la apoptosis, el actuar como transactivador de los LTRs, el alterar la
regulacién de la transcripcion y de la traduccion celular. Algunos experimentos en ratones
han demostrado que esta proteina coopera con el oncogén Ha-ras para inducir la
transformacion completa de las células y formar el tumor, asi mismo interactta con el

oncogen myc, entre otros factores celulares (N. Gillet et al., 2007).

Hasta la fecha no hay evidencia de que existan mutaciones en el gen tax que estén
relacionadas con la presencia o el desarrollo de la leucemia en el ganado y tampoco que
este gen esté relacionado con el genotipo viral.

El segmento que corresponde al gen env tiene una longitud de 1547 nucleétidos, codifica
para la proteina de la envoltura la cual se encuentra compuesta por la glicoproteina 51 que
es la porcion extracelular cuya nomenclatura es gp51-SU vy la glicoproteina 30 que es la
porcién transmembranal, conocida como gp30-TM (Johnston, Albritton, & Radke, 2002;
Johnston & Radke, 2000). Esta proteina es fundamental para el reconocimiento y entrada
del virus a la célula hospedera y es ademas una de las proteinas mas inmunogénicas del
virus. Adicionalmente este gen es usado para la genotipificacion viral. Hasta el momento
se han reportado 10 genotipos del VLB en diferentes regiones del mundo empleando

técnicas de RFLP, secuenciacion del genoma completo o secuenciacion parcial o total de
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env, encontrando al genotipo 1 como el mas prevalente a nivel mundial (Polat, M. et al.,
2017).

La estructura del virion esta dada por las proteinas de la capside p24, p15y pl12, donde la
proteina p24 predomina y empaqueta el ARN en unién con la proteina p12, luego la p15
conforma una matriz que interactGa con las proteinas transmembranales de la envoltura. La
envoltura consta principalmente de 2 glicoproteinas, la gp30 (TM) y la gp51 (SU) y una
region lipidica obtenida de la membrana celular de su célula hospedera. La gp51 cuenta con
un dominio globular de superficie (SU) que al final esta unido a una region transmembranal

(TM) conformada por la proteina gp30 (Figura 2) (Barez et al., 2015).
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Figura2 Esquema del virus de la Leucosis bovina. Autoria propia



1.3 Patogenesis, transmision y epidemiologia

La LEB es una enfermedad infecciosa cronica del ganado bovino, con un bajo porcentaje
de individuos con manifestaciones clinicas puesto que de la totalidad de individuos
infectados aproximadamente 60 % son aleucémicos (AL), el 30% presentan linfocitosis
persistente (LP) y solo el 10% logran llegar a las etapas mas avanzadas de la enfermedad
con el desarrollo de leucemias o linfomas, lo cual sucede algin tiempo después de que el
animal termina su ciclo productivo de leche o su capacidad de tener mas terneros, esto
conduce a que estos animales sean sacrificados antes de la aparicion de los sintomas (OIE,

2012).

La LP se asocia con una condicion preneoplasica que no en todos los casos desemboca en
linfosarcomas; esta enfermedad se presenta sobre todo en animales adultos después de los
dos afios de edad y con mayor frecuencia entre los 4 y 8 afios. Su desarrollo y las
manifestaciones clinicas se asocian con la presencia de una esplenomegalia, formacién de
nddulos en el bazo con acumulacion de células B transformadas y mas adelante, el
decaimiento y la muerte del animal. En general, las manifestaciones clinicas pueden incluir
dafios  digestivos, inapetencia, pérdida de peso, debilidad general y algunas veces
manifestaciones neuroldgicas (N. Gillet et al., 2007; Hajj et al., 2012; Schwartz & Levy,

1994).

Cualquier liguido o fluido proveniente de una vaca infectada, que contenga linfocitos B
portadores del virus, son potencialmente infecciosos para vacas sanas. Para la transmision

horizontal iatrogénica, los individuos sanos son expuestos a linfocitos infectados por lo
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general por el contacto con animales portadores o por malas practicas pecuarias en el hato.
En la transmision vertical, la madre puede pasar el virus a los becerros por medio del
calostro, por la leche o por via transplacentaria, sin embargo, esta via de transmision es
menos frecuente (Hopkins & DiGiacomo, 1997). Se ha demostrado que los hatos infectados
con VLB presentan una menor produccion lactea, asi como una mayor susceptibilidad a
adquirir otras enfermedades de etiologia infecciosa, lo que deja como resultado altas
pérdidas econdmicas Yy serias implicaciones para el sector ganadero de la mayoria de los
paises, pues la prevalencia a nivel mundial oscila entre el 15 al 80% (M Polat, Takeshima,

& Aida, 2017).

1.4 Diagnostico, prevencion, control y vacunas

El diagndstico del virus se puede realizar con técnicas inmunolégicas y moleculares como
la seroneutralizacion, Western Blot, ELISA, inmunodifusion en agar (AGID) y PCR, que
en muchos casos son usadas para diagnostico de muestras “en pool”, lo que disminuye su
sensibilidad. La AGID es la técnica serolgica mas antigua considerada como la prueba de
oro, sin embargo, se ha demostrado que es poco sensible en comparacion con la ELISA y
aun mas con la PCR. Las técnicas moleculares como la PCR y la secuenciacién son Utiles
para el seguimiento de los genotipos circulantes. Actualmente el uso de las técnicas de
ELISA y PCR son las mas recomendadas por la OIE en el Manual de enfermedades
terrestres del afio 2018.

Hasta el momento no existe una vacuna ni tampoco un tratamiento para VLB, por lo tanto

se hace necesario tomar medidas frente a la prevencion y el control de la enfermedad. En la
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literatura se reportan algunos factores de riesgo que incrementan la posibilidad de contagio
de unos animales con otros tales como la presencia de hatos vecinos infectados, pastos
compartidos, alquiler de vacas o toros entre fincas, el tamafio de los hatos, deficiencia en
los procesos de desinfeccion y las malas practicas pecuarias, entre otros (Bartlett et al.,
2014; Della Libera et al., 2015; Kobayashi et al., 2010; Nekouei et al., 2015; Ohno,
Takeshima, Matsumoto, & Aida, 2015; Sevik, Avci, & Ince, 2015). En Colombia,
recientemente se reportaron factores de riesgo y de proteccion asociados con la infeccion
por VLB en donde la infeccion con parasitos sanguineos y con otros virus tales como el
sincitial respiratorio, parainfluenza y diarrea viral bovina se encontraron como unos de los
principales factores de riesgo asociados a VLB y el uso de agujas individuales como el
principal factor de proteccion (Ortega et al., 2016). El conocer y evitar exponer a las vacas
sanas ante estos factores, contribuye a disminuir los riesgos de infeccion. Si se tienen
animales positivos para VLB dentro del hato, es necesario proceder a su eliminacién o
segregacion con el fin de controlar la fuente de transmision y evitar su diseminacion.
Gracias a los programas de control que han acogido los ganaderos, que incluyen practicas
de diagndstico periddicas de control de anticuerpos, segregacion de los animales infectados
y buenas practicas ganaderas entre otras, el VLB ha sido erradicado en 22 paises a nivel

mundial (Acaite et al., 2007; Bartlett et al., 2014).

Desde hace mas de 40 afios se han realizado diferentes aproximaciones vacunales. Los
virus inactivados generaban respuesta inmune humoral pero no resistian al desafio. Las
subunidades vacunales gp51 y de p24 tampoco lograron una proteccion efectiva. Las
vacunas recombinantes con el virus vaccinia al que le incorporaban env, gag y pol fueron

efectivas en ensayos en ovejas, pero desafortunadamente no sucedio lo mismo en vacas.
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Los péptidos sintéticos de gp51 que se unirian a células B y T resultaron deficientes
inmunogenos. Las vacunas de ADN que contenian el gen env o pX para expresar las
proteinas gp51 y Tax, tampoco tuvieron éxito. Los provirus atenuados que contenian solo
genes estructurales parecian ser la mejor alternativa del momento, sin embargo el riesgo de
que estos se recombinaran con cepas salvajes era esperado (Fukuyama et al., 1993; Miller
& Van Der Maaten, 1978; Miller, Van der Maaten, & Schmerr, 1983; Parfanovich et al.,
1983; Patrascu et al., 1980; Ristau, Beier, & Wittmann, 1987). En resumen, a pesar de la
estabilidad en el genoma del VLB hasta el momento no se cuenta con una estrategia

vacunal efectiva.

Por su parte los anticuerpos calostrales transmitidos a los becerros, podrian ser una ventaja
para el manejo y control de la infeccion viral, pero su titulo disminuye rapidamente dejando
expuesto al animal a adquirir la infeccion. En esta linea, recientemente se desarrollé un
anticuerpo quimérico de rata PD-L1 anti-bovino, el cual demostré ser eficiente para
reactivar células T in vitro e in vivo, logrando disminuir la carga proviral, sin embargo,
estudios adicionales deberan ser realizados para evaluar su aplicabilidad clinica (Nishimori

etal., 2017).

1.5 Tropismo Viral

La célula hospedera reportada para el VLB es el linfocito B, sin embargo, en la literatura
también se ha reportado que este virus infecta células distintas al linfocito B e incluso,
células de otras especies ademas del ganado bovino (D'Angelino et al., 2013; Kettmann,

Mammerickx, Portetelle, Gregoire, & Burny, 1984; Slavikova, Zajac, Reinerova,
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Kettmann, & Burny, 1986; Willems et al., 1993). También se ha informado recientemente

que el VLB esté presente en las células epiteliales de las glandulas mamarias de las mujeres

con cancer de mama, sugiriendo una asociacion con este tipo de patologias (G. C. Buehring
et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006).
Adicionalmente se cuenta con reportes donde se han logrado infecciones exitosas por el
VLB en modelos in vivo como cabras, ovejas, pollos y conejos, generando dafio en algunos
de ellos, tal como ocurre en la vaca. Los primeros estudios donde se consideraron otras
especies y otras células fueron los realizados por Kettman y colaboradores entre 1986 y
1990 donde, de manera experimental, fueron infectadas cabras y ovejas con el virus y fue
posible reproducir la enfermedad. Asi mismo se logré detectar el ADN proviral en
linfocitos de estas especies animales (Kettmann et al., 1984; Slavikova et al., 1986;
Willems et al., 1993). Altanerova y colaboradores inocularon pollos de un dia de nacidos
con células linfoides infectadas por el virus logrando reproducir la enfermedad en algunos
de los animales infectados (Altanerova, Ban, Kettmann, & Altaner, 1990). Otro aporte
importante fue el realizado por Levkut y colaboradores quienes infectaron conejos con
VLB obteniendo una manifestacion clinica asociada a una encefalitis, planteando que
podria ser una encefalitis zoondtica causada por la presencia del virus (Levkut et al., 1997).
Otros hallazgos mas recientes son los de D’ Angelino y colaboradores en el 2013, quienes
encontraron el virus en células de Sistema Nervioso Central (SNC) de ganado con
sindromes neuroldgicos, lo que demuestra otras células susceptibles distintas a su blanco
reportado, planteando la posibilidad que este virus pueda estar asociado con otras

patologias (D'Angelino et al., 2013). Estos estudios muestran perspectivas distintas que
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ponen en duda si realmente el bovino es el unico hospedero que puede ser afectado o que

los linfocitos B sean las Unicas células susceptibles de infeccion por el virus.

Hasta el momento el receptor celular, que permite la adherencia viral para iniciar el proceso
infeccioso no se ha descrito, sin embargo, hasta la fecha se han publicado dos estudios que
se refieren a este receptor. En el primero se encontraron dos clones relacionados con el
receptor (BLVR) (BLVcpl y BLVcpl / 5") que codifican para una proteina de membrana
plasmética cuyo dominio extracelular se une a gp51 (Ban et al., 1993; Ban et al., 1994).
Posteriormente se propuso que el BLVR estaba relacionado con el complejo de proteinas 3
relacionado con el adaptador (AP-3) (Suzuki, Matsubara, Kitani, & lkeda, 2003). Sin
embargo, AP-3 no es una molécula especifica de los linfocitos B, lo que sugiere que otros
tipos de células podrian ser susceptibles a la infeccion. Por ello se hacen necesarios
estudios que permitan profundizar en la capacidad de infeccion del virus en diferentes tipos

de células.

1.6 Respuesta inmune

A pesar de que el VLB estd ampliamente distribuido en el mundo, la enfermedad en los
animales infectados no se hace muy evidente a menos de que se desarrolle la leucemia o
linfoma. Antes de que suceda ese evento hay una afectacion global en el sistema
inmunolégico tanto de la respuesta innata como adaptativa, lo que conlleva a la
inmunosupresién del animal, causando infecciones concomitantes que terminan en una baja

produccién lactea, altos costos en manejos veterinarios y falla en la respuesta a vacunas, o
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cual impacta la economia de la industria ganadera bovina (Erskine, Bartlett, Sabo, &

Sordillo, 2011; Trainin, Brenner, Meirom, & Ungar-Waron, 1996).

La célula blanco del VLB es el LB, por lo que ante la presencia viral genera una expansion
policlonal dando origen a la linfocitosis persistente (LP) y a la desregulacion de la respuesta
humoral (Meiron, Brenner, Gluckman, Avraham, & Trainin, 1985). El VLB infecta
preferencialmente LB CD5+, por lo que en algin momento se llegd a proponer a este
marcador como receptor celular que interactuaba con la gp51 del VLB (Meirom, Moss, &
Brenner, 1997). El marcador de diferenciacion CD5 es una glicoproteina de membrana
expresada en los LT y en un subconjunto de los LB que actia como un marcador de
activacion para los LB y es un mediador entre el LT y el LB (Werner-Favre, Vischer,
Wohlwend, & Zubler, 1989). El fenotipo de los LB aislados de un grupo de vacas VLB+
con LP versus vacas sin infeccion y con un conteo normal de linfocitos, demostro que la
poblacién de LB CD5 + era del 90,5% en el primer grupo de animales, mientras que en el
segundo grupo fue del 31% (Stone, Hof, & Davis, 1995). Ahora bien, la produccién de
anticuerpos en animales VLB+ disminuye, un estudio demostré que estos animales a los
cuales se les administré la vacuna J5 Escherichia coli produjeron una cantidad de 1gG2 en
suero cuatro veces menos con respecto al grupo de animales negativos para VLB (P = .007)

(Erskine et al., 2011).

Si bien el VLB infecta al linfocito B, parte del efecto que causa sobre el sistema inmune es
desestabilizar al linfocito T. LT aislados de sangre periférica de vacas VLB+ en fase AL y
LP tienen un fenotipo distinto. Por ejemplo, LAG3 y TIM3, reguladores negativos de la

activacion y proliferacion de LT implicados en desencadenar muerte celular, se encontraron
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aumentados en LT CD4 +y CD8 +. Lo que podria implicar la supresion de la actividad de

los LT en vacas VLB+ (Konnai et al., 2013; Shirai et al., 2011).

Se han realizado andlisis de citoquinas que participan en la respuesta antinflamatoria y
humoral en bovinos AL y PL. Se encontrd que los niveles de produccién vy circulacion
sérica de IL-2, IL-4 e IFN-gamma en bovinos PL y IL-4 e IFN-gamma en bovinos AL se
expresaron menos comparado con animales sanos (Amills, Ramiya, Norimine, Olmstead, &
Lewin, 2002; Bao & Cao, 2014; Mosmann, Cherwinski, Bond, Giedlin, & Coffman, 1986) ,
ocasionando asi una respuesta efectora deficiente en los animales infectados con VLB,
permitiendo procesos tales como infecciones concomitantes, baja respuesta ante

administracion de vacunas y pobre renovacion de tejidos e inflamacion.

1.7 VLB en Humanos

De acuerdo con las evidencias experimentales, la capacidad del VLB para infectar células
distintas al linfocito B e incluso células de diferentes especies es evidente. En la literatura
existen reportes de Buehring y colaboradores en Estados Unidos y de Gutiérrez y
colaboradores en Colombia que muestran la presencia de anticuerpos anti VLB, proteinas y
genoma viral en el humano, tratando de relacionar el virus con cancer de mama (G. C.
Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al.,
2006). Sin entrar a profundizar en esta relacion del virus con el cancer, lo cierto es que un
virus cuyo tropismo principal es el ganado bovino, esta logrando infectar al humano,

posiblemente por el contacto directo con el animal infectado o por el consumo de alimentos
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tales como carne y leche provenientes de estos, convirtiéndolo asi en un virus

potencialmente zoondtico.
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2. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DEL
VLB EN COLOMBIA

2.1 INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define la epidemiologia como el estudio de la
distribucion y los determinantes de enfermedades relacionados con la salud y la aplicacion
de esos estudios al control las mismas (OMS, 2018). La epidemiologia molecular, cuya
herramienta son datos gendémicos, es muy Util en el campo de los agentes infecciosos para
evaluar su origen, los cambios o variaciones génicas relacionadas con patogenicidad,
susceptibilidad, distribucion, evaluacion de riesgos, dindmica y propagacion de
enfermedades y evaluacion de epidemias (McMichael, 1995), entre otros. Ejemplo de ello,
en el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), se ha usado para clasificarlo en grupos,
subtipos, sub-subtipos y formas recombinantes (CRFs y URFs), adicionalmente ha sido una
herramienta Gtil para saber cuales son mas prevalentes, mas patogénicos, prevenir eventos
de trasmisién, entender la dindamica de las epidemias y monitorear resistencias a los
antirretrovirales disponibles (Paraskevis, Nikolopoulos, Magiorkinis, Hodges-Mameletzis,
& Hatzakis, 2016).

El VLB es un agente infeccioso con importantes implicaciones econdémicas en la industria
ganadera bovina (Bartlett et al., 2014; Ott, Johnson, & Wells, 2003), que ademas de
infectar a las vacas que son una fuente importante de proteina para consumo humano se ha
demostrado su presencia en tejido mamario humano (G. C. Buehring et al., 2014; G. C.

Buehring et al., 2015; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006). De modo que realizar
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analisis filogenéticos a las cepas de VLB circulantes en el mundo, se convierte en una
necesidad de todos los paises que son productores y consumidores del ganado bovino ya
que aportan conocimiento en pro de conocer el virus y su distribucion, proponer estrategias
vacunales, anticipar riesgos epidémicos y zoondticos, generar herramientas de decision y

evaluar acciones.

El VLB ha sido reportado en multiples paises del mundo bien sea por medio de la presencia
de anticuerpos anti VLB, lo cual se conoce como seroprevalencia o por la presencia del
virus demostrada con la deteccion de uno o varios de sus genes o de sus proteinas, lo que
corresponde a la prevalencia. EI comportamiento del virus en Suramérica es endémico con
cifras que oscilan entre el 27 al 77% (M Polat et al., 2017). En Colombia, se han realizado
estudios de seroprevalencia que involucran diferentes regiones o especificamente para
algun tipo de produccion, por ejemplo, para el ganado lechero se reportan cifras que oscilan
entre el 35 y 80% (Alfonso, Almansa, & Barrera, 1998) (Betancur et al., 2008; Usuga-

Monroy et al., 2017).

Recientemente se realiz6 un estudio que involucrd 8150 animales distribuidos en 390
predios en 12 zonas de Colombia, todas ellas consideradas como importantes para la
ganaderia del pais. Los resultados de seroprevalencia obtenidos después de realizar pruebas
de ELISA para detectar anticuerpos IgG contra el VLB fue del 42% por animal y del 67.7%
por predio (Ortega et al., 2016). Por su parte, estudios de prevalencia en Colombia se han
restringido en pocas regiones del pais, principalmente en el departamento de Antioquia,

cuya cifra estuvo alrededor del 50% (Usuga-Monroy et al., 2017).
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Los factores de riesgo son un requisito importante para iniciar los programas de
erradicacion, los cuales seran distintos en cada caso, pues dependeran de las condiciones
propias de cada region. Por ejemplo en Colombia se describieron como factores de riesgo y
de proteccion asociados al VLB la infeccion con hemoparasitos y el uso de agujas
individuales respectivamente (Ortega et al., 2016). En otros paises, el tamafio del hato (a
mayor tamafio mas riesgo de infeccion a VLB), la presencia de insectos hematdfagos, la
reutilizacion de agujas y guantes, los programas intensivos de vacunacion y fertilizacion y
la compra de vacas sin conocimiento de su estado sanitario entre otros, se han considerado

factores de riesgo (Bartlett et al., 2014; Nekouei et al., 2015).

Teniendo en cuenta que todos los intentos vacunales que se han realizado hasta el momento
no han sido efectivos, el control y la erradicacion del VLB se ha realizado empleando otras
estrategias como son las buenas practicas pecuarias, la segregacion de animales positivos y
al uso de pruebas diagndsticas periddicas. Con ellas, el VLB se ha logrado erradicar en 22
paises de Europa (Acaite et al., 2007; Bartlett et al., 2014). En algunos paises como ltalia,
Finlandia y Polonia la prevalencia ha sido alrededor del 70%, sin embargo, la voluntad del
gobierno en instaurar programas de control y erradicacion con pautas claras y con la
acogida de los ganaderos ha conllevado a que hoy en dia la cifra de prevalencia sea menor
al 1%. Los planes de erradicacion han sido largos, como fue el caso de Italia que durd 22
afios y solo hasta el afio 2018 lograron declararse libres del virus (Maresca et al., 2015;

Nuotio, Rusanen, Sihvonen, & Neuvonen, 2003).

Como las medidas de control en cada pais han sido diferentes, en Finlandia trabajaron en
principio bajo la premisa “Probar y sacrificar” (Nuotio et al., 2003), medida que para el

caso de paises como Colombia no podria ser facil de implementar dadas las condiciones
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socioeconémicas de los ganaderos, en donde el 80% de ellos son pequefios ganaderos que
cuentan con menos de 10 vacas. Sin embargo, otras medidas si podrian acogerse tales como
buenas practicas pecuarias, pruebas de inspeccion periddicas realizadas en las vacas y en
sus productos como carne y leche, segregacion de animales positivos o incluir dentro del
hato animales resistentes a la infeccion por VLB. Se ha documentado que el antigeno
leucocitario bovino (BoLA) del gen DRB3.2 confiere resistencia al virus. En Colombia un
estudio demostré la presencia de estos alelos en razas criollas, por lo que se consideran una

buena estrategia para el control del VLB (Terranova et al., 2012).

En VLB, la evaluacion de genotipos virales data del afio 1985, con el reporte del genotipo
1, el cual ademaés de ser el mas antiguo, es el mas prevalente en todo el mundo puesto que
hasta la fecha ha sido reportado en 17 paises. En cuanto a los demas genotipos, se han
reportado el 2, 3, 4 y 7 como predominantes y en contraste, los genotipos 5, 6, 8, 9 y 10 han
sido reportados con menor prevalencia y en regiones geograficas mas limitadas. El
genotipo 6 ha sido descrito desde el afio 2007 en 5 paises americanos y 4 asiaticos (Figura
3) (Ababneh, Al-Rukibat, Hananeh, Nasar, & Al-Zghoul, 2012; Balic et al., 2012;
Camargos et al., 2007; Camargos et al., 2002; Coulston et al., 1990; Derse, Caradonna, &
Casey, 1985; Dube et al., 2009; Dube et al., 2000; Fechner et al., 1997; Gautam, Mishra,
Kalaiyarasu, Jhade, & Sood, 2018; Inoue et al., 2011; Lee et al., 2016; E. Lee et al., 2015;
Licursi et al., 2003; Lim, Jeong, Tark, Yang, & Kweon, 2009; Mamoun et al., 1990;
Matsumura, Inoue, Osawa, & Okazaki, 2011; Molteni et al., 1996; Monti, Schrijver, &
Beier, 2005; Moratorio et al., 2010; Ochirkhuu et al., 2016; M. Polat et al., 2015; M. Polat
et al., 2016; Rodriguez, Golemba, Campos, Trono, & Jones, 2009; Rola-Luszczak et al.,

2013; Yang, Kelly, Bai, Zhang, & Wang, 2016; Zhao & Buehring, 2007).
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Figura 3. Esquema distribucion de genotipos de VLB a nivel mundial. Autoria propia.

En Colombia, estudios reportados por Lopez Herrera en el departamento de Antioquia,
describieron la presencia del G1 y G3 (Usuga-Monroy et al., 2017). Para su hallazgo se
genotipificé amplificando una region de 444pb sobre el gen env con los primers descritos

por Fechner en el afio 1997.

Al revisar la bibliografia se evidencia que estudios de la variabilidad genética del VLB
circulando en Colombia han sido pocos, por lo tanto en este trabajo se realiz6 un estudio
para conocer la prevalencia del VLB y los genotipos circulantes. Con estos resultados se
espera contribuir con la epidemiologia global del virus y reforzar el gran impacto de VLB
en la ganaderia del pais. También se espera que aporte herramientas utiles para entidades
gubernamentales y productoras de vacunas. Adicionalmente, para los investigadores

quienes tendran la necesidad de comprobar que este es un virus zoonotico, las secuencias
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nucleotidicas de las cepas circulantes en vacas seran necesarias para comparar con las

secuencias obtenidas de cepas aisladas de tejido mamario de mujeres colombianas.

Los resultados de esta fase del estudio se presentan en el siguiente articulo titulado
“Genotipo 6 oculto y co-circulando con el genotipo 1 del Virus de la Leucosis Bovina en

ganado bovino colombiano”. Sometido

2.2 ARTICULO

GENOTIPO 6 OCULTO Y CO-CIRCULANDO CON EL GENOTIPO 1 DEL VIRUS

DE LA LEUCOSIS BOVINA EN GANADO BOVINO COLOMBIANO
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Quintero’, Alvaro Fajardo®, Martin Sofiora®, Pilar Moreno®, Juan Cristina °, Alfredo
Sanchez*, Julio Tobén®, Diego Ortiz®, Maria Fernanda Gutiérrez **

! Grupo de Enfermedades Infecciosas, Laboratorio de Virologia, Departamento de
Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

2 PhD Programme in Biomedical and Biological Sciences, Universidad del Rosario,
Bogota, Colombia

3Laboratorio de Virologia Molecular, Centro de Investigaciones Nucleares, Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica de Uruguay, Montevideo, Uruguay.

*Empresa Colombiana de Productos Veterinarios — VECOL, Bogota, Colombia.

>Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria — CORPOICA, Km 14 Via
Mosquera-Bogota, Mosquera, Colombia.

* Corresponding autor: mfgutierr@javeriana.edu.co

Abstract
Viral diseases in cattle are an important cause of health problems associated to worldwide

economic losses in the livestock industry. The BLV belongs to the viral agents whose
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prevalence is between 1% and 80% globally, becoming an endemic infection around the
world. The etiological agent is the Bovine Leukosis Virus (BLV), 10 viral genotypes have
been reported by means of analysis of complete or partial sequences of the envelope gene,
genotype 1 being the most prevalent. However, the genetic variability of BLV variants
circulating in Colombia remains unexplored. Therefore, in the present study we analyzed
blood samples collected from 289 cows distributed in 75 farms around the country. PCR
amplification were performed targeting segments of env, gag and tax genes. The amplicons
obtained were sequenced and further subjected to phylogenetic analyses. 62% of the cows
present at 92% of the farms resulted BLV positive. Genotype | was exclusively detected by
env and gag genes segments when they were analyzed with previously reported primers.
However, tax gene analyses revealed the circulation of genotype 6 variants, which were
further detected in env gene with newly designed primers. These results indicate that
currently genotyping approaches may bias BLV genetic variability approaches,
underestimating the diversity of BLV genotypes detected. This is the first molecular and
epidemiological study about BLV conducted in Colombia which contributes to the global
epidemiology of the virus; it also reinforces the great impact of BLV in the country’s

livestock making it a useful tool for farmers and governmental entities.

Palabras clave: Leucosis bovina enzodtica, genotipos virales, BLV por animal, BLV por

predio.

Introduccion
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De acuerdo con el censo bovino nacional del afio 2014 en Colombia se reportan cerca de 23
millones de cabezas de ganado. Los virus constituyen una de las principales causas de
problemas sanitarios y de ellos el Virus de la Leucosis Bovina (BLV), es uno de los cinco
agentes considerados de mayor importancia para el ganado vacuno. Para el afio 2016
Colombia report6 una seroprevalencia por animal de 42.7% y por hato del 67.7% (Ortiz et
al., 2016) lo que concuerda con la prevalencia reportada a nivel mundial que oscila entre el
4-90% dependiendo la region estudiada (Lee et al., 2016; Morovati et al., 2012; Murakami
et al., 2010; Murakamia et al., 2011; Nekouei et al., 2015; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et
al., 2015; Polat et al., 2016; Rodriguez et al., 2011). La enfermedad se caracteriza por pasar
de forma asintomatica en el 70% de los animales infectados, puede desarrollar una
linfocitosis persistente en el 30% y una leucemia en el 5% de ellos (Barez et al., 2015;
Hemmatzadeh et al., 2015).

El BLV pertenece a la familia Retroviridae, al género de los Deltaretrovirus, esta
caracterizado por tener 8714 nucleo6tidos de longitud, un genoma con RNA de cadena
simple y sentido positivo que contiene 8 Open Reading frames (ORFs) dentro de los que se
encuentran 3 segmentos génicos, gag, pol y env, que codifican para las proteinas
estructurales y enzimas necesarias para la replicacion del virus, una region pX que codifica
para proteinas auxiliares Tax y Rex que realizan funciones regulatorias y dos LTR en los
extremos del genoma (Barez et al., 2015; Callebaut et al., 1993; Hamard-Peron and
Muriaux, 2011; Inabe et al., 1999; Jewell and Mansky, 2000).

El gen gag consta de 1183 nucleotidos, codifica para las proteinas de capside p24-CA 'y es
frecuentemente utilizado en el laboratorio para determinar la presencia del virus por su
nivel de conservacion. El env tiene una longitud de 1547 nucleétidos, codifican para la

proteina de la envoltura la cual se encuentra compuesta por la glicoproteina gp 51 que es la
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porcion extracelular (gp51-SU) y la gp 30 que es la porcion transmembranal (gp30- TM)
(Ban et al., 1992). Esta proteina es fundamental para el reconocimiento y entrada del virus a
la célula hospedera, y es ademas una de las proteinas mas inmunogeénicas del virus.

El gen pX de 3304 nucledtidos, codifica para la proteina Tax que cumple funciones
regulatorias, ésta activa la transcripcion para favorecer la expresion viral y a su vez
interactla con factores de transcripcion celulares. Algunos mecanismos descritos por los
cuales Tax induce transformacion en las células es por la inhibicion de reparacion del
DNA, el bloqueo de la apoptosis, el actuar como transactivador de los LTRs y alterar la
regulacién de la transcripcion y de la traduccion celular. Algunos experimentos en ratones
han demostrado que esta proteina coopera con el oncogén Ha-ras para inducir la
transformacion completa de células y formar el tumor. Asi mismo interactda con el
oncogen myc, entre otros factores celulares, relacionandolo con la presentacion del tumor
en animales infectados (Gillet et al., 2007). Hasta la fecha no hay evidencia de que existan
mutaciones en este gen relacionadas con la presencia o el desarrollo de la leucemia que este
virus podria causar en el ganado y tampoco que este gen esté relacionado con el genotipo
viral.

Hasta el momento se han reportado 10 genotipos del BLV en diferentes regiones del mundo
empleando técnicas de RFLP, secuenciacion del genoma completo del virus, secuenciacion
parcial de env o secuenciacion del genoma completo. EI genotipo 1 es el méas prevalente a
nivel mundial. Ha sido reportado, a partir del afio 1985 hasta la fecha en 17 paises de
América principalmente, asi como en Europa, Australia y Asia. De manera similar se han
reportado los genotipos 2, 3, 4 y 7. En contraste, los genotipos 5, 6, 8, 9 y 10 han sido

reportados con menor prevalencia y en regiones geograficas mas limitadas. EI genotipo 6
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ha sido descrito desde el afio 2007 en 5 paises americanos y 4 asiaticos (Ababneh et al.,
2012; Balic et al., 2012; Camargos et al., 2007; Camargos et al., 2002; Coulston et al.,
1990; Derse et al., 1985; Dube et al., 2009; Dube et al., 2000; Fechner et al., 1997; Gautam
et al., 2018; Inoue et al., 2011; Lee et al., 2016; Lee et al., 2015; Licursi et al., 2003; Lim
et al., 2009; Mamoun et al., 1990; Matsumura et al., 2011; Molteni et al., 1996; Monti et
al., 2005; Moratorio et al., 2010; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et al., 2015; Polat et al.,
2016; Rodriguez et al., 2009; Rola-Luszczak et al., 2013; Yang et al., 2016; Zhao and
Buehring, 2007).

Para la amplificacion del gen env y la deteccion del genotipo viral, en 1996 Fechner y
colaboradores (Fechner et al., 1997) disefiaron un juego de primers con los cuales
reportaron la genotipificacion viral basandose en una porcion de 444pb, siendo los mismos
que han sido recomendados por la OIE para el diagnostico viral. Esta metodologia ha sido
utilizada con fines de genotipificacion viral en un importante nimero de reportes, los cuales
identifican al genotipo 1 como el mas prevalente alrededor del mundo. Sin embargo, al
observar que en los arboles filogenéticos las cepas del mismo genotipo forman distintos
clusters, surge la pregunta si solo con la amplificacion del segmento de 444pb se logran
encontrar los 10 genotipos reportados, o si por el contrario se ha subestimado la presencia
de otros genotipos circulantes en determinadas regiones.

Teniendo en cuenta el poco conocimiento que se tiene respecto a la prevalencia y los
genotipos presentes en Colombia, el objetivo de este trabajo fue realizar la bdsqueda y
genotipificacion de VLB circulantes, haciendo énfasis en la basqueda de genotipos ocultos,

dificiles de encontrar con los primers reportados.
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Materiales y métodos

Obtencidn de muestras y extraccion del DNA

El ndmero de muestras a estudiar se determind mediante la formula de muestreo para
estimar una proporcion usando la herramienta WinEpiscope disponible en linea, teniendo
en cuenta los siguientes parametros: Tamafo de la poblacion 22.574.780, nivel de confianza
95%, prevalencia esperada 42% de acuerdo a lo reportado por Ortiz y cols en el 2016, error
aceptado 5.7%. Lo que indico que el nimero adecuado para realizar este trabajo era de 289
realizado de manera aleatoria. Se procedio a realizar la extraccion de sangre de 289
animales, las cuales se muestrearon entre el afio 2015 y 2016. A partir de las muestras de
sangre, se les realizé la separacion de células mononucleares mediante la utilizacion de un
gradiente de densidad con Lymphoscyte (MP®) y se realiz6 extraccion de DNA total con el
fin de buscar el DNA proviral con el estuche comercial High Pure PCR Template

Praparation kit (Roche ®).

Prueba de sensibilidad a partir de DNA plasmidicos

La purificacion de los productos de 381pb y 396pb para gag y tax respectivamente se
realiz6 con el kit PCR Wizard (Promega®) insertandolos en el vector pELMO (Ramos et
al., 2017), y transformando la E. coli TOP10 (Invitrogen®). EI DNA plasmidico se uso
como plantilla de amplificacion en los ensayos de sensibilidad, para lo cual se realizaron
diluciones seriadas de cada plasmido iniciando con una concentracion de 230ng/ul y
411ng/pl de gag y tax respectivamente. Posteriormente se realizaron las respectivas PCRs a

cada dilucién con el fin de determinar el limite de deteccion de la técnica correspondiente a
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la méxima dilucion amplificada. Para el caso de env, los fragmentos de 801pb se
amplificaron de igual manera que el caso anterior pero la clonacién fue en el vector

pPEXP5-CT/TOPO (Invitrogen) con una concentracion inicial de 159 ng/ pl.

Amplificacion de los segmentos génicos gag, tax, env de BLV

Para todas las PCR que se describen a continuacion se empled la PCR master mix (Roche
®) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los primers y temperaturas de anillaje se
describen en la tabla 1. Como control positivo se empledé ADN plasmidico, el cual contenia
cada segmento genico en particular (gag, tax, env).

La presencia de BLV se evalu6 con una PCR multiple dirigida a amplificar como control
interno el gen constitutivo GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) y un
segmento de 385pb del gen gag.

Una vez identificadas las muestras positivas para VLB mediante la amplificacién del gen
gag, se procedio a realizar la PCR para detectar un segmento de 373pb del gen tax y con el
fin de determinar el genotipo, se realiz6 una PCR dirigida a amplificar un fragmento de

530pb del gen env.

Tabla 1. Primers empleados para la amplificacion*, secuenciacion* y construccion de

DNA plasml’dic:oJr de segmentos génicos de gag, tax y env de VLB. NA (no aplica)

Producto | Temperatura Concentracion

Secuencia de primer

- minima
Region obtenido Referencia

de anillaje
5°- 3" (Forward y reverse) detectable

(pb) (°C) (ng/ul)
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AACACTACGACTTGCAATCC 2.3
gag*t 385 59.3

GGTTCCTTAGGACTCCGTCG [8]

CTTCGGGATCCATTACCTGA 0.042
tax*t 373 56.5

GCTCGAAGGGGGAAAGTGAA
env® | CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT 159x10°

509 62.8 [4]

AACAACAACCTCTGGGAAGGGT

env* TGTCCCTAGGAAAYCAAC 159x10™
750 56 De este estudio
AGATTAACCAGGGAGATAGG
ATGAGATGCTCCCTGTCCCTAG NA
Corredor et al
envt 801 57.6
2018
ACGTCTGACCCGGGTAGG

Los productos de amplificacion de todas las regiones estudiadas fueron purificados con el
High Pure PCR Product Purification kit (Roche®) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Posteriormente se realizd la secuenciacién por el método de Sanger en el
servicio de secuenciacion de Macrogen Korea. Las secuencias obtenidas en este estudio

fueron depositadas en la base de datos del GenBank con los numeros de acceso MH041897
a MH042017, MHO057402 a MH057465 y MHO057466 a MH057532, para env, gag Yy tax

respectivamente.

Estudios filogenéticos
Con el fin de realizar la genotipificacion de los virus circulantes se procedié a comparar las

secuencias obtenidas en este estudio con secuencias de genoma completo del BLV
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provenientes del Genbank (Tabla 2). 64 amplificados de gag y 67 amplificados de tax

provenientes de este estudio fueron comparadas con 16 secuencias de diferentes genotipos

provenientes del Genbank. Para el caso del gen env, 121 secuencias provenientes de cepas

colombianas fueron comparadas con 46 secuencias parciales, que incluian los 10 genotipos

de BLV descritos al momento.

Tabla 2. Secuencias de referencia empleadas en la construccion de las filogenias para

env, gag y tax. Se relaciona el ID, pais de procedencia, porcion del genoma, genotipo y

referencia.
Genbank 1D Pais de origen Genoma Genotipo Referencia
AF399703 Brazil gen env 1 Camargos, 2002
AP018026.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish
AP018027.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H.unpublish
AP018028.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish
AP018030.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish
AP018031.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish
AP018032.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish
EF065637 Costa Rica gen env 1 Zhao, 2007
EF600696.1 FLK Genoma completo 1 Mitchell,M.S, unpublish
FM209469 Uruguay gen env 1 Moratorio, 2010
KP201468 Korea gen env 1 GBGS-2,2014
LC007988 Japan gen env 1 Mekataunpub
AF399704 Brazil gen env 2 Camargos, 2002
FJ914764 Argentina gen env 2 Dube, 2009
LC080654 Pert gen env 2 Polat, 2016
LC080654.1 Per(i Genoma completo 2 polat 2016
LC080655 Paraguay Genoma completo 2 Polat, 2016
EF65649 USA gen env 3 Zhao, 2007
EF65650 Japan gen env 3 Zhao, 2007
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KP201464 Korea gen env 3 GBGS-11,2014
LC164084.1 Japan Genoma completo 3 Murakami
AF067081 Polonia gen env 4 Mikiewicz, 1998
EF065638 Bélgica gen env 4 Zhao, 2007
JQ686093 Rusia gen env 4 Lomakina, 2012
M35238 Francia gen env 4 Mamoun, 1990
AF399702 Brazil gen env 5 Polat, 2016
EF065639 Costa Rica gen env 5 Zhao, 2007
EF065645 Costa Rica gen env 5 Zhao, 2007
KU233562 Tailandia gen env 6 Lee, 2016
LC080656 Paraguay Genoma completo 6 Polat, 2016
LC080657.1 Paraguay Genoma completo 6 Polat, 2016
LC080658.1 Paraguay Genoma completo 6 Polat, 2016
AY515274 Chile gen env 7 Felmer, 2005
HM563758 Ucrania gen env 7 Rola-Luszczak, 2013
JN695880 Rusia gen env 7 Lomakina, 2011
GU724606 Croacia gen env 8 Lojkic, 2010
LC080660.1 Bolivia Genoma completo 9 Polat, 2016
LC080663 Bolivia gen env 9 Polat, 2016
LC080668.1 Bolivia Genoma completo 9 Polat, 2016
LC080670 Bolivia gen env 9 Polat, 2016
LC080671.1 Bolivia Genoma completo 9 Polat, 2016
KU233541 Tailandia gen env 10 Lee, 2016
KU233547 Tailandia gen env 10 Lee, 2016

El alineamiento multiple combinado de todas las secuencias colombianas fue realizado
mediante la utilizacion del programa Mega 7(Kumar et al., 2016).

El modelo evolutivo que mejor se adaptaba a los datos fue seleccionado utilizando la
interfaz “Find Model” como se encuentra implementado en el paquete Mega7 con base al

criterio informativo de Akaike (AIC). Mediante la utilizacion de este modelo se procedi6 a
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construir arboles de méxima verosimilitud, utilizdndose como medida de robustez para cada
nodo el método bootstrap con 100 pseudoreplicas. Los arboles filogenéticos obtenidos
fueron editados utilizando el programa FigTree v1.4.1 disponible en linea

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.

Para las secuencias de env, se realizd ademas inferencia filogenética mediante andlisis de
maxima verosimilitud utilizando el programa RAXML, Phylogenetic tree inference using
maximum likelihood/rapid bootstrapping run on XSEDE (RAXML - HPC2 on XSEDE
(8.2.10) (Stamatakis, 2014), GTR + G y bootstrap de 100 y con el programa Mrbayes
(Huelsenbeck and Ronquist, 2015), se realizd la inferencia filogenética en un marco

bayesiano, con GTR +G, dos corridas, tres cadenas.

Resultados

Prevalencia de BLV por deteccion del segmento génico gag

La prevalencia de BLV fue obtenida mediante el hallazgo del segmento génico gag y fue de
62% por animal y 92% por granja, distribuida por departamentos asi: Cundinamarca 69 y
90%, Boyaca 71 y 94%, Antioquia 73 y 100%, Meta 85 y 100%, Narifio 14 y 75% y Cesar

17 y 75% por animal y finca respectivamente (Fig. 1).
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Fig. 1. Prevalencia de VLB por deteccion del segmento génico gag en la poblacion
bovina colombiana. Mapa de Colombia, prevalencia por departamento Cundinamarca 69
y 90% (azul oscuro), Boyaca 71 y 94% (verde), Antioquia 73 y 100% (morado), Meta 85y

100% (turquesa), Narifio 14 y 75% (amarillo) y Cesar 17 y 75% (rosado) por animal y finca
respectivamente. Para un total de 62% por animal y 92% por finca de prevalencia de VLB

en Colombia.

Determinacion del genotipo viral
Con el fin de determinar el genotipo circulante en Colombia, se procedi6 a la amplificacion
de la region env del genoma de BLV de las muestras recolectadas, obteniendo sefial

positiva en 179 de ellas, de las cuales solo 100 obtuvo la secuencia correspondiente. Como
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se puede observar en el arbol filogenético de la figura 2, todas las muestras colombianas

incluidas en este estudio agrupan con el genotipo 1, dato avalado por un alto valor de

boostrap correspondiente al 97%.
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Fig. 2. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method for env
segment. Using the ML method based on the General Time Reversible model. Likelihood

(MCL) approach, and then selecting the topology with superior log likelihood value. A
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discrete Gamma distribution was used to model evolutionary rate differences among sites
(5 categories (+G, parameter = 0.3005)). The rate variation model allowed for some sites to
be evolutionarily invariable ([+1], 39.13% sites). The analysis involved 100 nucleotide

sequences. There were a total of 506 positions in the final dataset.

Asi como se le realizo un andlisis filogenético al segmento del gen env, las secuencias de
gag y tax fueron analizadas encontrando que para gag, la totalidad de las muestras
colombianas se agrupaban en un mismo clado, el cual correspondia al genotipo 1 (Fig. 3A)
pero para tax, cuatro de las muestras se separaban del clado de genotipo 1y se localizaron
en genotipo 6 (Fig. 3B). Considerando que esas cuatro secuencias parecian tener una
discordancia filogenética entre tax y env se disefiaron otros primers de mayor longitud, que
incluyeran los distintos genotipos descritos buscando detectar variantes que pudieran haber
permanecido indetectables con los primers inicialmente utilizados. Con este nuevo juego de
primes se amplificd una region de 750 pb del gen env, 244nt més largo que el primer juego

de primers descrito por Fechner.
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Fig 3. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method with gag gene
and tax gene. The evolutionary history was inferred by using the ML method based on the
General Time Reversible model. A discrete Gamma distribution was used to model
evolutionary rate differences among sites (5 categories (+G, parameter = 0.1621) for gag

and (+G, parameter = 0.1749) for tax). The rate variation model allowed for some sites to
be evolutionarily invariable ([+1], 43.30% sites) for gag and ([+1], 42.83% sites) for tax.
The analysis involved 80 and 83 nucleotide sequences for gag and tax. There were a total
of 306 and 314 positions in the final dataset for gag and tax. Fig 2 A, Arbol filogenético del
segmento del gen gag. Noétese que todas las muestras colombianas estan agrupadas en el
genotipo 1. Fig 2 B arbol filogenético construido con un segmento del gen tax. NoOtese que

cuatro muestras colombianas se encuentran incluidas en el cluster del genotipo 6.

Evidencia de genotipo 6

Para aclarar si existia una posible discordancia filogenética entre env y tax, las 131
muestras que habian sido positivas para gag al principio del estudio fueron amplificadas
con el nuevo juego de primers para env. Los resultados mostraron que las cuatro muestras
que por tax se habian agrupado dentro del genotipo 6, se mantuvieron como genotipo 6 en
el gen env. Con esto se comprobd que de las 131 muestras genotipificadas, los genotipos
circulantes en Colombia fueron el 1 y el 6: 127 muestras pertenecian al genotipo 1y 4 al

genotipo 6 (Fig. 4).
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Fig. 4. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method with env.

The evolutionary history was inferred by using the ML method based on the Tamura-Nei
model. A discrete Gamma distribution was used to model evolutionary rate differences
among sites (5 categories (+G, parameter = 0.3588)). The analysis involved 168 nucleotide

sequences.

Discusion
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El virus de la Leucosis bovina (BLV) ha demostrado tener implicaciones importantes a
nivel de salud pecuaria en el mundo entero, dadas las altas cifras que dan cuenta de su
circulacion viral, que oscilan entre 1 al 80% (Lee et al., 2016; Morovati et al., 2012;
Murakamia et al., 2011; Nekouei et al., 2015; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et al., 2015;
Polat et al., 2016; Rodriguez et al., 2011; Tsutsui et al., 2016). En este estudio se tomaron
un total de 289 animales distribuidos en 6 departamentos de Colombia en un total de 75
predios muestreados entre el afio 2015 y 2016. Para su deteccion y prevalencia se amplificd
un segmento del gen gag, para determinar su genotipo se estudié un segmento del gen envy
para iniciar una caracterizacion del virus antes de presentarse la leucemia se amplificé un
segmento génico del gen tax. La prevalencia encontrada fue de 62% por animal y 92% por
predio, més alta a la reportada por Ortiz y colaboradores en el 2016 la cual fue del 42.7%
por animal y 67.7% por predio (Ortiz et al., 2016), aumento que para este caso y teniendo
en cuenta que solo ha pasado un afio desde el reporte de Ortiz y colaboradores, ha de ser
atribuido a que en ese estudio la presencia viral se determind mediante serologia mientras
que en este estudio fue por deteccion del genoma viral por PCR. Si bien en infecciones por
retrovirus la presencia de anticuerpos puede ser interpretada como la presencia de antigeno,
la sensibilidad de una prueba de ELISA es mucho menor a la de una prueba de PCR que
determina presencia viral mediante la determinacion de un segmento de su genoma
(Villalobos, 2017). El otro factor que explicaria el aumento de la propagacion viral estaria
soportado en la ausencia de la vacuna y al hecho que en Colombia el VLB no esta incluido
dentro de las enfermedades de control oficial, por lo que no hay medidas de control

instauradas por los entes gubernamentales que permitan prevenir la infeccion viral.
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Los andlisis filogenéticos que se han realizado desde 1997 para establecer el genotipo
circulante del VLB, han empleado RFLP, secuenciacion del gen parcial y completo de env
y el genoma completo de VLB, describiendo hasta la fecha 10 genotipos (Polat et al.,
2017). Debido a que los resultados iniciales obtenidos en este trabajo con los primers
reportados por Fechner en el afio 1996 mostraron un problema de especificidad al no lograr
diferenciar el genotipo 6 del genotipo 1 en cuatro muestras, se tomo la decision de disefiar
un nuevo juego de primers que incluyeran un segmento mas largo del gen env. Al realizar
el andlisis bioinformatico de los primers empleados teniendo en cuenta las 69 secuencias
del genoma completo reportadas hasta ese momento en el GenBank representantes de los
10 genotipos, se observo que dichos primers tendrian problemas para amplificar cepas de
genotipos 3 y 6 (datos no mostrados), por lo que se disefid una nueva pareja de primers
dirigidos a amplificar un segmento de 750pb del gen env, teniendo en cuenta caracteristicas
propias tales como TM (temperatura melting) y formacion de estructuras secundarias.
Como resultado de este proceso se evidencié la cocirculacién del G6 con el G1 en

Colombia (Fig. 3).

Es importante resaltar que la presencia del genotipo 6 en los aislados colombianos también
fue demostrada por la filogenia realizada con el segmento del gen tax (Fig. 2B), gen que no
es usado habitualmente para resolver el genotipo en VLB, pero si es uno de los mas
polimorficos, que incluso presenta mutaciones especificas para otros genotipos del BLV
(Polat et al., 2016), y por ejemplo en HTLV, se logra incluso genotipificar con gag
(Rodgers et al., 2017). Debido a la limitada disponibilidad de secuencias del gen tax, no
podemos confirmar su utilidad con fines de genotipificacion. Sin embargo, los analisis

filogenéticos realizados en este estudio permitieron la correcta categorizacion de los
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diferentes genotipos con base en esta region, lo que debera ser evaluado a futuro cuando se

cuenten con més variantes de todos los genotipos.

Estudiar los genotipos virales de una poblacion en particular, es una estrategia importante
para avanzar en propuestas preventivas, relacionar las cepas con las regiones geogréaficas,
dar cuenta de la estabilidad del genoma y en algunos casos relacionar el virus con distintos
niveles de virulencia (Zhao and Buehring, 2007). En BLV, se han reportado 10 genotipos,
el genotipo 1 es el de mayor distribucion en el mundo, estudios realizados en América,
Australia, Europa y Asia dan cuenta de ello (Ababneh et al., 2012; Derse et al., 1985;
Fechner et al., 1997; Lee et al., 2016; Licursi et al., 2003; Lim et al., 2009; Mamoun et al.,
1990; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et al., 2015; Polat et al., 2017; Polat et al., 2016; Yang
et al., 2016; Zhao and Buehring, 2007). En contraste, el genotipo 6 se ha reportado en 4
paises asidticos (Filipinas, Tailandia, Jordania, e India) y 5 suramericanos (Argentina,
Brasil, Bolivia, Per( y Paraguay) (Gautam et al., 2018; Polat et al., 2017) y ahora en
Colombia (Fig. 2). La distribucion de los diferentes genotipos en el mundo, posiblemente
se deba a la importacién y comercio de ganado (Camargos et al., 2007; Polat et al., 2015),
de manera que los estudios de la presencia y diversidad genética de BLV revelan
informacion sobre la prevalencia viral en la regién estudiada y proporcionan asi datos
importantes para construir e instaurar politicas publicas lo cual contribuye con el control y
la erradicacion del BLV. Adicionalmente, la variabilidad de los genotipos encontrados
constituye informacion util para los productores de vacunas, que para el caso de Colombia

seria deseable dirigirlas a epitopes conservados de las cepas del genotipo 1y 6.

Conclusiones
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Los datos epidemiologicos aqui relacionados de una prevalencia de BLV en Colombia del
62% por animal y 92% por predio y de circulacion del genotipo 1 y 6, aportan una
herramienta 0til para la epidemiologia, gremio ganadero, entes gubernamentales y
productores de vacunas. Finalmente, si bien se sabe que tax no estd relacionado con la
genotipificacion, los analisis filogenéticos muestran que este gen si tiene algo que ver con

ella y que eventualmente puede ser usado para la genotipificacion del BLV.
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2.3 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Para la discusion de este capitulo se describe a continuacion un analisis de los hallazgos
presentados en el articulo anterior a la luz de su importancia filogenética, las metodologias
empleadas y el uso actual y futuro de los resultados encontrados. Para concluir, los datos
epidemioldgicos reportados se abordaran desde el enfoque de la posibilidad que el VLB sea

un virus zoonotico.

La prevalencia del VLB reportada con este estudio fue de 62% por animal y 92% por
predio, y los genotipos circulantes fueron el 1y el 6, siendo el G1 el mas prevalente de las
regiones analizadas, el G6 fue encontrado en dos municipios, Sotaquira y Aguachica, de los
departamentos de Boyacé y Cesar respectivamente. Estudios realizados por Usuga y cols en
el departamento de Antioquia reportaron una prevalencia no mayor al 50% determinada por
PCR y empleando los primers descritos por Fechner en el afio 1997. Los genotipos
encontrados en esa poblacion fueron G1 y G3, este ultimo en Belmira (Usuga-Monroy et
al., 2018), municipio que no fue analizado en la presente investigacion. A diferencia de lo
usado por Usuga, en el presente trabajo se usaron inicialmente ese mismo juego de primers,
pero mas tarde se pasé a otros cebadores disefiados” in house” que amplifica una region de

750pb, aumentando la posibilidad de deteccion de genotipos distintos al 1.

Este trabajo demostro que el juego de primers propuestos por Fechner en el afio 1997,
usados en alrededor de 13 reportes para genotipificacion del VLB en el mundo (Asfaw et
al., 2005; Balic et al., 2012; Fechner et al., 1997; Felmer, Munoz, Zuniga, & Recabal, 2005;
Gautam et al., 2018; Lee et al., 2016; E. Lee et al., 2015; Licursi et al., 2003; Monti et al.,

2005; Ochirkhuu et al., 2016; M. Polat et al., 2015; M. Polat et al., 2016; Rola-Luszczak et
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al., 2013), fueron insuficientes para detectar el G6 en las cepas aisladas de vacas
colombianas. Por tanto, es posible que otros estudios en los que los hayan usado, se

subestime la presencia del G6 particularmente o algun otro genotipo.

Hasta el momento la mayoria, si no todos los reportes de genotipificacion de VLB que
existen, estan dirigidos a la amplificacion del gen env o de un segmento del mismo y
algunos mediante la secuenciacion del genoma completo del virus (M Polat et al., 2017).
Recientemente se reporto el uso de los fragmentos LTR del VLB para genotipificar (Pluta,
Rola-Luszczak, Douville, & Kuzmak, 2018). Sin embargo, ningln estudio ha reportado el

genotipo de VLB basados en el gen tax.

En este estudio, usando una secuencia amplificada de tax de un tamafio de 373pb vy
localizada entre los nucledtidos 7197 y 7551, se demostrd que en 4 de las muestras
analizadas tenian cuatro cambios a nivel nucleotidico. Estos cambios fueron T7318A,
G7358A, A7373G y G7408A, los cuales tambiéen estan presentes en las cepas de referencia
correspondientes al G6 usadas en este estudio, lo que sugirio que el genotipo de estas cepas
no era G1 sino G6 y al construir el arbol estas cepas se organizaban en el clado del G6.
Esta sugerencia fue comprobada con los primers “in house” para env, demostrando de esta
manera que sobre el segmento del gen tax analizado, es posible genotipificar el VLB.
Ahora bien, la pregunta es ¢porque en VLB no se usa otros genes para genotipificar?, la
respuesta a esto basicamente estaria dada porque la mayoria de los estudios de genotipo de
VLB se han realizado sobre env, unos pocos con el genoma completo y solo uno con LTR,
lo cual claramente restringe la posibilidad de comparacion con otras cepas reportadas en el
GenBank que en su mayoria estan dadas sobre el gen env. Prueba de ello, es que a la fecha

en el GenBank, se encuentran 82 secuencias de genoma completo y 873 del gen env. Con
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respecto a los otros genes, aunque hay secuencias reportadas, 115 de tax, 197 de gag y 102

de LTR, para estas no se cuenta con el dato de a que genotipo corresponden.

Las secuencias nucleotidicas ademas de genotipificar también tienen otros usos potenciales

tales como:

-Disefio de vacunas, estudios in silico para la identificacion de epitopes conservados con
potencial inmunogénico es una de las estrategias usadas recientemente para el disefio

racional de inmundgenos (Oyarzun & Kobe, 2016).

-ldentificacion de nuevos reservorios virales, como es el caso del virus del Zika en el que la
filogenia mostr6 que los monos son reservorios potenciales del virus y estos podrian
trasmitirlo a los humanos (Weber, Alroy, & Scheiner, 2017). Para VLB, este trabajo aporto
datos a nivel gendmico de las cepas circulantes en vacas colombianas, ahora bien, es
importante caracterizar potenciales hospederos naturales como las ovejas y los bafalos (De
Oliveira et al., 2016; Nekoei et al., 2015), especies donde han sido muy limitados los

estudios, pero que podrian estar jugando un papel importante en la epidemiologia del VLB.

- Identificacion de brotes: Las secuencias anotadas de las cepas circulantes en Colombia de
VLB, también pueden ser una herramienta Util ante eventuales brotes del virus en el pais.
Un ejemplo de esto, fue el estudio realizado de VIH en Quebec Canadé, en brotes ocurridos
en la poblacion de hombres que tienen sexo con hombres, revelando que las politicas de
diagnostico y control de esa poblacion merecian una atencion especial por parte de los entes
encargados, a fin de evitar futuras propagaciones que resultaran en epidemias (Brenner et

al., 2017).
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-Como ultimo punto, se ha mencionado en la introduccion la posibilidad de que el VLB sea
zoonotico. Con los resultados expuestos en este capitulo se cuenta con secuencias
nucleotidicas de las cepas de VLB circulantes en vacas de Colombia, informacion que
debera ser confrontada con las secuencias que se reporten en un futuro provenientes de
tejido mamario humano, de tal forma que, de confirmarse filogenéticamente su origen esto

constituya una herramienta directa que compruebe la zoonosis.
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3.1 ANALISIS DEL POTENCIAL ZOONOTICO
DEL VLB

3.1 INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las zoonosis como una infeccién o
enfermedad transmitida de animales a humanos de forma directa o indirecta o por los
productos derivados del mismo, tales como carne, leche o huevos. EI Centro para el
Control y la Prevencién de las Enfermedades (CDC), la describe como enfermedades que
son causadas por infecciones que se comparten entre animales y hombres, que pueden darse
por contacto directo o indirecto, por vectores o por alimentos y la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) como patégenos que son transmisibles del animal al hombre y

viceversa (OIE, 2018; CDC, 2018; OMS, 2018).

La zoonosis es un problema que involucra condiciones sociales, econémicas y sanitarias,
por lo tanto, para profundizar en su definicibn se debe construir una vision
multidisciplinaria que las integre. Este enfoque multidisciplinario fue con el que Calvin
Schwabe entreg6, hace mas de 50 afos, la propuesta “Una Salud” donde plantea que la
medicina humana y veterinaria deberia unirse para combatir las zoonosis, bajo el lema “La

salud del ganado es la salud del pueblo” (CDC, 2014).

En la actualidad se desconocen la cantidad de patdégenos que potencialmente pueden causar
infecciones zoondticas (Anthony et al., 2013), sin embargo, se ha documentado que de las
enfermedades infecciosas emergentes, alrededor del 60% son causadas por un agente

zoonotico (Taylor, Latham, & Woolhouse, 2001) (Woolhouse & Gowtage-Sequeria, 2005).
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Dos de los ejemplos clasicos de zoonosis son el virus de la Rabia y la Hepatitis E (HEV).
Un accidente rabico sucede cuando el virus que se encuentra en la saliva del animal
mordedor (la mayoria de los casos es un perro), es inoculado al humano por la herida que
causa la mordedura y migra por transporte axonal retrogrado a las células neuronales del
Sistema Nervioso Central (SNC) ocasionando una encefalitis letal (Jackson et al., 1999;
Plotkin, 2000) (OMS, 2018). En cuanto al HEV, este es capaz de infectar diferentes
especies de mamiferos, entre ellos el cerdo y el humano. Anteriormente se pensaba que este
virus era exclusivo de humanos y que causaba una hepatitis autolimitada. En el afio 1997,
se identifico el genotipo 3 de HEV porcino (HEV3) en un caso de hepatitis humana, cuya
trasmision se habria dado por consumo de carne cruda proveniente de este animal. Mas
adelante, con analisis filogenéticos se confirmo que eran el mismo virus, demostrando que
el HEV no era exclusivo de humanos como se pensaba (Kwo et al., 1997; Meng et al.,
1997; Schlauder et al., 1998). En el afio 2003 se definié otro genotipo conocido como
HEV4, que también cuenta con la capacidad de ser zoon6tico (Yazaki et al., 2003) y hasta
la fecha, se han confirmado tres genotipos zoonoéticos de HEV, el 3, 4 y 7, este ultimo

proveniente de camello (G. H. Lee et al., 2016; Nan & Zhang, 2016).

Con relacioén al VLB, Buehring en Estados Unidos, Willems en Bélgica, Wang en China y
Gutiérrez en Colombia (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; N. A.
Gillet & Willems, 2016; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006; Zhang et al., 2016) han
realizado estudios para demostrar su presencia en tejidos humanos de seno con y sin
procesos neoplésicos. Algunos de estos autores han sugerido una asociacion de VLB con
cancer de seno lo que ha generado la pregunta de como el VLB logra llegar a ese tejido y si

los productos de consumo provenientes del ganado y dirigidos al humano podrian ser la
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fuente de infeccidn a través de su ingesta, lo cual haria suponer que el VLB es otro agente

zoondtico.

Con las definiciones dadas por la OMS, el CDC y la OIE es claro que para que una
infeccion se declare como zoon6tica debe transmitirse del animal al humano. No obstante,
para incluirse como tal deberia cumplir con la mayoria de las siguientes caracteristicas y

con evidencias apoyadas por diferentes investigadores en distintos lugares del mundo.

1. Conocer la prevalencia del patdgeno: Si bien esto no implica que sea una zoonosis
este dato forma parte del “paquete” de conocimientos que se deben tener a la hora
de definirla. Se debe conocer la prevalencia tanto del patdégeno en su hospedero
natural como del patdgeno en el hombre y se debe esperar que su prevalencia en el
animal sea mayor a su prevalencia en el humano. Un ejemplo de ello, es el HEV.
Un estudio realizado en trabajadores de fincas porcicolas en una region de
Antioquia —Colombia, demostro una seropositividad del 11.22%, mientras que otro
estudio realizado en el mismo departamento demostré que la seropositividad en
cerdos fue del 100%. Teniendo en cuenta que las condiciones de temporalidad y de
muestreo no fueron las mismas se puede resaltar que la seroprevalencia en los
animales fue mucho maés alta que en los humanos (Gutierrez et al., 2014).

2. Liberacion: Para que sea zoonOtico, un agente viral debe ser eliminado de su
hospedero después de hacer en €l una infeccion litica. Una situacion distinta sucede
en infecciones donde el virus se mantiene latente, como le sucede al virus del
Herpes durante su estadio de provirus, que, mientras se mantiene latente en células
del SNC, no es liberado y, por ende, no es contagioso (Tsurumi, Fujita, & Kudoh,

2005). Si el virus que se esta tratando de clasificar como zoondtico tiene estas
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caracteristicas, es poco probable que se logre su liberacion. Contrario a lo que
sucede con Rabia y con HEV, donde el virus esta realizando ciclos liticos y esta
siendo liberado en buenas cantidades por la célula, permitiendo asi mayor
posibilidad de infeccion a hospederos susceptibles (Cao & Meng, 2012).
Transmision: Conocer la ruta de transmision es importante para apoyar la propuesta
de la zoonosis. Si un virus se transmite por transfusion sanguinea y el hombre no
puede recibir sangre de dicho animal, seria poco probable que se considerara una
infeccion zoonotica, en contraste con eventos cuya posibilidad de contacto con el
animal y/o sus productos sea viable. Ejemplo de ello es lo que se observa en un
estudio realizado en Francia donde el consumo de salchicha de higado de cerdo,
estaba relacionado con la trasmision de HEV en los consumidores de dicho alimento
(Colson et al., 2010).

Tener definidos el reservorio, el vector y el hospedero: Para considerar que exista
una zoonosis se debe tener certeza de que el virus produce la patologia en un
hospedero distinto al humano y que para su transmision utiliza cierto vector. Con el
virus de la Rabia se conocen a los humanos y los perros como hospederos naturales,
a la saliva del perro como vector y a los murciélagos como los reservorios
principales. En esta

zoonosis se puede evidenciar la presencia del virus en los tejidos de cerebro tanto
del perro como de humanos, la saliva como la ruta de transmision a través de la
mordida y la presencia del virus en cierto tipo de murciélago, donde el virus puede
permanecer por mucho tiempo sin producir enfermedad, caracteristica propia del

concepto de un reservorio (Beranova & Zendulkova, 2016).
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5. Conocer el ambiente que favorezca la transmision del patdgeno: Siguiendo con el

ejemplo de Rabia, la mordedura implica que el virus se inocule en el humano, lo
que permite que llegue a células de SNC y migre a cerebro produciendo la
sintomatologia (Plotkin, 2000). Es claro que la saliva en el perro infectado, sin la
herida en el humano no genera un ambiente propicio para la infeccion.
Carga microbiana necesaria para una infeccion exitosa: En Rabia, un estudio
reciente demostré que la infeccion en modelos animales no depende solo de la
virulencia de la cepa sino también la carga viral. Brevemente, inocularon dos grupos
de ratones, el primer grupo con titulos bajos de virus y el segundo grupo con titulos
altos, encontrando que la mortalidad de ratones infectados del grupo 1 fueron
significativamente mas bajas (p <0,001) en comparacion con las del grupo 2 (Fuoco
et al., 2018). Es posible que una baja carga viral sea suficiente para infectar al
hospedero natural, pero si este es el hombre que no es su hospedero natural, es
probable que requiera de una mayor carga viral para producir la enfermedad.

7. Presencia de receptores celulares compartidos lo cual estd relacionado con la
susceptibilidad a la infeccion: La presencia de receptores celulares comunes entre el
animal y el hombre definen el tropismo viral y la susceptibilidad a ser infectados.
En el caso de Rabia, se han propuesto diferentes moléculas celulares que actuarian
como receptores, los no proteicos como los gangliésidos y los de tipo proteico como
el receptor nicotinico de acetilcolina, el receptor de baja afinidad de neurotrofinas y
la molécula de adhesion celular neural (Lentz, Burrage, Smith, Crick, & Tignor,
1982; Tsiang, Koulakoff, Bizzini, & Berwald-Netter, 1983; Tuffereau, Benejean,
Blondel, Kieffer, & Flamand, 1998; Lafom, 2000), los cuales estan presentes en la

mayoria de los mamiferos, de tal forma que son usados por el virus para iniciar la
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infeccion. Esta puede ser la razon por la cual este virus puede causar problemas en
muchos de los mamiferos que conocemos.

8. Filogenia viral: Gracias a esta herramienta, casos de zoonosis han sido resueltos, un
ejemplo es el HEV donde se comprobd que el virus circulante en el humano
provenia de carne cruda de un ciervo infectado y de carne y leche de camellos (G.
H. Lee et al., 2016; Tei, Kitajima, Takahashi, & Mishiro, 2003).

9. Presencia de una enfermedad definida: Una discusion importante es si la presencia
del patdgeno pero la no produccion de sintomatologia puede considerarse zoonosis.
Ejemplo de esto fue reportado con HEV3, cuya sintomatologia fue evidenciada en
el humano infectado, pero no en los cerdos donde solamente se encontrd evidencia
microscopica y seroldgica de la infeccion (Meng et al., 1997). De manera que la
presencia de la enfermedad con sintomatologia clara en el hospedero, no es un
criterio que necesariamente confirme o descarte la posibilidad de un agente

zoonatico.

A continuacidn se adjuntan los tres articulos: dos publicados y uno sometido que apoyan la

propuesta que el VLB es una zoonosis.

3.2 ARTICULOS
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SUMMARY

Bovine leukaemia virus (BLY ) is the causative agent of enzootic bovine leucosi s, which has been
reported worldwide BLY has bean found recently in human tissue and it could have a s gnificant
impact on human health, A possble hypothess regarding viral entry to humansis through the
mnsumption of infected foodstuffs. This study was aimed at detecting the presence of BLY DN A
in raw besf and fresh mill: for human consumption. M ested PCR. diredted at the BLY gag gene
(272 bp) was used as a diagnostic test. PCR products were confirmed by Sanger ssquendng,
Forty-nine per cent of the samples proved positive for the presence of proviral DN A, Thisis the

first study highlighting the presence of the BLV gag gene in meat products for human
mnsumption and confirms the presence of the vird DM A in raw milk, asin previous reports.
The presencea of viral DN A in food products could suggest that viral partides may also be found.
Further studies are nesded to confirm the presence of infected viral partides, even though the
presant findings could represent a first approach to BLV transmission to humans through

foodstuff consumption.
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INTRODUCTION

Bovine leukaamia virus (BLY) bdongs to the genus
Detaretrovirus,  family Rerovridas,  subfamily
Onoovrinae, This is an oncogenic virus that was firg
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isolated in 1968 and is the adiclogcd agent of enzo-
ofic bovine leuoosis (EBL ), one of the most frequently
ourring neopl astic dissasss in cattle [1]; about a third
of BLV-nfeded cows devdop persistent lymphocyto-
g5, 1-5% of them devel oping the | ate stage of the dis-
ease that is assodated with B-cal neoplasm [2] This
retrovirus is dosly rdated to the types of human ym-
photropic T-ll Teukasmia virus (HTLV-1 and -2) [3]
BLV integratesits genomein targetbovine cdlls, @ that
dl infected animas are pergstently infected and
become carias of the wvirus during the murse of
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61



2 N.N.OlayaGda and others

thair lives, thereby having anegativeimpact on the ani-
mds" immune system and, consaquently, inducess losses
in milk produdion, poorer yied regarding weight and
induced abortions in the animals [1, 4, 5]

A faw studies have revealed the presence of DN A
and proteins of BLY in human breast tissue samples,
proposing that thess findings could be considered as
a hazardous factor for breast cancer devdopment
[5-9]; albeit some different investigations hawve not
found evidence of the virus in people [10, 11], there
is proof that a bovine wirus is found in human beaings,
perhaps related to a zoonosisinfection. H owever, itis
still not known how BLY is ransmitted to humans.
Transmission in cattle could be mediated by horizon-
tal or wvertical transmission. Verticd fransmission
indudes perinatal transmisson through blood or
transpl acentd passage and postnatd infection routes
through @lostrum and milk nsumption 12, 13]
H orizontal transmission could ooour by direct contact
betwean infectad and non-nfected animals, as well as
weterinary practioss due to using contaminated instru-
ments on marny animals without sterilising them
betwesn procedures and animals, induding tattocing
catle  wvaodnation and  recta  palpations  [14]
Conversdly, it has been suggested that humans might
become infected by consuming foodstuffs from
infected animals, through the direct contact involved
in livestod: practices or vaodnes produced with con-
taminated catle sara [7, 15] Although the tranamis-
son route has not yet been established, it could be
implicated in asvye-unknown human hedth issues
such as the emergence of new dissasss, taking into
amount that BLY is described as an oncogenic wirus,

Food for human consumption has been proposed as
a potentid source of pathogen transmisson, Severd
viral infections are rdated to foodborne dissases;
enteric wviruses, such as rotaviruses and noroviruses,
areamongst the viral agents most frequently fransmit-
ted by foodstuffs; these agents are transmitted as fres
wiral patides through faecd contamination of food-
stuffs for dired consumption, such as fruit and vegeta-
bles and (in some exceptions) meat produds [156, 17].
Some othe wiral infections require the presence of
infected cdlls to transmit the agent to other hosts;
this is the case of hepatitis A wirus and hepatitis E
wirus (HEV) that have been found in meat products,
such as sausages, liver and pork [18-21],

There are othe dissases that are, in prindple, aso-
dated with foodstuff consumpti on but where the causa-
tive agent remains unknown [22]; in spite of most of
them being assodated with gastrointestinal diseasss,

there muld be other types of pathogens in foodstuffs
that are still unknown, This muld thus be happaning
with BLY, involving potential risk for human hed th.
Shudiesfoaused on food safety for improving thequality
of products prepared for human consumption are
needed as foodstuffs could transmit unknown patho-
gens. This study was thus amed at evaluating the
BLY DMA detectionin raw meat and fresh milk (i.e
fresh from milking) for human consumphion as a first
step in estimating the potential of foodstuffs regarding
BLV transmisdon to humans.

METHODS
Sample collecticn

Convenience sampling was used for obtaning both
milk and meat samples, 100 samples were obtained,
Fifty besf samples weighing around 15 g each were
obtained from butchers in Bogota whil st the 50 sam-
ples of milkk were obtained from farms speddisng
in dairy produdion located in different parts of
Colombia, The milk was collected diredly from milk-
ing(i.e. before being sent for industrial treatment), The
samples were transported to the Virology L aboratory
at the Javeriana U niversityin B ogotd where meat sam-
ples were stored at —20°C until bang prooessaed,
whilst milk samples were processed immediately.

Sample preparation and nude c add extraction

Roche High Pure PCR Template Preparation K it was
used for edracting totd nudac agds from milk and
meat, following the manufacturer’s indications; some
modi ficati ons were made for soli d i ssueand liqui d sam-
ples. Regarding meat, aninitd 10-20 mg of rump ait
(musde) was lysad with protanass K and the tissue
Ilyss buffer supplied in the DNA edraction kit
E xtraction from milk samples firstinvolved cdl | concan-
fration from an inital Sml milk volume through
sequentid cenfrifugations at 16000g for 20min for
each cyde (four cydesin total ); the pdlet so obtained
was used for DN A extraction, following the manufac-
turer's instruct ons. M anoD rop (Thermo) was usad for
quanti fying the extracted DN A to verify its concentra-
tion and purity. The DN A was then frozen (—20°C)
and stored until further use,

PCR amplification: multiplex and nested PCR

The bovine GAPDH constitutive gene was used as
PCR internal control, which was amplified in a
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muhliplex PCR together with the wvims' gag gene
encoding its capsid protems. PCR tests were done
wing Roche PCE master mix with specific primers
(0-E pmolipl) for the aforementoned genes. Baoth
bovine GAPDH and gag primers wem previously
mportad by Buchring ef @, [6]. An E57 bp fragment
was amplified for the bovine GAPDH gene and a
385 bp fragment for gag. Muloplex PCR conditions
ncluded an imital denaturing step at ™50 for 5
min, followed by 35 cydes of denaturing at 94 =C
for 30 5, an anncaling step at 393 *C for 60 s and a
W) s extenson at 72°C, A final extenson step was per-
tormed at 72 %C for 10 min.

PCR sensitivity was increased by nested PCE for
samples where the viral gene was not amplitied in miulti-
plex PCR. The first PCRs products were wsad as tem-
plates for the nested PCE. The amplification target
was an imtemal gag Fragment (ot 1097-1369), mailtng
mn & 272 bp fragment (ako reported by Buchring ef al. )
6], Reaction conditions wem the same as thos
described for multiplex PCR. Armnealing temperatume
was 36°C with 3= extension tme.

The results for both multiplex and nested PCR wene
visualised on 1-5% agarose gels prepamred in 1x TAE
(Biorad) dyed with 1x HydraGreen fluomscent inter-
calating dye [ACTCenc). DNA extracted from a
blood sample of an infected animal was usad as posi-
tive control for BLY and RNase- and DMNase-free
water as negative amplification control.

Seaquee ncing

Virws-positive PCR products were purified with PCR
product purificaton kit (Roche High Pure), following
the manufacturer’s instructions, and then senmt to
Macrogen Inc. (Seoul, Korea ), for Sanger sequencing.
The primers (both sense and anti-sense) wsed for
sgquencing were the same as thoss for the nested
PCR. BioEdit Sequence Alignment Editor (version
7-2-5 ) was used for editing and analysing the sequences.
Comsensus sequences were obtained for cach positive
sample; the online BLASTn tool was wsed for venfying
the identity of the sequences so obtamed.

RESULTS AMD DISCUSSION

BLY has been known and studied as an infectious
agent in cattle; howewver, there are reports of this
vims in humans [6, 7, 9] even though the mechanian
by which the virus has reached such host has il
not been clarified. Buchring e @l [15, 23] ighhghtad

BLYV DMNA present in foesh milk and raw beef 3

three main hypotheses for the viral entry to humans,
The first comsiders direct contact with infected ani-
mals however, such hypothesis would necessarily
involve viral pmsence in limited populations (ic.
vetennarians, livestock handlers andfor  farmers).
Mevertheless, available evidence has rewealsd that
the virus has been found in people who do not neces-
sarily come mto direct contact with animals [6, 7, 9].
The sacond hypothesis concerns possible BLY trans-
mission through vaccine production processes mvolv-
ing the we of BLV-contaminated foetal bovine sera,
ewen though no experimental evidence has boen pub-
lished regarding this issue. The third hypothesis pro-
poses that the vins might infect humans through the
consumpton  of  bovine-derived  products  from
BLV-infacted cattle [10, 23], keading to the idea of
evaluating meat and milk products for human con-
sumption as a possible pathway for viral entry.

Mucleie acids were obtained from fresh milk and
raw beef samples (muscle tisucs) in the present
study in the search for BLY proviral DMNA. Internal
control (hovine GAPDH) was observed m the mulo-
plex PCR (Fg. la)l A proviral gag scgment was
found in 24 out of the 30 milk samples and in 25 of
the meat samples, These remlts epresent 499G of all
samples analysed. Most of them were detected by
nested PCR, suggesting that the viral load m the sam-
ples was considerably low. Figure one shows A nepre-
sentative agamse gel of the results obtained by
multplex PCER (a) where an B57 bp fragment from
hovine (GAPIDVH was observed, as well as the external
gag fragment in positive control (383 bpl; negted PCR
(b} from the products obtained i the first PCR witha
272 bp fragment was observed in positive control and
the samples analysed here { Figs. 1a and b).

After sequencing PCR products, gag gene identity
was verified wsing BLAST (MCBI) with previoushy
reported BLV sequences, The msults gave 97904
identity comparad to refemnce sequences, Such results
confirmed that the amplified products obtained from
meat and milk samples came from the BLV gag
scgment.

BLY prevalence in Colombia has been recorded as
67TV on livestock farms throughowt the country and
in 43% of the bovine population, themby affocting
(health-wise and cconomically) livestock hreeding for
milk production and meat for human comsumption
[24]. Understanding the evolution of the discase incat-
the (most infected animak going urmoticed due to low
symptormatology) [25] and considering its high preva-
lence i Colombia highlights the fact that infected
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Fig. 1. Represntative agaox o8 (1599 of fidd ssmples,
(a) Mutiple: PCR. (b) Neted PCR . Lane 1 - 100 bp | adder
(Irvitrogen); lane 2 - postive control; lane 3 - negdive
contrd; lane 48 bef sampl e 1 ane2-13: mill: samples,

animals that have never been detected could be sl d for
mmmerdalisation, and thus catte-deri ved infeded pro-
ducts mould be distributed in different i ndusiries without
ay govemment control regarding the presence of the
virus This would favour the dissase’s dissaminationin
spite of the fadt that EBL was recently established and
was mnd deed a diseass requiring mandatory notifica-
tion by the Colombian Agrialturd and Livestodk
Institute [25]

D etection of BLY DN A in catle-derived foodstuffs
(as shown by this study’s findings) could serve as a
marker, which could suggest a zoonosis (j.e indicating
vird partide transmision by these produds), It is
worth stressing that casss of zoonoss are mnsidered
one of the most important problems regarding infec-
tious dissase epidemiclogy and public hed th world-
wide [27]. Taking the WHO's definiion of zooness,
' ny disease or infection thatisnaturally transmissible
from wertebrate animals to humans, induding dl types
of pathogenic agents’, [28] aswell asviral transmission
mechanisms, action directed towards avoiding wird
disemination in cattle might prevent the introduction
of the pathogen into the human populaton, even
though BLW has not et been condusively proven to
be a causa of human diseass [6, 11, 29].

F oodborne dissases are related with ingesting con-
taminated foodstuffs with microorganisms, which
sometimes could come from an animd orign [30]

Two vehides have been proposed for vird transmission
through foodstuff consumption, Free vird patidesin
foodstuffs has been related to an exogenous contamin-
ation source(i e, faecd contaminati on), involving direct
consumption of fresh products, such asfruit and vegeta-
bles [16]. Theother possibility concarnsthetransmission
of viruss through animd-derived products infected
with the virus, In thiscase, animd cdls would become
carias of pathogenous agents, introdudng them into
human beings through consumption of meat from
infected animds, trespassing even free vral partides,
infected cdlls or provird DN A [31] Reports regarding
HEW entry to humans have inoeased due to products
from pigs infected by thewirus being consumed, i .. sau-
sages, liver and poorly cooked pork [18, 19, 21, 32] This
stuation hasled to acute hepatitis outbres:s where a
hitherto disregarded zoonos s has been dearly defined.
This study’s findings have suggested that aamila stu-
ation could be ooourring with BLY, gving rise to pos-
sble etplanations for dissass whose causes hawe
previously been undefined.

The pertinent literature has reported viral partides
and vird DNA in cows' millk or colostrum that could
be consdered a rid fador for transmission to caves
[B3-35]. Viral DMNA was also detected in fresh milk in
thepresent study, thareby agresing wi th previ ousreports,
despite not having been described as a risk factor for
humans Bearing this in mind, some other retroviruses
oould be franami tted bry their respactivehosts consuming
milk, i.e. HTLY, MMTY (mammary murine tumor
wirus)and also HIV in particular stuations [37-39]

Consuming raw milk could be a viable tranamisson
pathway, mostly in developing countries having high
raw milk consumption in rural populations. Previous
studies have established that industridisation of milk
and pasteurisation processes leads to inactivating
viral partides B0-42] avoiding raw milk consumption
would thus be an essentid prevention strategy, evenif
it remains unknown whether BLY can also reach
humans by this means.

Itis worth highlighting that even though the study’s
objective was not to determine the presence of om-
plete and infectious viral patides in the samples ana-
lysed, the gene fragments found here suggested the
wirus could be found, since comparing the sequences
obtaned here with previoudy reported ones gave
97-999% identity (i .. dealing with BLWY ). Further stud-
ies should be aimed at establishing whether consuming
the aforement oned foodstuffs transmits infective vird
partides, which can then complete ther biological
cyde in humans, It could be of great inteest to
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avaluate viral presence after cocking meat as this
muld inactvate wiral partides and to ascertain
whether other mechanisms culd be partidpating in
vird transmission 0]

M oreover, this is the first experimental approadh
reporting the BLY gag gene ssgment being detected
in besf products for human consumption. Questions
mneerning wvird transmisson through mnsuming
infected meat have been rased since the reports by
Buehring et 4. [15] However, only empirical
gpproaches and infaences about this fransmisson
pathway have besn proposed, regarding daughter-
house practices involving cardnogenic cattle tissue
wherenotonly these tissues are distributed to humans,
but have been disposed of for dog and cat food pro-
ducts [43]. The data reported here are important for
foodborne infecions and public health. Prevention
policy, which proposss the early detecton of path-
oganous agents with a posability to reach humans,
depends on therisks for the target popul ation, by con-
trolling the main sources of dissemination [44],

ThepresenceoftheBLY DN A in bovinedaived pro-
ductsmould beinterpreted asastep forwardinidenti fyung
previoudy unknown foodbome dissasss. Our results
auggested that BL W could becons dered apotent d zoo-
nofic agent, even though non-infectious partid es were
reported in this study, Evidence of an onmogenic virus'
DMNA inmilk and meat products highlights such food-
stuffs a5 being a potential source of vrd transmission
to humans and muld be the ocutmme of currently
unknown diseasss, Such viruses' alternativetransmisson
routes should bestudied (j ., human-to-human transmis-
son). Prevention and control strategies should be
enforoed to decrease viral preva ence and transmission
in catfle and ensure that infected foodstuffs do not
bemome distributed to markeats sudh alternatives amed
at eradicating the disea=s have been achieved in some
European countries, N ew Zealand and A ugtrali a [5, 451,
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Abstract

The envelope glycoprotein 51 (gp51) is essential for bovine leukaemia virus (BLV) entry to
bovine B-lymphocytes. Although the bovine adaptor protein 3 complex subunit delta- 1
(hoAF301) has been proposed asthe potential receptor, the specific ligand- receptor inter-
action has not yet been completely defined and boAP3D1 receptor and gp51 3D structures
hav e not been determined. This study was thus aimed at a functional annotation of bo AF3D1
cellular adaptor protein and BLY gp51 and, proposing a reliable model for gp51-AF3D1 inter-
actionusing bioinformatics tools. The boAP3D1 receptor interaction patterns were calculated
based on models of boAP3D1 receptor and gp51 complexes' 3D structures, which were con-
structed using homoalogy techniques and data-driven docking strategy. The resukts showed
thatthe participation of 6 key amino acids (aa) on gp51 (Asn170, Trp127, His115, Alag97,
Serds and Glu128) and 4 aaon AP3D1 (Lys925, AspB07, AspBI5s and ArgB00) was highly
probablein the interaction between gp5S1 and BLWR domains. Three gp51 recombinant pep-
tides were expressed and purified to validate these results: the complete domain (rgp51),the
M-terminal portion (rNgp51) and the C-terminal fragment (rCgp51); and binding assaysto
Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cells were then carried out with each recombinart. It
was foundthat rMgps1 preferentially bound to MDBK cells, suggesting this domain's func-
tional role during invasion. The rgp51-MDBI cell interaction was sensitive to trypsin (98%
reduction) and chymotrypsin treatment (80%reduction). These results highlighted that the M-
terminal portion of gp51 interacted in viro with the AP3D1 receptor and provides aplausible
in silico interaction model.

PLOS ONE | hitps: ddoi.orgf 0.1371 joumal pone 99357 June 21, 2018
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Introduction

Thebowneladkaamiavirus (BLY ) is ardrovrus from the same genus asthe human T-l lau-
kaemiadymphaomawrus (H TLY) [1], displayi ng tropism manly to catie B4ymphooytss [2],
whereithas been assod aed with ad ow infedion aimilar to human acquired immunodefi-
dency syndrome (AID S), known asenzooti cbovinel aukosis, Thisdi ssaseis cha actarised by
having no evi dentsymptomatd ogy in 65%ofi nfected animds, caud ng persistent lymphooyto-
gsin 3Weof tham and laulaamiaor lymphomain 5%6to 109 [3-5].

Thepertinent li teraturehas reported that this virus i nfects odl sother than B4ymphocytes
and even cdlls from spedesother than cattle [6-10]; it has dso bean regported recantly that itis
presentin women'smammary gland odl s, suggesting the virus” assodati on with bresst cancar
[11,12]. The cdlular protein candidate for vird recgptor, dlowingwirus entry to thesacdls,
must be sudied to advance understanding of how BLY can infect cdlls other than B4ympho-
oytes, such as human epithdid cells and shesp Tdymphooytes,

TheBLV envdope (Env) protein, comprisinga 51 kD amdeoular weight surface(9))
doman (caled go51), atransmembrane (TM ) doman (known asgp30) and acytoplasmatic
{CP) doman, has been invalved in wirus binding to and penetration of cells[13,14].

Twi shudieshave been published to daterefaring to theB LY &l recgotor, Two receptor
(BLWR rd aed dones (BLV gpl and BLV cp /5" were found in the first experimentd
FPpproath, encoding apl Ematic membrane prota n whoseexdracdlular doman binds BLY
gp51 and incressed thesusoeptibili ty of calls to recombinant BLY infection [15,16]. A | aer
shudy proposed that BLVR was related to the adaptorrelated protein comple-3(A P-3) which
patidpatesinintracalul & protein ransport [17]; the MDBK odl line was used for heeapai-
mentsin both sudies, Thare are currently 75 mmpleteBLY genome sequencesin GenB ank;
only two proteins, acaps d (CA ) [18] and atransmembraneprota n [19] havebean resolved by
aystdlography. Using computadiond toolsto understand the funct on of theproteinsinvolved
in bindingistherefore animportant st in resolving mncerns dout BLY biology.

Generdly spesking, in siliao approaches have been of key importancein asssang protel n-
protein intaractions [20,21]; such methods wereusad here for | dentifii ng fundi cnaly impor-
tant protein reg ons. Somein wiro approacheshave been usad regarding BLY to i dentify the
cellular receptor [15-17]. The present study desoribes thefundiond annotation of BLY gp51
and bo&P3D 1prota ns and predicts thar interaction (GenBank Adesion NoM35242,1, and
Mo NP_776423). BLY Envand boAP3D 1 protan tertiary strudures wereheremodelled and
andysad for identi fiing domai ns and binding sitesand identi fy and fundi ondly characterise
infecton pathway components which could lead to a better understanding of BLY pathogene-
95 and provide phamacd ogicd targats,

Three gp51 recombinant proteins were constructed for determining ther M adin-D arby
bovine kidney (MD BK ) odl binding cpability, under the premise that AP3D Lis a ol mem-
brane moleaulepresent in these calls, Thiswas done & a first vai dai on of thein sliao results
which showed an interadi on between gp51 and boAP 3D 1; theseresults were quite promising
acording to in vitro tests, opening the way forward for further studiesamed at darifying the
receptor imvolved in BLY infection and dso sdving gapsin tropism, pathogeanes sand maybe
ident fying future vaod ne targets,

Materials and methods
Conputationd andys sof primaystrudure

TheBLV Env and AP3D 1 proteinsprimaty sequences ware refrieved from GenBank (http.//
weww ncbinim nih.gowy) aocoession numbersM35242,1 (FLK BLY i sd e used s8BLY

PLOS ONE | hitps: fdoi org 0.1371 joumal pone 199357 June 21,2018 20118

67



& PLOS | one

bolP3d1 and gps1 protein interaction

reference stran), NP_775423.3(AP3D 1 bovine boAp3F 1)ProtP aram [22] was usad for clou-
lating protein physica -chemical properties, sudh as molecul a wei ght, theoretica pl, aamm-
pca ion, atomic composition, ecinct on mefident, estmated ha i fe instakility index,
diphaticindex and grand aver age of hydropathi d ty (GRAVY).

TheProtScd etool in theExP ASy sarver was usad for boAP3D 1and Envprotdn aascde
represantati on (K yte & D oolitd ehydrophobi aty scde) [23], having a0 aascd edefined by a
numericd vdue asgned to eath type of a3 The most frequently used sces arehydrophobic-
ity or hydrophilicdty scd es and secondary structure conformationd paametar scd es; thereare
may other sl es based on aachemica and physica properti es. The ProtSzae tool provides
57 predefined scles entared from theli terature [22].

Fundtiond anotai on

BLV Env and AP3D 1 mnserved domans ware andysad by sequence amilarity seach with
d cee orthologous family members avalablein vari ous protein databases using the web-tools
CDD-BLAST [24], INTERPROSCAN [25,26] and COGs [27,28] for this purpose, PROSITE
[29] was usad for | denti fying pattans and profiles.

Saohdchy stuchurepredicion

ThePDBSuUm [30] and COD_BLAST sarvers [24] ware used for mmputing and andysingpro-
tain sequence ssconday dructurd features. ThelN SP server (https;/npsaprabiibop friog -
bin/npsa_automat.plipage=MNPSA npsa_secoonshiml) gave average results from theconsan-
ausof 5 dgori thms using two bad cmethods: probahili ty parametars detarmined by rd aive
frequend es and Bayesian probabilities GlobPlot tools [31] weare used for identi fying boAPd1
and gpSlintringcaly disordared proteins (IDPs).

3D shrucurepredicion

TheEnv and boAP3D 1 proteins' 3D strudure waspredicted by ud ng meaaures for each type
of aain lod structurd environments and defined in tarm's of =olvent acmessibility and protein
Fcondary sructure, Coat protein complex I (COPI) was used for Env; COPI isinvolved in
fraficbetween the Golgi gpparatus and the endopl asmicreticulum [32]. Severd o tariaware
taeninto azoount when selecting thetemplate for moddling, sudh as arystd resclution,
Fquence smilarity (361 dantity), mnsarved reg ons/domans and sequence moverage D espite
the 3D structureof theBLY Env transmembranereg on being avalable, theman god of the
present study was to dharaderi == the surface (S ) doman (go51), since thisisdirectly invol ved
in theinterazion with the mll recgptor and thus, following the above-mentoned ariteria,
COPT turned out to be the best tamplate choi e,

Thedathrin-assod ated A P2 adaptor comple wasused for boAP3D 1 asitplaysrdesin
mavy ves d etraffiddng pathways within odlls [33]. COPI(PDE ID SA1U) and AP2 adaptor
mmplex (PODBID 2VGL)arystd strudures were the tamplates selectsd for dbtaining the3D
sructuresof Env and boa P30 1, respectivey, GROM 0596 force field (httpy/Awww.gromass,
org) [34] wasusad for qudity and rdishility assessment once the 30 modd had been obtained
ad energy minimisation parformed. Sructurd evduation and stereochamica qudity was
avduated,

Md enla- dodkingsmulaions

Scripps Research Inst tute (httpy/Avww.sori pps.edu/mby/d son/doc/autodods) Autodod: soft-
ware (v42) (Autodod:, Autogrid, Autotors, Copyright- 1991e2000) was used for Env proten
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ad AP3D 1 dodking andysis. A seachinggrid edtended over thesdeded target protan to
ddimitate the dodking aea wasusad to run Autododk, Polar hydrogens were added to ligand
moaiefies K ollman dharges a= gned and atomic slvation parametars added. Gastager pd &
hydrogen dharges were asd gned and nonpolar hydrogens weremerged with the carbons;
intand degressof freedom and tors ons were set. AP 30 1 was dodied with target protein,
being thismolecule mnsidered arigd body. A fiini ty maps for dl atom types and an dectro-
stati cmap werecomputed (0.375 E grid spad ng). The Lamard:d an genetic Agorithm seleded
in A utodod: was used for the ssarch.

Refinaranit axd conplecwdidation

M azroM odel (softwarehtips:/Awww schrodinga .oomy/macomodd ) was used for sTeening
dodking sol utions for energy minimisation to avoid steric overlaps and d shes, A 0,05 k1A °
-moal was s&t a5 mnveargence ditaion for gradient minimisstion for protdn—protan compl et
and dodking parformance qudity test,

Conputingbinding freeanagy

Distancesed, finiteided-gas referance (D FIRE ) state energy software [35] was used for
aeses ng the complex’s (Env and AP3D 1) binding free enargy and estimating binding affini ty.
Py OL (thePyWMOL Md ecular Graphics System, verdon 2.0 Schrddinger, LCC) was used for
pal & contadt assessment,

Mapping protd nHprotd ninta-adions
Py OL (thePyWMOL Md ecular Graphics System, verdon 2.0 Schrddinger, LCC) was used for
wisudising and mappinginteracti onsbetwesn BLY Envand APD 1 &

Olbta ning recomla nent protein gob1

BLV DMNA was extracted from ablood sample odlected from asarolog odly pesi ive bovine,
For this purpose, aLymphoSep density gradient (MP Bi omedicals) wasused for obtaning
periphad blood mononudesr odls (PBMCs). A High Pure PCR TemplatePreparation kit
{(Roche) was then used for edracting totd DM A for chtaningprovird DM A, folowing the
manufacturer'sindications,

PCR. amplificdi on of thegag genewas used for confirming BLY presencein thesample,
using previ cusly reported primes [11]. Theprovird DM A was then usad as templ aein PCR
reactions for which spedificprimars weredesigned for amplifying gp51 fragments from the
FLK referance sequencedepogted in thel CBI database (aooess on number M35242), uch
rejonsweregp51Nta35-173 (Fwd 5' ATGAGATGCTCCCTGTCCCTAG 31 ad Revs!
TALAGAAAAGGTGATCAGGSG 3'),gp5l Ctae173-301(Fwd 5' ATGTTACATRAGATCC
CTGATCCC and RevsS' ACGTCTGACCCGGGTAGS 3')and the amplete goSl(aa35-301),
using thegp51 Mt forward and gp51 Ctreverseprimers, A Wizard PCR Clean-Up System kit
{(Promega) was used for purifying PCR products; amplicon qudity was then evd uated on 1.5%
agaose gds Thepurified products wereligated i nto pEXP5-CT,/ TOPO epresd on wedor
{Invitrogen) and eath reombinant mnstruct wasusad for transforming £ aoff TOP-10 cells
(Invitrogen). Severd recombinant dones were grown for plasmid DN A ecdraction with an
UltraClean mini plamid prep purificaion kit (MO BIO Laboratories). Insstintegrity and
mrredt orientat on were confirmed by Sanger ssquendng (M aorogen, Seoul, South K orea).
Clustd W NP Ssoftware [36] was usad for detamining similari by betwean FLK referance strain
gl gene sequences and that isolated from bovine sera,
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Onecethegedl sequencewas confirmed, the pEXP 5gp5l (complete, N T and CT) recombi -
nant plasmids weretransformed in £,z BL21-DE3 cdlls (Invitrogen), foll owi ng the manufac-
ture's recommendai ons, Onoethe cdlshad reathed a0.50 Oggg 1 mM IPTG (Sgma-
Aldridh) was added to induce md ecule expression for 4h at room tempearature with constant
dhakingat 250 rpm. E. adlf BL21-DE3 badteri awere recovered by pinning and thecel pallet
waas used for extradi ng recombinant protans in denauring condi tions.

A fter verifiying expression by Westarn Hof, Al recombinant proteins werepuri fied from
whole ol | ysate supernatants by affi mi ty drom atography us ng NI #=W TA resin (Qi agen).
Themixture was|eft overnight at 4°C and then passad through a chromatographry aolumn;
achaust vedidyas was caried out twi ce to cbtan thethreerecombinant protansin afunc-
tiond conformati on. The first was carried out ingi de the ool umn beforedution, using de-
@ead ng mneentratons of urea buffer (3, 1.5,0.75,0.37 M in PBS 1 adding ImM reduced
gutathione 0.1mM oxidis=d gutahione). The fract ons cbtaned after dution weredi dysad
with PBS I pH 7.2 for 72h at 4°C to diminate remaning ureaand enable proper recombi-
nant refolding. This procedure has been desaribed by Singh, S & & ., & ba ng effect vefor
chtaning a proper conformaion and funchion for protans expressed in £, @i and extracted
& denatured protain [37]. We therefore think: that the three fragmentsso obta ned had the
proper @nformation and were fundi onaly active; howewer, additiond assays are required to
onfirm correct reombinant fol ding.

All the fract onscollectsd were andysad by 12% 5D SPAGE and Western blot; those pre-
E=nting just oneband weredi dysed in IXPBSatpH 7.2, A BCA protein asay mico kit
(Thermo sdentific) wasusad for quanti fying theprota ns whidh were ultrafiltered and con-
centrated with Amicom Ultra~toantrifugd fil tars (Merdk Milli pore),

Veri fying prote n expression invol ved sepa ati ng puri fied recombi nant prote ns {rgp5s1,
rigp51 and rCgp51) (10 ug) by 1296 SDSFPAGE and then transfaringit to anitrocd|ulose
manbrane and inabating with a perox dase conjugated (1:4,500) monodond anti-histidine
atibody (A 7058, 9 gma-hl drich) recognis ng theserecombinant protei ns' hist dine tal . The
membraneswere reveded with a peroy dasesubstrate kit (Vector Laboratories), acording to
themanufacturer’s recommendai ons, The proteins molecular massss were determined by
linear regresion using theXL-Opt Protein (Mew Engand Biol bs) molecular mass marker as
referance,

Bva uati ng recombi nant protain gpability to lind toMDBK s

MDBK (ATCC, #CCL-22 derived from bovinekidney) cdls ware cultured with D ulbemn's
modi fied Eag€'s medium (DMEM ) (S gma, D 5523) contaning L-gutamineand 1,000 mgl
gucoss, supplemented wi th 3.7 gmy/L sodium bicarbonate and 109 foetd cd fserum.

Thene«t step invd ved radiolabeling 15.4g compl e (rgpS1) or N-tarmind (rNgpS1) o
Caboy-taming (rCgps1) recombinant proteins wi th 4L N a1 (100 qpm L ; ARC)and
lodination Beads (Pi ace-Thermo Sdenti fic), follow ng the m anufadurer’sinstructions. Fol-
lowing 12 min of incubation, radi d Seled reombinant protein wasssparated by 5 zeecdu-
don dhromatography on aSgphade: G-25 mlumn (Phamada). Bach d uted fradi on was then
aaysad by gammamounter (Padcard Cobrall),

Binding assaysinvolved 1.2x105MDK B cdls beingincubatad with 150 and 300 M conoen-
traions of each radi d Selled remmbinant protein & room temperature for SOminin the
chsence(totd binding) or presance (non-gped ficbinding) of 13uM of the sameunlabel ed
recombinant protan, The odls weare spun through 2 60:40 diochy phthd ate -dibutyd phtha ate
cushion (1.015 g/l dens by, 10,200 g for 1.5 min) and agammamounter (Padiard Ccbrall)
wasusad for quanti fying o=l -assod ated radioadi vity,
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Each recombinant protan’sbinding acti vty was dso evduated in abinding asay with
enzyme-reated cells, Briefly, cdls were indgpendently treated with 1mginL trypsin (SgmaT-
1005) or 1mgimL chymotrypsin (Sigma C-4129) for 60 min at 37°C. Followingincubation,
anzyme-treated cdls werewashed twice with HESbuffer andused in a typied binding assay.
Untreated cell swere used as pos ive binding contral.

Results
Conputati ond andyd sof primaystudcure

Tablelgives boAPZD 1, BLY Env and recombinant protei ns' phys cochemicd properties. The
Env protein mng gts of 515 res duss, 33 of which form part of the agnd peplide 36 arepoa-
tively charged and 33 negativdy charged. The boAP 3D 1 protan has 1,207 red dues 173 of
tham areposgtively charged and 179 negati vy charged. G rand average of hydropathy
(GRAVY ) was dso cdoulated, thareby determining that the protans werehydrophilic asthe
resuling va ue was negative, favouring protein solubilityin water, Fig 1 shows K yte &
Doolitie hydrophobic ty for boAP3D 1 and go5l proteins Thephysicodhemicd propeatiesof
thethresrecombinant protans (rgpS1, r gp51 and rCgp5l) ae dso described,
Aligningbovineand human APZD 1 protd n sequanaes with ClustdOmega oftware
(httpsywww.ebi acul, Tools/imsa/d ustd o) reveded 15 differancesin the BLVYR doman
whil st no di fferences between human and bovinepeptide were found in the adaptin doman.
Thered linein Fig 2 represnts the BLYR domain.

Fundti ond anotai on

The BLY Env proteinis 515 aalong itislocaed on &l membraneandhasthres domans The
erasd|ulatyHocaed initid doman cond sts of a33 adong agnd peptide followed by a1 exdra-
=llu & regon from aa 34 o 438 (9 or go5l). Theintemediateportion is atranamembrane
regon from aa439 to 460 (TM or go30) and thefina portionisacytoplaamicregon from aadal
1o 515, Fourteen aa (48, 50, 77, 98, 99, 112, 113, 130,122, 135, 135, 186, 187, 292 and 238) which
=N be mong dered binding sites arefound Al dong the 9l . Fig 34 shows the 14 binding aain yd-
low and the 9 gyoosyal on dtes (aa 129, 203, 230, 251, 266, 271, 287, 351 and 398).

The 1,207 azdongboAP3D 1 protan has two domains: theadaptin domain (residues 32-
583) and the BLVR domain (red dues561-807) whidch is adiscrganised reg on, likeothers Al
dongthe protein. Fig 38 shows thescheme for this protein, having 2binding sitesin positions

Tade L boAP3DL, BLV Brvwand recrbinant proteins phys oxdanid propaties

Vdue
Property boAPD 1 BLV Ew rgp51 Ngp51 rCqpS1
Armowunt of za 1,207 515 268 140 129
M clecul ar wel ghtKDa 136 =4 30 16 14
Theoret cd pl G55 819 774 710 8.06
Totd arount of negati vely chaged residuess 17 <} 19 12 7
(AsprEu)
Taotd arount of peativey charged residues 173 *% 0 1z 8
(Argtys)
Ext. cosffidentM—L am—L T5E45 170,735 FA10 38,76 3,615
Ingability index 4979 4917 5157 4522 S8
(dl aeunstable protein)
Aliphacindex 8886 9503 ME7 6532 8698
Grand average of hydropathidty (GRAVY) -04%0 -o0az 0396 0458 01H
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FigL Kyte#: Doolitehydrophobidtyfor BLV Enw(A) and boAP 3D 1 (B) proteins Despite diffarences regarding
the amount of aain both protans, their phya cochamicd daadensics ware ompadde
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1and 474 and 16 mnserved stesin the BLVR doman (D 861, EG62, 5585, 5588, L 726, E728,
E729,D 739, D 757, E779, ET83, E785, ET86, 5788, D 797 and ABDL).

Saondhystucurepredidion
TheBLV envdop protan's sacondary stucture cona sts of 37 a-hd ices, 41 halix-heix interac-
tion reg ons 77 B-urns and 22 y-turns, TheboAP3D 1protein has 3 fshedts, 3f-harpins, 2
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Rg2. Clustd Omegasequence digment of boAPTD 1 and AP3D L - representsi dertical aa, the red line represantsthe BLVR.
doman.

hp/ickol or g 021371 foumal pene0 95637 g2

Frbulges, 7 strands, 4 a-hdices, 2 hdin-hdix intaracion regons 15 f-urnsand 2 ywiurns The
boAPZD 1 protan has 10 disordered regionsin pos ions 3-8, 33-64, 80-99, 133-157, 181~
189, 200-208, 223-228, 255-264, 443-455 and 472-482 and a dobular doman between aa 153
to442,

The AP3D lintringcaly disordered protein (ID Ps) isdistributed in 12 reg onsin positions
120-128, 190-198, 632-637, 680, 695, 714-718, 784802, 873878, 943-947, 964970, 1033~
1051 and 1182-1190 and four gdobular domains between aa 1-679, 696-783, 803- 1032 and
1052-1207,

Anayss performed wi th thePROSITE [29] database predi ded that theboAP3D 1 go5l
binding doman would belocated between a3 880 and 807 (Fig 38, shown in red),

133 R 38 460 515
SFP SU (gp51) CR
A Envelope protein BLY
< Binding site

Y N-glycosylation

32 583 661 807 1207

ADAPTIN BLVR

=Binding site

#Conserved site
Fig3. Schamdlic represertation of EnvBLY and boAP3D 1 proteins 34, BLV Env protan, Sgnd peptidel to 34, 90 (goS1) 34to 438, TM (gp30) 439 to 460
and cytoplasmic reg on 461 to 515, Bind ng sites ae shown by velow cirdes (48, 50, 77,98, 99, 112, 113, 120, 122,135,136, 187, 292 and 258), M-dycosdaion
sites (179, 203, 230, 251, 256, 271, 287, 351 and 356). 38 boAP3D1 probain has 1,207 aa with two domans: onefrom aa 32 to 583 for alaptin (datk geen) and a

sacond (BLWR) from aa 661 to 807 (red), AP3D 1 has Zbinding stesin poations 1 and 474 (ydlow dots) and 16 consaved stesinthe BLVR doman (D661,
E€62, 5586, S5, K726, E728, E729, K739,D767, 779, E7E3, ATES, L 785, 5768, D797 and A8IL),
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Fig4. ModdlingboAP3D 1 and Enw protdns 44 . bot P01 drudureis coloured green, and in red the BLVR dorrain 48, The BLVR
deornan (red) with consarved sites highlighted in yellow (DEGL, EG62, S686, 5688, K 726, E 725, E 729, K 738, D757, E779, E7ES, ATES,

L 786, 5783, D797 avd ABOL),4C, BLV Env protein druchure predicied by I-TASEER, geS1 (30 ) isshown in meagenta go30 (TM Jin cyan
and cytoplasmic dormanin orange. 4D, The COPT aoat trad srudture(SA1L in grean) overlaps with cur BLW Env proatanmodd .

it fickol .or g0.1 371 foumal ponel 26507 ool

3D modds preciced fa- aw axd boAP3d1

Fig4 shows the predicted modd for both proteing Fig 4A dhows boaAPZD 1 dructure where
green represents the binding doman (BLYr) and Fig 4B shows this doman inred and con-
=rved easin ydlow (i e 33D 661, EGG2, 5586, S588, K 725, E728, E729, kK739, D 767, E779,
E783, A78E, L785, 5788, D 797 and ABOL). Fig4C shows Env 3D sructure; magentarepresants
thegpS1doman (9J), cyan go30(TM), orange thecytopl Emicdoman and yellow conserved
residues A 15, Y17, R44, RES, RE6, E7S, P79, D 87, F89, Q 102, G103, Q 153, L 154, 5259 and
R2EE.
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Thepredicted modd for theEnv prota n by Ramachandran plot [38] showed that 68.4%0f
theresidues ware located in themost favoured regons, 24.6%residues in additiond Al owed
regons, 26%residuss in generously dlowed reg onsand 4.3%residuesin disdlowed regions.
DFIRE was-607.58, refl ecting themodd's qud ity; lower enargy woul d havei ndi cated that the
modd was doser to thenaive onformaion, A perfect sructure overlap with SA 1D was
shown in this study, suggesting themodd 's high qudity (Fig 4D ).

Md enda- dodking amuldions, compl edrdfinamant and vdidaion ad
bindngfreeenagy computaion

PyM OL was usad for visudisang mad ecular doddi ngbeatwesn go51 and boAP3D 1(Fig 5). The
patoftheboaP3D 1 protein madng direct contact wi th gpbl was the BLVR doman (Fig B4,
red). The BLW -gp51 res dues interaded wi th theproposad receptor (boAP3D 1), Theinterfae
Texs (AZ) were 1495 for boAP3D 1and 1,443 for gp51. Thismodd cbtaned ascoreof-131.7,
14 duster 2e, 23,6 RSMD for theoverd| lowest-energy struchure, -50.4 Van der Wads energy,
~470.4 d ectrostati cenergy, -27.7 slvation enargy restrants 405.2 violaticn enargy, 2,120.2
buried aurfaceareaand -19 Z-Smre.

Aot nprota n i ntaradti on predidion

Posgbleinteractionsin thecomples regarding Asn170 and LysS25 (Fig 8B, Trpl27 and
AspB07 (Fig 5C), His115 and Asp6est (Fig 5D ), Ala87, S2r98, Glul28 and ArgB00 partidpation
inboAP3D 1(BELY R doman) and Env (gp51 doman) wereandysed (Fig BE). Taile 2 gives the
walues caoulated for binding freeenergy between these aa, i e, 4sdtbridgeinteractions 14
hrydrogen bonds and 167 no direct contact points

An additiond in glico test showed the effedt of mutai ng the predi cted interadi on residues
in thebindingenarg esbetwean boAP 3D 1 and gp51. Two ecperimentd |y testable predidions
were thus made; mutations leading to drasti cchemica shifts were madein go51 amino adds
prediced asbeing crud d in binding to boA PED 1 (His115, Glul28 and A 91170 were repl aced
by Ala) and Clustd Omega oftware(htipsy/www.ebi az.uk, Toolsimsadustdo,) was used for
multipl esequence dignment to assass whetha the predi cted interaction res dues werecon-
F=rved anongst the 10 BLY gp51 genotypes reported o far,

As aresult, binding energ es’ native spedrum changed (-12.9 to 9.8 AG (Kad mol ™), with
adifferenceof 3.1). This muld have led to decreasad sability and | oss ofinteradion. On the
other hand, key amino addsin theintaracton found hereware highly mnserved anongst dif-
farent BLY genotypes (highlighted in yellowin Fig &),

Bvauieti ng recombinant protains’ MDBK ddl bindingcepehility

gp51 contans 9 Mg yosydati on sites most of them towards the C-terminus. Although the
most sppropri ae express on system for expressing a gyooprotel n would have been aaukary-
ofic cng previous shudies by Rizzo & &', published in 2016 [39] have shown that g5l interac-
tion wi th its receptor was mediated by goea fic doma ns but sugarsdid not play any rolein
auch interaction, s synoyt aformai on wi th mantenance of BLY partideinfectivity remaned
when N-gymsdation dtesof gp51 ware mutated. A prokaryoti csystem was thus used here,
taingits advantages into acoount, in termsof cost and ease of use,

Fig7 shows go51 recombinant fragments’ purification. Westarn H ot detedti on is shown
with Coomassie blue sta ned anti-his agmonodond antibody, i e, heexpeded wa dht and
purity of each recombi nant fragment.

Binding assays determined rgp51 protein binding to MD BK calls, [twas found that rgp51
hiad higher MDBK odl binding a1 ow protein mnoantrat on (W adk bars) (Fig 8A); however,
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Fig 5 boAP3D 1 and gp51doddng 54 . Overview, 5B, Al 70 (goS1) and Lys92S (baaP3D1). SC. Tipl27 (goS1) and AspB07 (boaP3D1).5D.
Hig115(gp51) and A 695 (boAP3D1), hydrogen bonds, non-bonded contadts, SE. Ala97, S398, Glu128(gp51) and ArgB00 (boAP3D1), hydrogen
bonds, non-bonded contacts and sat bridass,

hitps:/ickoi orgi10.1371 fjoumd pone 0196697 9005
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Tale2 Binding freeenagy results for go51 and boAPD 1 interaction

sl

Agn170
TrplZ?
His115
Al =57
S8
Glulzs

Hit ekl orgf 01371 jouma pone 0 296871002

APID1

Lys95
AgpB07
AspEos
Argai0

Hydrogen bonded Non-honded contads Sat bridges
Distance (&)

28 3.69

289 377

290 346

276 330

3.20 3.20 -

297 2.97 2.97

when protein concentration was ingeased (blue bars), adea prefaent d binding was
chserved for ri gp51, whilst rgo51 and rCgpSlinteract on remaned the same

Takinginto amount that b nding experim ents showed N -tarminad fragmeant (fN goBl) pref-
aentid binding to MD BK cdls, further experiments only i nvolved thi srecombinant; furthe—
more,in sifae andvys shad dso shown that theley i nterading residues (Al 287, Sero8, Hisl15,
Trpl27, Glul2s and As1170) dl |ay within such fragment (28 35 to 173). The gp51 N-terming
demanbinding toMDEBK cell swas thus concentration dependent, suggesting this doman's
fundiond role duringinvas on; rid gpS1-MD BK el interact on was sensiti ve to trypsin and
dhymotrypsin restmeant, bindi ng betoming reducad by 98% a1d 809 respactivdy (Fig 88).

Discussion

Bovine enzootic leukosis (LBE) is an infecti on dfeding cattle and ssems to have been

restri cted to such spedes to dae [2]; however, thereis evidenceof it passing to humans and
wme authors have proposad a rd at onship with bresst cancer in wormen [11,12,4041], The
pessibili ty of a zoonodsissupported by the virus appearingin milk and meat from cows prow-
ing seropos tive for BLY which coul d be ading as vedtors ofvird transmission to humans [42].
Theposability of bang azoonoticvirus and itsi mpact on public hed th mean that studies are
needed in theseardh for thevird receptor enablinginfect on in two geneticaly distind spedes
{i.e catle and humans),

Sudiesin sl (like that described in this artide) arenecesary as abads forinitiating
ecperimentd studi es verifiing gpS1interaction with APZD 1, complementing exi singinfor-
maion about BLY's od lular receptor to achieveinfedion,

Amording to Env primary and ssoondary sequance charactari s on, the primary ssquence
is extramay consaved amongst different BLY slrains (0.0 e~vaue) (datanot dhown). High
sguence | dentity wi th human (8896), mouse (88%6), shesp (99%) and goat (9996) sequencss
was found for boAP 2D 1(0.0 e~vdus), suggesting acommaon ancestor regarding thisprotein,

PSI-BLA ST predicted 88%i dentity between bovine and human protein for AP30 1and
2996w th sheep and goat protein (data not shown ), Aligningbovine and human AP3D 1 pro-
tan sequences wi th Clustd Omega software(https/Awvww aboi az.uk Toolsinsaidustd o)

(- St 1

T

FAg6. Clusa0megasequence dignment of differant BLV gp51 sequances(genotypes 1to 10). - " represents identical a8, The gx bey
arino addsintheineradion ae shownin yellow (41297, S398, His1S, TrplZ?, GIulZs and AsnlAd),
ity ekl a1 01371 foumal ponen SEEsT ol0s
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Fg 7. go51recrrbinant fragmentpurificdion. Lanes 1, 3 and S show W esherm bl ot detection with an anti-his monodond antibody, Lanes 2,
4 ad & show Coomad eblue staned purified recormbinatt protsins The proteing’ roleaular wa ght makerisind cated in thefirs: lane
(ol ecul & miseses for thethree recormbi nants agreed with epeacted ones: 30, 16 and 14 kDafor rgpSl, mNgpS1 and rCgoSl, respedtvwly).

it il org 0137 floumd pone 0199697 o007

reveded 15 di fferencesin the BLW R domdn whilst no di flerences betwesn human and bovine
pepti dewere found in the adaptin doman. Thered linein Fig 2 represents the BLWVR doman.,
(Fig2); however, docking and ya s (Fig 5) showed that they were notinwol ved in theinteration
with go51 (Fig 2, in red). Most substi tutions wereconsarvati ve and justone of them wasdrastic
(between Alaand Thr); such residues havedi ffarent chemicd properties, but such pesition
wasnot predicted to be rdevant for theinteraction.

Propearties supposed from the prota ns' tental ve fundions (1 .. homology, man domans,
sructurd smilariiesand phys - chemicd dharacteri sstion infared by the predictions) pro-
wide ussful information and should beverified edperimentdly.

TheboAP3D 1 enveope protdn binding region and BLY entry to target odlls requires irus-
ancoded gyooprotain goSl to interact with call recgptors to fadlitate virus entry. It hasbesn
proposad that go51 plays a1 importantrd ein vrusentry to target calls during thevird cyde
[43]. Theprotd n’s most exposed aa should interadt with sped fic receptors on target odlls, A
pre cusstudy reported that aprotein smila to AP3D 1enabed BLY fusion and entry, butno
PpedficboaP3D1 bindingregons wae established [15-17], RegardingBLY and boAP3D 1
docking assay resul ts i t was found here that the AP3D lintaracting region wi th gp51 (located
from aa 680-803) was thesamereg on cdled the BLVR domain in previous studies (Figs 3
ad 5).

Furtharmore, mns deing BLY Enwv protans, it has bean shown that aregion mediating
interact on with atentat vereceptor islocated in gp51 or SU domain betwean 2383-158,
Somereceptor binding domans(RBDs), zincion linker and binding and dhyoosdation sites
havepreviously bean desoibed in this pedficreg on [13] (Fig 34). These reg ons could thus
be cruad for afirstinteracion betwean host and vird proteins thareby mediating vird attadh-
ment.Fig 5 shows the most relevant interact ons bebween both proteins’ speafic a8 as follows
Aen170HysSE5 (5B), Trpl27-AspB07 (5C), His115-Agpe95 (5D ). Someinteract cns ware
medi ated by hydrogen bonds, non-bonded contads, asin Al87, S8, Glu128 and ArgBl0
(5E), and hydrogen bonds, non-bonded montacts and sdtbridges Table 2gvesthe distances
betwean intaract ons. Interestingy, when danine repl acement led to drastic chemicd shiftsin

A s B
100
_ 430 i w
g s
g g
:f_” Skl :E L
= =
= o=
150k w
=3 T
3] 1
[ . l i L
p3 rNppsl ripp51 Unircated I'rypein Clhymotrypsin

rigpS1

FigB. gp’51 recorrbinant probein inding assays. 84, rgpS1 M DBK cdl binding, Low ngpS1 probe n concantrat on (bl ads bas) gavegreda M DBK cd|
binding; however, rgp51 and rCgps1 bind ng did net changewhen prota n concerbrat on was dupli cated (blue bars), whilst i gpSlinaesed, 88, MDBK ol
intaraction with T gpsL. The bl ade bars represart anzymiaticaly-hrested MDBK and il gp51 bindingtothe proposed recartor (AP301), Followed bytrypsin
and chyrmotrypsin restrment, resutingin reduced in M gpSl (9899 and M DBK binding (8074,

hitpe/ickoi orgf1 01371 fouma poneCn SEEET ol0s

PLOS ONE | https: ddoi.orgh 0.1371 fjoumal pone 01993597 June 21,2018 14718

79



:@‘ PLOS | ONE bolAP3d1 and gps1 proteininteraction

omegp5l anino adds predided ascudd inbinding toboAP3D 1 (H 15115, GlulZ8 and
Asn170), the binding energy became drast cd by changed, thereby supporting the importance
of such residussin theinteradion.

Thepresant study has suggested a posible hypothesis for vird entry to cdlsbeing AP3D 1
protein-medi aed a5 hereisraevant amil anty between thisproteinin diffeent spadesand it
wuld thus be s d tha: thi s virus may have abinding pattern whidhis not spedesspedfic at dl
adisusng aubiquitous receptor for athiedngwird entry [8,44].

Asother studies have proposed that theviruscould enter other odls, itleads o anove pos-
Fhilityinvolving a coreceptor beinginvd ved in call infaction [45,45] as AP3D 1 can be found
inaw derangeof od| s, 50 an addit ond moleaulewould seam to berequired for BLY to
aoquire targetodl and/or host spedfid ty.

M ore recent studies have found thevrusin othe call systams, particularly in the brains of
cate suffering neurclogcd syndromes, suggesting di fierent target odlls ba ng ul im ately sus-
ceptible to vird infedion and suggesting that this virus might be assodated with other condi-
tions than dass cd by studied pathd ogy [7]. These studies have presentad a di fierent
pergpect vein which cattie are not red ly the only host which might be affected, as we |l asonly
lymphooyte od| s being susceptible to infection by the wvrus.

However, itisdesr that AP3D 1 isnot B4 ymphooytegped fic, a5 dhown by the BioGPS
=ach (httpy/biogos.corg) fed with expermenta dataacoounting for thi sprotein’s presnce in
different cdll types (indudinghuman kidney cdls), and thein wiiro edparimentsin thiswork
showingrecombinant gpSl binding (N T fraction and completeprotein) to MDBE cdls(Fig
B4 ), whose binding wae i nhibi tad by enzymatic trestment (Fi g 8B). The dbovei s supported by
these cdl scontaning AP3D 1 a5 acoording to thepresant worl, this protan’s similarity ssams
tolocatei t on themembrane(https,/Awww nchi nlm . nib.gow/pmo/at des/PM C 2238959/, the
Locate (httpy/locateimb.ug.edu.ay’) and QuidiG O databasss (https/Awvww.ebi aculy’
QuickG O, predicted the sane,

This study adopted an i n-depth bicinformai cs and in vitro gpproach, ssarching for an
acpl anation for gp5linterach on and its receptor. Thisisthe firstin sliao approach to under-
standing BLY intaraction wi th its host, further confirmed eperimentaly.

Conclusions

K nowledge mnceming theboAP 3D 1 cd lular adepter protein and BLY gp51 hasbean
atpanded through theseresults, Maleoular moddling and protein dodding methods wereuss-
ful for obta ningboAP3D 1recaptor and gp51 complex 3D structures, showing these protei ns’
interact onin detal, Thesemodes suggested the receptorigand intaract ons whi ch ocould be
ocourring in BLY infection, leading to vird binding and fusion regarding vird entry, Further
in i fro andyses confirmed that both theMN -tarmind regon and thewhole go51 bound to
MDEBK odls, being the binding of theformer reg on the strongest. Future studi es aimed at

ng the potentid use of the interadi ons heredesribed for developing drugs or vaoanes
Fethus recommended.
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Interpretive Summary: Bovine leukaemia virus genotype in fresh milk and raw beef for
human consumption, Corredor-Figueroa. Bovine Leukaemia Virus (BLV) is part of the five
most important infectious agents in cattle. BLV worldwide prevalence was reported to be
between 0-90%. Recently, in Colombia was reported a seroprevalence of 42.7% in which
most of the animals remain asymptomatic and could be a source of dissemination of the
virus through cattle-derived food products, with a risk of reaching humans as a zoonotic

infection.
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Abstract

Bovine Leukaemia Virus (BLV) is the causative agent of enzootic bovine leucosis (EBL), a
slow, progressive and asymptomatic disease affecting cattle. Evidence of BLV in humans
has also been reported, and was recently associated as a potential risk factor for breast
cancer development. Previous work in our research group found BLV in raw meat and
fresh milk with the hypothesis that BLV could be transmitted to humans by the
consumption of these food products. However, there is no evidence if the virus that could
be found in the food products is the same as the isolates obtained from bloodstream in
cattle. In the current study, proviral DNA was extracted from 50 milk and 50 meat samples,
in which segments of three viral genes were detected (gag, env and tax). At all, 24 samples
of meat as well as milk were positive to BLV by the diagnosis test directed to gag region.
Afterwards, five positive milk and three positive meat samples were randomly selected for
sequence analysis and phylogenetic reconstruction with the other two genes. Considering
env region for genotyping, it was found that all of the samples were grouped into genotype
1; being one of the most frequent genotypes all around the world. This is the first study

directed to the molecular characterization of the virus in food products.

Key words: Zoonosis; bovine leukaemia virus genotype; milk; beef.

Short communication

Viral diseases in cattle represent a major cause of health-related problems associated with
global economic losses in the livestock industry (Gutiérrez et al., 2014; Tsutsui et al.,
2016). Bovine Leukaemia Virus (BLV) is one of the five most important viral agents in
livestock, causing asymptomatic disease in 70% of infected animals, persistent
lymphocytosis in 30% of them and leukaemia in another 5% (Gutiérrez et al., 2014; Lee et
al., 2016). The BLV belongs to the Retroviridae family, genus Deltaretrovirus, along with
the Human T-cell Lymphotropic Virus (HTLV) and Simian T-lymphotropic Virus (STLV)
(Licursi et al., 2003). BLV genome is composed of 8,714 nucleotides, distributed into 8
ORFs, including the gag, env and pol regions which code for both structural and non-
structural proteins; and a pX region which encodes for auxiliary proteins involved in the

regulation of the viral cycle and in the induction of leukaemia (Panei et al., 2013; Barez et
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al., 2015). Nowadays, ten circulating genotypes have been described worldwide, which
have been determined by variations in the sequence of the env gene which encodes the
gp51 protein, thereby showing the virus” worldwide diversity. Even if there is not a direct
relationship between viral genotypes, pathogenicity and geographical distribution,
genotypes 1 and 4 have been reported all around the world while other genotypes such as 5,
6 and 9 seem to more localised. In addition, some specific mutations have been found in
cattle isolates in other genomic regions different than env, through complete genome
sequencing. They are reported particularly in South America(Lee et al., 2015; Lee et al.,
2016).

BLV prevalence in cattle worldwide ranges from 1% to 80% (Lee et al., 2016; Polat et al.,
2017; Tsutsui et al., 2016) . In some regions as North Europe, BLV has been eradicated
with efficient prevention and control strategies (Acaite et al., 2007; Lee et al., 2016;
Maresca et al., 2015; Nuotio et al., 2003; Tsutsui et al., 2016). However, in other regions as
South America high prevalence rates are still reported (Polat et al., 2016). A recent study in
Colombia reported 42.7% seroprevalence (Ortiz et al., 2016), meaning that the same
amount of animals might be allowing the virus to become dispersed through meat or dairy

products.

In a previous study, it was shown the presence of proviral DNA of the BLV in meat and
milk products with a 50% of BLV positive samples, what is similar with the prevalence in
Colombia, suggesting that through these products, the virus could be circulating both in the
animals and end-point products as a possible pathway of transmission to humans (Olaya-
Galan et al., 2017 ). In spite of such findings, it is not clear whether the proviral DNA
found as a biomarker of the viral presence in these samples, could be associated with
infectious viral particles present on meat and milk products. In addition, there is no
evidence about the viral divergence happening in milk neither beef, thus, this study was
aimed to seek for specific mutations that could be occurring in these types of samples
compared with bloodstream isolates, and to identify the BLV genotype circulating in

ready—to-consume fresh milk as well as in raw meat products.
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In order to develop the objective of this study, convenience sampling was done to obtain 50
samples of milk and 50 samples of beef obtained from nursing cows on farms nearby
Bogota and from grocery stores respectively. Samples were transported in a refrigerated
container to the Virology Lab at the Javeriana University and nucleic acids extraction was
done with High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) following the instructions of
the manufacturer. PCRs for this study were done with PCR Master from Roche ®
following the manufacturer’s instructions and adjusting the conditions of annealing of the
primers per each gene. A initial PCR directed to the bovine GAPDH was used as an
indicator of DNA quality for the assays. Subsequent proviral DNA was detected by nested
PCR targeting a region of the gag of the virus as a diagnosis test, for being one of the most

highly conserved regions of the virus.

Positive samples obtained for the gag region, were selected for amplifying the other viral
genes (tax and env), in order to find the genotype in the food products as well as mutations
in the tax region that might have an impact on the progression of the viral cycle. Primers
used in the current study were previously published by Buehring et. al. (Buehring et al.,
2014). Conditions for the nested PCRs were slightly adjusted and could be seen in table 1.
PCR products were visualised on 1.5% agarose gels stained with HydraGreen, and using a
100 bp DNA ladder (BioLine) to compare the obtained products. Proviral DNA obtained
from a blood sample of a BLV seropositive cow was used as positive control. For the
negative controls, it was used DNA obtained from a blood sample of a seropositive cow,
and as an internal control of the PCR showing non cross-contamination of the reagents,
RNase- and DNase-free water was used. Some of the PCR products of the positive samples
(randomly selected) were purified with a High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

and sent for sequencing to Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

Tablel. Primers used for amplifying the gene segments of the BLV

87



] Product ]
Region Primer sequence obtained Annealing
5’- 3’ (forward and reverse) (b) temperature (°C)
Outer | AACACTACGACTTGCAATCC
GGTTCCTTAGGACTCCGTCG 365 >3
9% Inner | ACCCTACTCCGGCTGACCTA
CTTGGACGATGGTGGACCAA 212 o7
Outer | CTTCGGGATCCATTACCTGA
GCTCGAAGGGGGAAAGTGAA 37 205
it Inner | GGCCCCACTCTCTACATGC
AGACATGCAGTCGAGGGAAC 200 >
Outer | TGATTGCGAGCCCCGATG
TCTGACAGAGGGAACCCAGT 204 >0
o Inner | TGATTGCGAGCCCCGATG
GGAAAGTCGGGTTGAGGG 230 ®0

The Staden computer software package (http://staden.sourceforge.net/) was used for editing
the sequences; the ClustalW algorithm was used for nucleotide alignment and the Mega 7
integrated tool was used for multiple alignments. The foregoing work was performed with
10 reference sequences which were representative of known BLV genotypes which were
obtained from 29 sequences from the GenBank. Accession numbers of the reference
sequences are found in both figures. BLV genotype of the food products was determined
using the env region and through the distribution within phylogenetic clusters when
analysed with reported sequences of BLV. Sequences for genotypes 1-10 were chosen to

represent BLV diversity.

Maximume-likelihood (ML) phylogenetic trees were reconstructed using the partial env gene
sequence with the online PhyML (3.0) platform (http://www.atcg-montpellier.fr/phyml).

The best-fitting nucleotide substitution model (general time-reversible + gamma

distribution amongst the sites) was estimated using Model Test integrated in MEGA 7.
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Branch reliability was evaluated by an approximate likelihood-ratio test (Chi-squared
statistic-based) with a 0.9 interior branch cut-off value (Tamura et al., 2011 ; Posada,
1998).

BLV complete genome reference sequences were selected from the GenBank (NCBI) for
gag and tax phylogenetic analysis. The data set for gag region was constructed using
sequences obtained in this study compared with previously reported sequences, considering
a segment of 273 bp within the p24 coding region; and for the tax region a segment of 207
bp was included. The Mega7 tool was used for selecting the best nucleotide evolutionary
model for this data set, resulting in a general time reversible (GTR) model with gamma (G)
and proportion of invariant sites (1) distribution for tax and GTR with G distribution for
gag, based on Akaike information criterion (AIC) as an indicator of statistical model

quality.

Phylogenetic trees were also reconstructed with ML approach, considering gaps in the
analysis and with a bootstrap of 100 pseudo-replicates method for each node as a measure
of robustness. Once the phylogenetic trees were obtained, they were edited using FigTree
v1.4.1 software available at http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.

Forty-eight out of the 100 samples including both milk and meat were positive to BLV by
the diagnosis test of the gag region. For the env region, eight sequences (5 isolated from
milk samples and 3 from meat) were aligned with sequences available in the GenBank and
was found that the food-products BLV isolates were all grouped within the cluster of

genotype 1, with a bootstrap value of 84% defining the genotypes (Figure 1).
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Some samples were selected for gag and tax regions for genomic variation analysis.

Specific substitutions were found in both genes compared with the FLK reference sequence

(Accession number EF600696). For the gag region, a substitution in the position 561 of an

adenine (A) for a thymine (T) was detected and in the tax region, a substitution in the

position 2499 of a guanine (G) for an adenine (A) was found in almost all of the analysed

samples (12/16) (data not shown). In figure 2 is shown the phylogenetic trees obtained for

gag and tax regions.
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Figure 2: Maximum likelihood (ML) phylogenetic trees based on partial BLV gag (A) and
tax (B) genes. Evolutionary history was inferred by using the ML method based on the
GTR model. For gag gene, analysis involved 42 nucleotide sequences whilst for tax gene
analysis involved 32 nucleotide sequences. 273 positions in the final dataset for gag gene
and 207 positions for the tax gene. The Colombian sequences obtained from milk and beef
products were included, shown in the trees as L for milk and C for beef, labelled in blue

colour. Low bar indicates evolutionary distance.

BLV has been widely reported in cattle’s B-lymphocytes as well as in milk and colostrum
of cows since its transmission to calves by nursing has been already reported (Ferrer,
Kenyon, & Gupta, 1981). Recently, it was reported the presence of the gag gene in ready-
to-eat cuts of meat sold in grocery stores as well as in milk selected for human consumption
suggesting a possible pathway of transmission of BLV to humans (Olaya-Galan et al.,
2017). The importance of seeking for BLV within the human interface has arisen after the
proposal of being linked with breast cancer (Buehring et al., 2017; Buehring et al., 2015;
Gillet and Willems, 2016; Martinez Cuesta et al., 2018), identifying the circulating
genotype and specific mutations in the food products deeps in the knowledge of the current
status of BLV in Colombia and will be useful in future prevention and control strategies
such as vaccines design or eradication programs. Even if the current evidence of BLV
linked with breast cancer is not conclusive, a good question to be solved is which is the role
of a retrovirus with oncogenic potential, that besides might come from cattle, is found on
breast tissues of humans (Barez et al., 2015; Buehring et al., 2017; Buehring et al., 2015;
Mesa et al., 2013; Olaya-Galan et al., 2017 ); it could not be discarded the possibility of
having an impact in the transformation process due to the mechanisms of the viral particle
itself such as the effect of Tax protein in the inhibition of DNA repair and accumulation of

mutations in the host genome.

Furthermore, some other questions remain unsolved about the BLV dissemination process.
One of them, is if it is possible to find infective viral particles in the cattle more than in the
bloodstream. Given the high phylogenetic similarity between milk and meat samples found
in this study compared with previously reported sequences obtained from blood isolates, it
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could be said that the proviral DNA could also being co-circulating in other tissues/fluids
more than the blood. Thus, considering that milk usually contains 70% of mammary
epithelial cells, 22% polymorphonuclear cells and 8% lymphocytes (Bradley and Green,
2004), both the mammary epithelial cells (Buehring et al., 2014) and the lymphocytes
could be a source of proviral BLV in the milk. Also, evidence of BLV in exosomes released
to the milk having infectious particles has been reported (Yamada et al., 2013). Likewise,
beef samples have large amount of blood cells, including lymphocytes, what could explain

the viral presence in these samples.

In this study, the gag gene was selected as a diagnostic test, env was used for genotype
identification and tax (together with gag and env) for providing information about genome
variability and the changes these gene segments might have in the milk and meat samples.
Only one non-synonymous mutation was found when sequencing the gag 273 bp fragment,
representing a high nucleotide identity regarding the FLK reference strain (data not shown)
The tax gene was included in this study because it encodes the Tax protein which acts as
transactivator and modulator protein for other genes’ expression (Gutiérrez et al., 2014;
Barez et al., 2015). It also cooperates with the Ha-ras oncogene to induce transformation in
rat embryonic cells and has been found in cell transformation since its expression generates
instability in the genome by reducing the ability to repair damage occurring in the DNA,
inducing long term mutations. Variations in this gene’s nucleotides or segment may thus
provide evidence of virulence and a relationship with cancer (Inoue et al., 2013; Panei et
al., 2013). An amplified 207 bp tax sequence was used in this work, which gave similar
results to the gag region, where only a single nucleotide variation was observed. These
transversions found in gag and tax segments could be considered as synonymous mutations

which would not have affected the resulting proteins.

Studying the viral genotypes of a virus found in a particular population of interest is an
important strategy for advancing in the preventative proposals directed to the identification
of circulating strains in a specific geographical regions and genome stability of the virus,
showing the level of adaptation to the environment and trying to find a relationship with
viral virulence (Zhao and Buehring, 2007). Ten genotypes have been reported to date for
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BLV (Polat et al., 2017); even the first seven are the commonest worldwide, genotype 1 has
being seen as the predominant genotype. In this study, only genotype 1 was found on the
food products in concordance with previous reports found in cattle bloodstream all around
the world (Lee et al., 2016).

The analysis made in this paper supports the on-going hypothesis of the zoonotic potential
of BLV by the evidence of molecular biomarkers as a presence of the DNA viral in these
products, however, further studies are needed focused in the identification of circulating
strains in humans in order to tell if the same viral agents could be co-circulating in the
animals, food products and humans, what all of them makes the human/animal interface for
exposure to a zoonotic agent (Wang and Crameri, 2014). Two questions must be answered
regarding why this virus could be found in epithelial cells: 1) which receptor is shared by
cattle lymphocytes and human epithelial cells so that the virus can enter both types of cell?,
recently it has been suggested that AP3D1 protein could be involved in the viral cycle
penetration of both (Corredor et al., 2018) 2) which is the pathway of entrance into
humans? If the virus is in milk and beef and then in the human breast, then it could have
been ingested. However, there is no clarity regarding how it resists changes in pH during in
its passage through the stomach and intestine and neither how it finally reaches the breast
(Zhao and Buehring, 2007; Buehring et al., 2014; Buehring GC et al., 2015). It thus
remains to be demonstrated phylogenetically that the same virus in cows is the one reaching
humans, probably having (undergone) some genomic variations, thereby providing it with
greater adaptability.
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3.3 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Identificar infecciones zoonoticas nuevas constituye un reto permanente dada la cantidad de
agentes infecciosos que existen, la cantidad de evidencia que debe ser entregada y los
aportes de investigadores que participan para que sus conclusiones apoyen la hipotesis.
Desde el inicio de este proyecto se tenia clara la presencia del VLB en tejido mamario
humano y fue esa la motivacién para estudiar al bovino y tratar de determinar qué papel
cumplia en la enfermedad, suponiendo ademds una zoonosis que era interesante
caracterizar. Con los resultados obtenidos a traves de este proyecto se logra abordar con
hallazgos cientificos el potencial zoonotico del VLB, desde 4 de las 9 caracteristicas con las
cuales definimos a la zoonosis: 1. La prevalencia del VLB en la vaca, 3. Las posibles vias
de transmisién, 7. La susceptibilidad relacionada con la presencia de receptores
compartidos, 8. La evaluacion filogenética para demostrar que es el mismo virus en la vaca

y el del humano.

Para algunas de las otras caracteristicas descritas, si bien no hay evidencia cientifica, si hay
una discusion con evidencias indirectas que permite apoyar la hipétesis. Por esto, con la
discusion que se presenta a continuacion refuerza las cuatro caracteristicas de las que se
tiene evidencia de que el VLB es un virus zoondtico y se entregan evidencias indirectas de

las otras cinco caracteristicas.

Caracteristica 1: Prevalencia del virus en la poblacion: En el segundo capitulo de este
trabajo, se reporto la prevalencia de VLB en vacas colombianas del 62% por animal. Ahora
bien, ya se ha mencionado que esta caracteristica no implica una zoonosis, sin embargo hay

que resaltar que esta es una de las mas altas prevalencias de VLB en Suramérica (M Polat
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et al., 2017), lo que implica que este mismo nimero de animales con escasas medidas de
control, podria estar diseminando el virus a vacas sanas o al humano consumidor de sus
productos, como carne y leche, de manera que el riesgo de trasmision al humano estaria
dado en la misma medida. Por otra parte, se esperaria que la prevalencia en VLB en vacas
sea mas alta que la prevalencia en el humano. En el afio 2003 la Dra Buerhing reporté un
estudio de seroprevalencia de 74% en 257 humanos (G. Buehring, Philpott, & Yeon Choi,
2003). Lo cual es mayor a lo reportado por nuestro grupo en ganado, sin embargo, en un
corto tiempo se tendra el dato exacto de prevalencia en tejido de seno humano, pudiendo
con este dato demostrar que las vacas como hospederos naturales tienen mayor prevalencia
de VLB que las mujeres colombianas. Situacion similar fue reportada para HEV en cerdos
y personas en una region colombiana, cuya seroprevalencia encontrada en los animales fue

drasticamente mas alta que en los humanos (Bentancur et al., 2008; Gutierrez et al., 2014).

Con respecto a los genotipos, en este trabajo se reportd la presencia del G1 y el G6, que
sumado al aporte de Lépez de G3 se esperaria que en el humano se encuentren 10s mismos

genotipos y en las mismas proporciones.

Caracteristica 3, ruta de transmision: En este trabajo se encontré la presencia de 3
segmentos génicos del VLB en productos de consumo. Previamente se ha reportado que el
VLB puede ser trasmitido de la vaca infectada a sus becerros a través de calostro o leche
(Ferrer, Kenyon, & Gupta, 1981), de modo que dicho evento también podria darse a los
humanos consumidores de estos alimentos. Sumado a los antecedentes de lo que ocurre con
VIH o HTLYV, otros retrovirus en los que se conoce que las madres pueden trasmitir a sus
bebes el virus a través de la leche (lkeda et al., 1989; Orloff, Wallingford, & McDougal,

1993). El origen del HTLV y del HIV son los primates no humanos, de tal forma que vale
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la pena la atencidn en el estudio de otros retrovirus como el VLB por el riesgo zoonoético

que estos representan (Gao et al., 1999; Van Dooren, Salemi, & Vandamme, 2001).

Por este motivo, considerando que la demanda de alimentos para humanos incrementa, y
que en su mayoria estos son de origen animal como fuente de proteina, es pertinente
mencionar la iniciativa de la OPS en el afio 2003 “Contribuir al bienestar de los humanos a
través de la produccion y el suministro de proteinas de origen animal en cantidades
suficientes y garantizar la inocuidad y calidad de los alimentos; evitar el impacto nocivo de
las enfermedades comunes al hombre y los animales; preservar el ambiente del efecto de la
tenencia de animales y de la industrializacién de la produccion animal; y contribuir a la
solucion de problemas de salud a través del desarrollo de modelos animales que faciliten las
investigaciones biomédicas, asi como la conservacion de especies de animales domésticos y
de vida libre para su uso sostenido” (OPS, 2003). De modo que todos los entes
involucrados como lo son la academia, el gobierno y la industria, estan obligados a velar
por la salud y la integridad de los animales y de los humanos ante la posibilidad de una
zoonosis, que hasta este punto estaria respaldada por el virus que aparece en la leche y
carne cruda de vacas que resultan ser positivas para VLB, productos de consumo que

pueden estar actuando como via de transmision viral a humanos.

Caracteristica 7, presencia de receptores comunes entre el ganado bovino y el humano: Con
este trabajo se aportaron evidencias in silico e in vitro, que el receptor celular involucrado
en la adherencia viral es AP3D1 en vacas, asi mismo la posibilidad plausible de que la
misma proteina del humano este cumpliendo la misma funcién y permitiendo que el VLB
pueda infectar esta especie. Un ejemplo de esto, fue reportado en el virus MERS-CoV, un

coronavirus zoondtico emergente, que necesita dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4) para su
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adhesion, cuyos analisis revelaron similitud entre la dipeptidilpeptidasa-4 humana y equina,
lo que indica la posible susceptibilidad de los caballos a este nuevo virus (Barlan et al.,

2014; Bosch, Raj, & Haagmans, 2013; Mohd, Al-Tawfig, & Memish, 2016).

Estudios adicionales deberan enfocarse a evaluar la promocion de la infeccion y la
replicacion en cada sistema, el bovino y el humano, incluso analizar si hay participacion de
otros receptores tal como se propuso con el virus de la Rabia (Lentz et al., 1982; Tsiang et
al., 1983; Tuffereau et al., 1998), los adenovirus (Nemerow, 2000) o en VIH que requiere la
participacién de correceptores como las moléculas CCR4 y CCR5 entre otros (Berger,
Murphy, & Farber, 1999) (Lafom, 2000; Thoullouse, 2000).

Caracteristica 8: Analisis filogenético de las cepas: Clasificar genéticamente los aislados y
compararlos con cepas de otros lugares del mundo es uno de los primeros requisitos para
responder ante la hip6tesis de que un virus es zoondtico. En este trabajo se realiz6 un
analisis filogenético con las secuencias provenientes del virus circulante en la vaca y del
virus en los productos de consumo como los son leche y carne cruda. Un ejemplo reciente
de esta situacion es la del HEV, donde uno de los casos de infeccion zoondtica se confirmo
por andlisis filogenéticos del virus aislado de humanos que habian consumido carne de
ciervo cruda. Asi mismo miembros de una familia que habian consumido dicho alimento
tuvieron diagnostico de Hepatitis, ellos habian sido negativos para anticuerpos contra
hepatitis A, B y C, pero méas adelante se verificoO que eran positivos para anticuerpos anti
HEV. Posteriormente la historia clinica revelé que los miembros de esa familia habian
consumido carne cruda de ciervos cazados en Japon en repetidas ocasiones. La carne
sobrante habia sido congelada y se logro recuperar el ARN viral, del que posteriormente se

amplifico un segmento de 326 pb del ORF1 y se demostro una identidad del 99.7 y 100%
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con el virus circulante en los miembros de dicha familia. Al compararlo con otras
secuencias nucleotidicas de HEV reportadas en las bases de datos, se pudo concluir que
pertenecian al genotipo 3, proporcionando asi una evidencia directa de una zoonosis.
Desde entonces existe diversidad de reportes que dan cuenta de la relacion filogenética del
virus aislado del producto de consumo y del virus circulante en el humano (Li et al., 2005;
Renou, Roque-Afonso, & Pavio, 2014; Takahashi, Kitajima, Abe, & Mishiro, 2004; Tei et

al., 2003)

Ahora bien, para el caso de las secuencias nucleotidicas de VLB provenientes de humanos,
hasta este momento no estan disponibles, por lo cual no hay evidencia que confirme la
existencia de un virus zoondtico. Situacion contraria ocurrio con HEVs, donde solo hasta
los aflos 90 hubo disponibilidad de secuencias provenientes de animales, lo que no

implicaba que la zoonosis no hubiera ocurrido antes.

Las cinco caracteristicas de las cuales se tienen evidencias indirectas son:

2. Liberacién: Como los demas retrovirus, el VLB realiza ciclos liticos y lisogénicos
confirmando la infeccién lenta. La presencia de virus en leches y en carnes cruda de
consumo muestra una gran excrecion viral lo cual no descarta la permanencia del virus en
ganglios linfaticos como se ha reportado respecto al ciclo del VLB. Esto demuestra que el
virus se esta liberando en buena cantidad para pasar a otra célula que tenga receptores para

continuar su ciclo.

4. Identificacion de hospederos y vectores: Para VLB se sabe que el hospedero natural es el
ganado bovino (Burny et al., 1985). También se ha informado recientemente que el VLB

estd presente en las células epiteliales de las glandulas mamarias de las mujeres con cancer

100



de mama, sugiriendo una relacion. En general, en este trabajo se ha estudiado el VLB desde
tres de sus genes, el hospedero que es la vaca y el medio de transmision que podria
involucrar la leche o la carne cruda, donde también se encuentra el virus presente. Por
ultimo, esta el hombre que actuaria como hospedero accidental y para el que falta presentar
las pruebas de su presencia alli, ya hay evidencias bibliograficas que lo muestran con este
tipo de patologias (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; Mesa et al.,

2013; Ochoa-Cruz et al., 2006).

5. Conocer el ambiente que favorezca la transmision del patdgeno: Previamente se ha
discutido que la carne y la leche cruda podrian ser la via de trasmisién del VLB al humano.
Sin embargo, no esta claro como el VLB que entraria por ingesta no es degradado por
proteinas salivares, tal como si ocurre en VIH-1 o en Influenza A, donde la proteina
conocida como aglutinina salival (gp340) (Wu, Golub, Abrams, & Malamud, 2004) tiene
una actividad antiviral sobre estos agentes, inhibiendo a gpl120 en VIH1 o a la
hemaglutinina en Influenza A (White et al., 2005; Wu et al., 2003). Por lo que no es
descartable que lo mismo suceda con VLB sobre gp51. También queda sin resolver como
llega el VLB a tejido mamario humano, como logra pasar el pH del estomago e intestino y

como atraviesa la pared intestinal para llegar a tejido mamario.

6. Carga viral necesaria para lograr una infeccién: Un estudio de Marcela A. Juliarena y
cols, demostr6é que vacas VLB+ con bajas cargas virales no lograron infectar vacas sanas
(Juliarena, Barrios, Ceriani, & Esteban, 2016), por lo que, si esta situacion ocurre en el
hospedero natural que es la vaca, es posible que para que el humano la infeccion requiera

una concentracion viral importante. Una situacion similar fue evidenciada en un caso de
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zoonosis de HEV, cuyas personas infectadas fueron las que habian consumido mayor

cantidad y en repetidas ocasiones carne infectada con el virus (Tei et al., 2003).

9. Presencia de una enfermedad definida: EI VLB se caracteriza por ser de infeccion lenta,
por tener baja tasa de replicacion, lo cual le permite no producir una sintomatologia clinica
aparente y escapar de la respuesta inmune. Evidencia de esta situacion es que solo del 5 al
10% de las vacas infectadas con VLB, llegan a desarrollar leucemias o linfosarcomas (Aida
et al., 2013). Ahora bien, en el humano no se sabe ni en qué momento ingreso el virus ni la
enfermedad que este causando, a pesar de que algunos autores lo han asociado con cancer
de seno (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; N. A. Gillet & Willems,

2016; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006; Zhang et al., 2016).

Si bien existen varias definiciones para la palabra zoonosis, incluir para su definiciéon 9
caracteristicas permite tener evidencia suficiente para confirmar que en realidad el agente
cumple con las condiciones necesarias. Para el caso del VLB hay evidencia casi completa
para afirmarlo sin embargo aun faltan por analizar los datos correspondientes a la parte
humana de este proyecto y con ellos ya se podran completar las condiciones que hacen
falta. Los datos que se entregaron en este documento atraviesan el estado del arte y aportan

nuevo conocimiento de gran importancia para la sanidad animal.
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