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Abreviaturas

Ac: anticuerpo

ACP: alta carga proviral

ADN: acido desoxirribonucleico

Ag: antigeno

BCP: baja carga proviral

BSA: seroalbumina bovina

C: citosina
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°C: grados centigrados

CD4+: linfocito T colaboradoras
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CMH I: complejo mayor de histocompatibilidad clase |
CMH lI: complejo mayor de histocompatibilidad clase Il
DO: densidad 6ptica

CPV: carga proviral

Da: Dalton

ELISA: “Enzime Linked Immunoassay”

E4: suero control positivo de referencia

Fc: fragmento constante

FLK-VLB: fetal lamb kidney (rifion de feto de cordero) cronicamente infectado con el Virus de la leucosis bovina-VLB

G: guanina

gr: gramo/s

gp51: glicoproteina 51

hihs: hora/s

IF: inmunofluorescencia

IgA: inmunoglobulina A

1gG: inmunoglobulina G

IgM: inmuglobulina M
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kDa: kilo Dalton
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Titulo:

‘PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE VALOR INMUNOGENICO
DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA Y SU APLICACION AL DIAGNOSTICO DE

LA ENFERMEDAD *

Palabras claves

Virus de la Leucosis Bovina- gp51-p24- baculovirus- expresién en bacterias- ELISA

Resumen

El virus de la leucosis bovina (VLB) es el agente causal de la Leucosis Enzoética
Bovina (LEB), enfermedad de distribucidn mundial, presente en nuestro pais. En
nuestro pais los niveles de prevalencia oscilan entre 33% a 84% dependiendo del
tipo de explotacidn bovina, estos altos valores de prevalencia se traducen en
grandes pérdidas econdémicas incluyendo la perdida de mercados internacionales. El
programa nacional de control y erradicacion reglamentado por el Servicio Nacional
de Sanidad Animal (SENASA) resolucion 337/94, se basa en el diagnostico
serolégico de la LEB y segregacién de animales positivos. El diagnéstico de la LEB
se basa en la deteccion de anticuerpos contra las dos proteinas inmunogénicas del
virus: gp51 y p24. Para su deteccidn existen varias pruebas inmunodiagndsticas, las
que utilizan una u otra proteina purificadas o recombinante. En este trabajo se
desarrollé una prueba de ELISA dual indirecto y como antigeno diagnostico se utilizé
una mezcla de proteinas recombinante p24 y gp51, producidas en sistema
bacteriano y de baculovirus respectivamente. Se evaluaron un panel de 194 sueros,
cuyos resultados se contrastaron con los resultados obtenidos por otras dos técnicas

aprobadas: Inmunodifusién en gel de agar y un ELISA indirecto comercial. El analisis
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de repetibilidad intraplaca de nuestro ELISA dual arrojé un valor de 0.992 de
“coeficiente de concordancia” (CCC). Las caracteristicas operativas de la prueba se
analizaron por el programa estadistico STATA SE 11 y TG-ROC. Para una dilucion
sérica de 1/25 y un valor de corte de 0.3 la sensibilidad fue de 95.65% y 91.30% de
especificidad. Los analisis estadisticos de los resultados obtenidos con nuestro
ELISA gp51r/p24r son muy alentadores para continuar con la validacién de la
prueba, con la finalidad de contar con una herramienta diagndstica para optimizar el

control y facilitar los planes de erradicacién de la LEB en nuestro pais.

Abstract

The bovine leukemia virus (BLV) is the causative agent of Enzootic Bovine Leukosis
(EBL). In Argentina, the prevalence of this disease ranges from 33% to 84%
depending of beef or dairy farming. The high prevalence of this disease results in
large economic loss including failure of international markets. The national program
of control and eradication of the disease, regulated by the National Animal Health
Service (SENASA) Resolution 337/94, is based on serological diagnosis of EBL and
separation of positive animals. EBL diagnosis is based on detection of antibodies
against the two immunogenic proteins of the virus: gp51 and p24. There are several
immunodiagnostic tests for detection of the disease; most of them use either purified
or recombinant protein. In this study an indirect dual ELISA test was developed,
using a mixture of recombinant p24 and gp51 proteins as antigen. The recombinant
proteins were produced in bacterial and baculovirus systems. A panel of 194 sera
was analyzed by our in house ELISA test and the results were compared with the

results obtained by two other approved techniques: agar gel immunodiffusion test
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and a commercial indirect ELISA test. Analysis of intraplate repeatability of our in
house ELISA yielded a value of 0.992 of "concordance coefficient" (CCC). The
operational characteristics of the test were analyzed by the STATA SE 11 and TG-
ROC statistical program. For a serum dilution of 1/25 and a cutoff value of 0.3,
sensitivity was 95.65% and specificity 91.3%. Statistical analysis of the results
obtained with our in house ELISA are very encouraging for further validation of the
test, in order to have a diagnostic tool to optimize the control and facilitate eradication

plans of EBL in Argentina.
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CAPITULO I. GENERALIDADES

I.LA. INTRODUCCION

El virus de la leucosis bovina (VLB) es el agente causal de la Leucosis Enzoética
Bovina (LEB) enfermedad de distribucion mundial, presente en nuestro pais (Miller y
col, 1969; Resoagli y col, 2001). La LEB es una enfermedad neoplasica,
linfoproliferativa, crénica y de larga incubacién. El primer reporte de lesiones
atribuibles a LEB fue en Alemania en 1871 por Leisering; pero fue recién en los afos
‘50 y fines de los ‘60 cuando se determind que la LEB era causada por un virus
(Miller y col., 1969) donde posteriormente se establecid que el linfosarcoma y la

linfocitosis persistente se asociaban con la enfermedad.

La LEB fue reportada por primera vez en Argentina en 1968 (Sen y col., 1968), pero
su confirmacién seroldgica ocurrio recién en el afno 1978. En nuestro pais los niveles
de prevalencia en rebanos lecheros de diferentes provincias, oscilan entre 33% a
84% al 100% (Trono y col. 2001). En la Union Europea se han obtenido valores de
prevalencia muy bajos que oscilan entre 0,1% al 5 % y se atribuyen a planes
vigentes de control y erradicacién de la enfermedad. En el continente americano los
valores de prevalencia son mucho mas altos: en Venezuela se reportd un 49%, en
México un 32% y en Florida (EEUU), 48% para explotacién lechera y 7% para

explotacién de carne (Resoagli y col, 2001; Chamiso Pestana, 2005).

La LEB en su presentacion tumoral afecta principalmente al ganado bovino adulto,
no obstante se pueden infectar animales de cualquier edad, incluso durante el
periodo embrionario (transmisidén transplacentaria). Por el tipo de explotacién, las

hembras lecheras viven lo suficiente como para presentar las formas mas severas
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de la enfermedad (Di Giacomo, 1992). Otras especies naturalmente susceptibles son
el bufalo y carpincho. En condiciones experimentales afecta ovejas y cabras, aunque
en estas especies el desarrollo y susceptibilidad a la enfermedad es diferente a la
del ganado bovino (Schwartz y col., 1994). Se ha tratado de determinar la presencia
de anticuerpos especificos contra VLB en camélidos del nuevo mundo, NWC (de su
sigla en inglés, New World Camelid). En la Argentina se han realizado relevamientos
seroldgicos en rodeos de camélidos de varias provincias, pero no se han obtenido
resultados positivos hasta el momento (Puntel y col., 1999; Puntel M.; 1997).
Actualmente existe un reporte de un solo caso de VLB en NWC, una alpaca
(Vigcuna pacos) en el estado de Virginia, Estados Unidos (Lee y col., 2012). Estos
datos sustentan la hipétesis que el VLB tiene como unicos hospedadores y
reservorio al ganado bovino y que las infecciones en otras especies son
accidentales. Dado que un pequeno porcentaje de animales portadores evoluciona a
la forma tumoral (1 al 3%) se ha propuesto que existen factores genéticos asociados
al huésped que justificarian hipotesis de resistencia y/o susceptibilidad a la evolucion
clinica (Monti, 2006). Se debe considerar que la linfocitosis persistente se ha

propuesto como estadio pretumoral.

La LEB no es una enfermedad zoondtica, pero si se ha demostrado la presencia de
anticuerpos anti-proteinas de la capside en sueros humanos, evidenciando la
exposicion al virus (Buehring y col., 2003). Un factor que estaria actuando en la baja
prevalencia en humanos es la inactivacién de la particula viral por pasteurizacion de
alimentos crudos de consumo como la leche. Aunque no se le asigna a este virus
ninguna entidad patolégica que afecte a los humanos, no significa que no pudieran

existir recombinaciones entre virus humanos y el VLB (Burny y col, 1985) lo que
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hasta ahora no se puso en evidencia. Por este motivo, la eliminacién del VLB de los
alimentos de consumo humano y del medio ambiente es, obviamente, un objetivo

deseable.

Esta enfermedad es de tipo linfoproliferativa y afecta a los linfocitos B, donde el
provirus se integra al genoma, transformando a los animales infectados en
portadores de por vida (Lucas, 1992). Teniendo en cuenta las multiples vias de
transmision, tanto iatrogénicas como naturales y los minimos volumenes de sangre
periférica necesarios para transmitir el virus, constituye una enfermedad con un alto

potencial de transmisibilidad (Robert y col, 1986; Gonzélez y col, 2001).

El impacto econémico de esta enfermedad radica no solo en las pérdidas directas
por los decomisos en frigorifico, sino también en las asociadas al estado de portador
del animal, con la disminucién en la productividad directa e indirecta tanto en el
ganado lechero como en el de carne. (Brenner y col.,, 1989). También incluyen
costos de tratamiento, diagndstico y servicio veterinario asi como los costos de

reemplazo temprano (Monti, 2006).

Las pérdidas econdmicas indirectas mas importantes para nuestro pais se deben a
las restricciones del mercado internacional para comercializar ganado en pie, semen
y embriones, sumado a los gastos de recoleccién de muestras y diagnostico para
cumplir con los requisitos de los paises importadores. Las pérdidas econémicas han
sido valoradas en paises como EEUU, donde distintos estudios han arrojado cifras

que van de 44 a 144 millones de ddlares por afio (Da y col., 1993; Pelzer, 1997).

La necesidad de controlar esta enfermedad, que tiene serias pérdidas econémicas

directas e indirectas para el pais, llevd al Servicio Nacional de Sanidad Animal
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(SENASA) a reglamentar los requisitos para la obtencidn de certificacion de
establecimiento oficialmente libre de LEB a través de la resolucién 337/94 (De la

Sota, 2004) constituyendo un plan de inscripcidn voluntaria.

LAl ETIOLOGIA

ILA.1a. Caracteristicas del virus

El virus de la Leucosis Bovina es un retrovirus del genero deltaretrovirus,
perteneciente a la subfamilia Oncovirinae (tipo C) que se encuentra integrado
principalmente en el genoma de los linfocitos B (Weiss, 2006). Los deltaretrovirus
también incluyen a los virus Linfotrépicos de Células T Humanas tipo |y Il (HTLV |y
), los recientemente descubiertos HTLV Il y IV y el Virus de la Leucemia de Células
T de los Simios (STLV). Comparaciones filogenéticas entre el VLB y los virus
linfotropicos-T de los primates tienen una diferencia del 42% (Gillet y col., 2007,
Pomier y col., 2008). Particularmente el HTVL | y el VLB comparten epitopes de los
antigenos de la capside codificados en el gen gag, lo que los relaciona
estrechamente en la evolucion de los deltavirus. La organizacién gendmica y las
funciones de los genes son marcadamente similares, sumado a los genes
estructurales gag, pol y env requeridos para la sintesis de la particula viral, ambos
genomas contienen regiones particulares que codifican proteinas regulatorias
(Florins y col.,, 2009). Estas proteinas regulatorias interfieren en el ciclo celular,
apoptosis y procesos de reparacion del ADN, dando lugar a una expansion clonal

persistente de células infectadas (Pomier y col., 2008).

Los retrovirus son unicos en su especie ya que se los encuentra en estado de ARN o

ADN (provirus). Su polimerasa es una transcriptasa reversa responsable de
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transcribir el ARN viral en ADN proviral, que es integrado al genoma celular
(provirus), transformando al animal en portador de por vida. Esta enzima esta
desprovista de la actividad exonucleasa 3" que genera un rango de error que
respalda la variabilidad genética caracteristica de la mayoria de los retrovirus
(Pomier y col., 2008) lo que constituye una férrea estrategia de evasién al ataque del
sistema inmune. En cambio el VLB forma un subgrupo diferenciado dentro de los
retrovirus ya que la variabilidad dentro de los genes po/ y env es menor del 6% lo
que indica un alto grado de conservacion entre las cepas estudiadas (Liscursi y col.

2003; Gillet y col., 2007).
ElI VLB es envuelto, de simetria icosahédrica y mide entre 60 a 125 nm de diametro.

Esta compuesto por proteinas estructurales que envuelven y se relacionan con el

ARN viral. En la figura I.A.1. se puede observar un esquema del virus.
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Fig. I.LA.1.: Virus de la Leucosis Enzoética Bovina. Esquema de la seccidén transversal de la particula viral

(modificado de Monti G., 2005).
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El genoma es “diploide”, esta formado por dos cadenas idénticas de ARN de sentido
positivo, no complementarias, asociadas a la proteina estructural interna no
glicosilada de la nucleocapside (p12) y a varias copias de la polimerasa transcriptasa

reversa (Gillet y col. 2007).

Las proteinas estructurales internas no glicosiladas restantes pertenecen a la matriz
(p15) y a la capside (p24). La proteina p15, formada por 109 aa, se relaciona tanto
con el ARN como con la envoltura viral. La p24, proteina neutra y moderadamente
hidrofébica, es la mas importante del core del VLB, esta formada por 642 aa y
presenta 2 epitopes identificados por anticuerpos monoclonales (Burny y col., 1985).
A esta proteina, se la encuentra formando dimeros homologos y complejos con la
p10. La p12 es una proteina de 69 aa rica en prolina, que esta intimamente unida al

ARN viral (Gillet y col., 2007),

La envoltura del virus esta formada por una doble membrana lipidica originada en el
proceso de gemacion que se da en la célula infectada. Las proteinas que se
encuentran insertadas en esta estructura son la proteina de transmembrana (gp30) y
la proteina glicosilada de superficie (gp51). La gp51, formada por 268 aa, es la
proteina mas abundante de la envoltura y cuenta con 8 determinantes antigénicos
identificados por anticuerpos monoclonales (sitios A al H) (Bruck y col. D., 1984) de
los cuales 3 son altamente conservados (F, G y H) y estan involucrados en la
infectividad del virus y su habilidad para inducir sincitios en las células blanco (Lamb,

2008).

La gp30 es una proteina de transmembrana de 214 aa que muestra caracteristicas

estructurales tipicas de las proteinas de transmembrana de los virus tipo C (Burny y
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col., 1985). El extremo N-terminal de la gp30 se inserta en la capa bilipidica y se
transforma en el soporte que fija la gp51 a la superficie, conformando asi un
complejo gp30/gp51, involucrado en el reconocimiento de receptores virales en las
células blanco. La gp30 también se relaciona con la p15 de la matriz proteica. Tanto
las proteinas que conforman el complejo gp30/gp51 como la proteina estructural p24
son altamente inmunogénicas y capaces de desarrollar una potente respuesta

inmune (Gonzalez y col., 1988; Van der Maaten y Miller, 1990; Monti y col., 2005).

ILA.dlb Genoma

El genoma contiene genes estructurales (gag, pol y env) (Sagata y col.1985. Beier y
col., 2001) y no estructurales o reguladores seguidos de una region X donde se
ubican los genes reguladores denominados Tax, Rex, R3 y G4 (Luciw y Leung,
1994. Alexandersen y col.,, 1993). La estructura del provirus del VLB, sus genes,

transcriptos ARN y proteinas virales se detallan en la figura. 1.LA.2.

El ADN resultante de la trascripcidn reversa (provirus), se integra al genoma del
hospedador, y se lo puede encontrar en 1 a 3 copias por célula, ubicados en forma
aleatoria (Tajima y col. 1998). Asi integrado, el provirus esta flanqueado por
segmentos denominados LTR (Long Terminal Repeat), sitio donde se da lugar el
inicio de la trascripcién viral. Cada LTR consta de 3 regiones: U3, Ry U5. Los genes
codificados en esta region tienen funciones regulatorias de la trascripcidon viral
relacionadas, por ejemplo, con la familia de proteinas kappa B (NF kB), regulatorias

de la activacion celular (Gillet y col., 2007).
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Fig. I.A.2: Estructura del provirus del VLB: genes, transcriptos ARN y proteinas virales.

El provirus esta flanqueado por dos secuencias idénticas de TLR y contiene los marcos abiertos de lectura para
gag, prt (proteasa), pol y env. Una regién X que codifica para Tax, Rex, R3 y G4, ubicada entre el envy el TLR
3. El transcripto ARN genémico sirve como templado para la expresidn de los precursores de gag-prt-pol (pr145,
pré6 y prd44) que son procesadas en proteinas estructurales y enzimas: p15 de la matriz (MA), p24 o capside
(CA), p12 nucleocapside (NC), p14 o proteasa (PRT) y p80 (RT/IN)
ARNasa H y la integrasa. Un intrén largo correspondiente a gag-prt-pol es escindido para permitir la transcripcion
del env. Después de la traduccién, el precursor pr72 es clivado en dos subunidades: gp51 glicoproteina
extracelular (SU) y la gp30 glicoproteina de transmembrana. Para generar ARNm de Tax/Rex es clivado un

segundo intron. Dos ARNs menores fueron identificados por RT/PCR que codifican a pS (R3) y p11 (G4).

(Modificado Gillet y col., 2007).

GenQmich ¥ Dag

que contiene la transcriptasa reversa,
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El gen gag codifica la sintesis de un polipéptido precursor, p44. Este precursor es
escindido por accion de la proteasa p14 en las proteinas estructurales no
glicosiladas que conforman la particula viral, p15, p24 y p12. La sobreexpresion de
la poliproteina Gag, en células mamiferas, es la responsable de generar “virus-like
particles” (Miller y col. 1969; Gillet y col., 2007). La proteasa p14 esta codificada en
el gen PRT situado en la regién que se encuentra entre los genes gag y pol (Gillet y

col. 2007).

El gen pol da origen a un transcrito gag-pol-prot que luego de ser clivado por parte
de la p14 da origen a la transcriptasa reversa, una polimerasa ADN-ARN
dependiente (que presenta tanto actividad ADN polimerasa como la RNAsa H) y una

integrasa. (Schwartz, 1994, Florins y col., 2007).

El gen env codifica las proteinas que se insertan en la envoltura viral. Se transcribe a
un precursor pr72, poliproteina que es clivada en las proteinas estructurales
glicosiladas gp30 y gp51, que se encuentran asociadas por uniones disulfuro para

conformar el complejo gp30/gp51 (Gillet y col., 2007).

La region X contiene las secuencias codificantes para varias proteinas regulatorias.
Los marcos de lectura de los genes R3 y G4 pertenecen a una regidén intermedia
entre los genes de la envoltura y los otros genes regulatorios, tax/rex. La proteina
G4 estaria involucrada en los procesos de transformacidon celular. La R3 estaria
relacionada con la represion de la actividad de Rex. Tanto R3 como G4 no son
indispensables para la infectividad in vivo pero se requiere de ellos para el

mantenimiento de la carga viral. La integridad de los genes R3 y G4 contribuyen
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significativamente en una propagacion eficiente del virus en el hospedador (Florins y

col., 2007; Gillet y col., 2007).

Los productos de la regidn Rex controlan el procesamiento del ARNm, son
responsables de la translocacion al citoplasma y la estabilizacién del mismo (Gillet y

col., 2007).

El gen tax estd caracterizado como el factor mas importante requerido para la
replicacion viral y la patogénesis. Activa la transcripcion directa de LTR y es el
responsable de la inmortalizacién de células de cultivo primario in vitro. Tax es una
proteina con funcion de activador transcripcional de la expresién viral, codificada en
el extremo 3" de la regién X. Es una proteina rica en prolina y leucina, altamente
conservada entre los diferentes aislamientos y es reconocida por linfocitos T y B.
Para su actividad necesita la secuencia de la region U3. Conjuntamente con la
proteina inhibidora de la apoptosis, Bcl-2 y otros oncogenes, estaria involucrada en
la transformacion celular e inicio de la tumorogénesis. La transformacién celular
estaria favorecida por la actividad inhibitoria que ejerce Tax en los procesos de
reparacion del ADN, asi como el acumulo de grandes cantidades del factor nuclear

kappa B (Schwartz y col., 1994; Gillet y col., 2007, Florins y col., 2007).

I.LA.1c Ciclo viral

Célula blanco

Se ha determinado que el VLB tiene afinidad por los linfocitos B (LB) que expresan
IgM de superficie, principalmente LB1 CD5 +, subpoblaciones B 1ay LB1b CD11+y
en menor medida LB2 o linfocitos B convencionales. Estos LB1 han demostrado

tener una particular susceptibilidad a proliferar y se los puede encontrar aumentados
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en numero en las primeras etapas de la infeccion en ovejas. En menor medida el
provirus puede localizarse en linfocitos, granulocitos y monocitos. Esta falta de
restriccidn celular también se ve reflejada in vitro, ya que se ha podido infectar lineas
celulares como D17, células Hela y células MDBK de origen canino, humano y

bovino respectivamente (Schwartz y col., 1994, Debacq y col., 2004).

En ovejas la linfocitosis se caracteriza por ser casi exclusivamente LB1 CD11b+.
Este subtipo se encuentra casi ausente en casi todos los érganos linfaticos, pero
esta presente en forma importante en sangre periférica y en la zona marginal del

Bazo (Florins y col. 2007).

Los estudios realizados sobre las inmunoglobulinas de linfocitos LB1 infectados
sefalan la presencia de IgM y en menor medida IgG. La IgM es funcional y presenta
poliespecificidad que con el tiempo puede cambiar su especificidad hacia

autoantigenos (Gillet y col., 2007).

Replicacion
Las proteinas de la superficie viral reconocen receptores en los linfocitos B, aun no

han sido identificados. Este proceso se denomina adsorcion (Lavanya y col., 2008).

La decapsidacién ocurre cuando, una vez adsorbida a la membrana celular, se funde
la bicapa lipidica viral a la membrana celular y se libera la nucleocapside en el
citoplasma. En el momento que la transcriptasa reversa es liberada en el citoplasma,
comienza a producir copias de ADN doble hebra a partir de ARN viral. Una vez
transportadas al nucleo, entre 1 a 5 copias de ADN proviral son insertadas al azar,
mediante la accidn de la integrasa viral y pasa a denominarse provirus. EI ADN viral

0 provirus asi integrado permanece estable y silente durante mucho tiempo
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transformandose en la forma viral comunmente detectable en animales
persistentemente infectados. En la figura I.A.3 se puede observar un grafico el ciclo

viral.
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El VLB comparte con otros virus del género deltavirus dos formas de expansion viral.
Una incluye el proceso de transcripcidon reversa durante el ciclo replicativo viral que
tiene lugar cuando una célula blanco es infectada durante la primo infeccidén. La otra
via es la mitdtica, donde el virus integrado se propagal/disemina durante la
expansion clonal de la célula blanco. Ambas vias ocurren simultaneamente, sobre
todo en los primeros estadios de la infeccion, en el periodo de seroconversion. La
diseminacién viral por la via mitética es la responsable de la mayoria de la carga
viral (entendida como carga de provirus) durante el periodo asintomatico, fase

asintomatica con linfocitosis persistente y/o fase tumoral (Florins y col., 2007)

La replicacion viral, via produccion de viriones, que infectan nuevas células blanco
parece ocurrir casi exclusivamente durante un corto periodo que le sigue a la
primoinfeccion. Algunos autores especulan que es posible que el ciclo replicativo
siga ocurriendo constantemente pero no contribuye a aumentar la carga proviral,
probablemente debido a la eficiente respuesta inmune que elimina a las células
infectadas donde replicaria el virus permitiendo solo la expansion mitdtica de las
células que portan el provirus (Florins y col., 2007b; Florins y col., 20072, Pomier y
col., 2008). Esta hipotesis se contrapone con los trabajos de Ferrer (Ferrer, 1989),
donde se demuestra que pasado el periodo de primoinfeccion la replicacion viral es

inhibida por una proteina plasmatica no inmunoglobulina.

ILA.2 ANIMALES SUSCEPTIBLES Y TRANSMISION

El ganado bovino doméstico es el hospedador natural de VLB. EI bufalo y los
carpinchos se infectan naturalmente pudiendo ser considerados reservorios salvajes

del virus. La transmisién experimental se ha llevado a cabo en varias especies
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animales como conejos, ratas, gallinas y cabras, pero solo en ovejas se ha logrado
desarrollar la enfermedad (Burny y col., 1985; Monti y col., 2005). Las ovejas
presentan un periodo de latencia relativamente corto, entre 6 meses a 4 afnos post-
infeccién, mientras que en bovinos es entre 4 a 10 anos (Miremi y col., 2007) El
100% de los ovinos infectados desarrollan tumores, en bovinos solo el 5% de los
infectados desarrollan tumores y mueren (Burny y col. 1985). El hecho que las
ovejas no sean el hospedador natural de la LEB y no hayan co-evolucionado con el
virus, podria explicar por qué en este caso la enfermedad es mucho mas aguda
(Florins y col.,, 2008). Estas caracteristicas hacen a las ovejas el modelo
experimental por excelencia para el estudio de la LEB y, a pesar de las marcadas
diferencias, también es el modelo experimental para comprender la tumorogénesis

inducida por HTVL | (Florins y col., 2007; Merimi y col., 2007).

La transmision del VLB puede ser horizontal o transplacentaria (Fig.: 1.A.4). Los
animales portadores asintomaticos son la principal fuente de contagio en los rodeos
(Gonzalez y col. 1988). La LEB se transmite horizontalmente a través de la
transferencia de células infectadas. La dificultad de determinar el estadio de viremia
establece que las células infectadas con VLB (LB1-LB2-macrofagos-monocitos-
linfocitos) presentes en la leche y en la sangre conforman el mejor vehiculo para la

transmision natural.

La transmisidn horizontal iatrogénica es la mas importante, como ocurre en las
practicas veterinarias que involucren sangrado, donde pequefios volumenes de
sangre (2-5 ul) pueden transmitir la infeccién (Gonzalez y col., 2001). Las maniobras

involucradas son: aplicacion de vacunas 0 medicamentos, descorne, tatuaje,
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marcacion auricular, venipuntura sin cambiar agujas, tacto rectal, entre otras,

realizadas sin los cuidados higiénicos correspondientes (Johnson, 1985.;

Hopkins y DiGiacomo, 1997). El contacto directo prolongado entre animales
infectados y sanos es considerado un factor de riesgo que se ve incrementado en
rodeos con alta prevalencia y alta carga de animales por superficie (Monti y col.,

2005).

Aunque experimentalmente se comprobdé que insectos hematéfagos como los
tabanos y las moscas de los cuernos son vectores de la LEB, el mecanismo de
transmision por picaduras de estos insectos es una via que no reviste mucha
importancia, aunque deberia tenerse en cuenta en regiones que presenten alta

densidad de estos insectos (Ohshimay col., 1981; Perino y col., 1990).

MECANISMOS DE TRANSMISION LEUCOSIS BOVINA

Bowing Susceptible

| — Contario diracio.
) — Comiacip indirecie por agjs, riat=rul

Fig.: .LA.4.: Transmisién del VLB
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La transmision transplacentaria no es tan importante como la horizontal iatrogénica,
aunque hay autores que han reportado un 18% de los terneros nacidos de madres
infectadas con VLB presentan anticuerpos especificos (Chamizo Pestana, 2005). La
forma de confirmar si los terneros presentan anticuerpos especificos propios es
realizar serologia previo a que tomen calostro o por la técnica de PCR para

determinar la presencia del provirus en sangre periférica.

La transmision transplacentaria ocurre principalmente durante el estado de
linfocitosis de la madre. La deteccidn de anticuerpos especificos y de provirus en los
recién nacidos determina que la infeccion tiene lugar durante la segunda mitad de la

gestacioén (Marcovecchio y col., 2006; Monti, 2006).

El contagio postnatal en recién nacidos es posible y se debe a la ingesta de calostro
de madres infectadas durante las primeras horas de vida. No obstante esta via de
contagio sucede en raras ocasiones. Se especula que los anticuerpos maternales
neutralizarian al virus en los primeros estadios de la infeccién (De la Sota M., 2004;

Monti, 2006).

La LEB no parece ser transmitida por transferencia de O&vulos o embriones
provenientes de hembras infectadas, no obstante la via iatrogénica no se descarta
en este tipo de maniobra y durante el servicio natural el riesgo lo revisten las

microlesiones con transferencia de sangre (Monti, 2006).

Por udltimo, en bovinos, la resistencia y susceptibilidad a la progresién de la
enfermedad han sido asociadas al polimorfismo en los genes que codifican para el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (Lamont y col., 1998). EI Antigeno

Linfocitario Bovino, BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) hace referencia al complejo
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mayor de histocompatibilidad de la especie bovina (Bos taurus and Bos indicus). El
polimorfismo en el gen del CMH tipo Il BoLA-DRB3.2 esta relacionado con la
resistencia o susceptibilidad a desarrollar linfocitosis persistente (LP) y linfosarcoma.
En particular la resistencia en la raza Holstein parece depender de los alelos BoLA-
DRB3.2 11, 23 y 28 y la susceptibilidad de los alelos BoLA-DRB3.2 8, 16, 22 y 24.
Concretamente se determind una fuerte relacién entre el alelo DRB3.2 * 11 y la
resistencia genética a la LP en esta raza y se correlaciona con un perfil de baja
carga proviral. De esta observacién se plantea la posibilidad que los bovinos que
presenten este alelo y un perfil de baja carga proviral fueran incapaces de transmitir
LEB en condiciones de manejo estandar (Juliarena y col., 2007; Juliarena y col.,

2008).

Las diferencias entre susceptibilidad o resistencia a la progresion de la enfermedad,
se traducen en cambios de aminoacidos a nivel del sitio de union de los péptidos en
el CMH tipo I, dando lugar a diferencias en union y orientacién que toman los
péptidos-epitopes, por lo tanto seran presentados a los efectores del sistema inmune
adaptativo de tal forma que favoreceran una mejor 0 peor respuesta inmune
estimulando el estado de resistencia o susceptibilidad a la enfermedad (Lewin y col.,
1988; Xu y col., 1993; Panei y col., 2009). Los estudios del polimorfismo en el CMH
son una herramienta de importancia para determinar marcadores genéticos de
resistencia y poder realizar seleccion genética como complemento a los
procedimientos convencionales de control, sobretodo en rodeos de alta prevalencia

(Juliarena y col., 2008).

También se ha demostrado que la susceptibilidad a LP estd asociada a

polimosfirmos en la region promotora del gen de FNT a- (alelo -824G)
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(Konnai y col. 2006).

I.LA.3 RELACION VIRUS-HOSPEDADOR

I.LA.3a Estrategias de evasidn del sistema inmune y persistencia.

El largo periodo de latencia de la LEB es el mecanismo por el cual el virus restringe
la expresion de sus genes y se mantiene latente en su forma integrada de provirus
en las células infectadas. Se ha demostrado la presencia de una proteina plasmatica
no inmunoglobulina responsable de la inhibicidn de la replicacién viral (Ferrer y col.,
1989). Esta es una de las maneras postuladas para explicar como el virus es capaz
de mantener bajos los niveles de expresion viral in vivo. En este contexto las
proteinas virales son indetectables inclusive por pruebas de alta sensibilidad y
especificidad como el western blot o citometria de flujo. Los transcriptos, como
MARN de tax/rex, se detectan en muy baja frecuencia. De todos modos la vigorosa
respuesta inmune antiviral que se instaura luego de la primo-infeccidn indicaria que,
al menos la expresion viral ocurre en alguna subpoblacion de LB, las cuales son
eficientemente eliminadas por el sistema inmune (Florins y col., 2007b; Gillet y col.,

2007; Merimi y col., 2007; Florins y col., 2012).

Otra forma de evasion es la via de replicacion mitdtica del virus. La induccion de la
expansion clonal de los linfocitos B (LB) portadores del provirus provoca el aumento
de la carga proviral y diseminacion en forma pasiva, sin expresion viral, por lo tanto
no detectables por el sistema inmune (Fig.: I.A.5.). La integracién del ADN viral

activaria los mecanismos de mitosis que llevan a la linfocitosis persistente
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considerada una etapa pretumoral, mecanismos en los que estarian involucrados la

mutacion del supresor de tumores pS53 y la proteina Bcl-2 (Achachi y col., 2008).

= Estimulo antigénico y
activacion del Linfocito B
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Fig Fig.: I.A.5.: Hipétesis del mecanismo de replicacién del VLB (modificado de Gillet y col., 2007).

La activacion normal del LB requiere de varios estimulos que involucran activacion
del Receptor del Linfocito B (BCR), moléculas de co-estimulo, citoquinas y hasta
autoantigenos. Una vez infectada, los LB son estimulados para proliferar, la proteina
Tax y HBZ, serian los responsables de este proceso (Tajima y col. 2002). La
hipotesis que proponen Gillet y col. plantea que durante la mitosis hay una
distribucion desigual de las proteinas virales generando una célula hija que contiene
y expresa proteinas virales, y otra que solo contiene al provirus integrado (Gillet y

col. 2007). Otra posibilidad es que una de las células hijas silencie la expresién viral
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por accion de factores de inhibicion viral (como la p30 en HTLV |, no descubierto aun
el homodlogo en LEB) como la proteina plasmatica inhibidora descubierta por Ferrer
(Ferrer y col., 1989) Asi, la célula que expresa proteinas virales sera reconocida por
el sistema inmune y eliminada por mecanismos intrinsecos o extrinsecos de
apoptosis, y a la vez seran responsables de la respuesta humoral. Las células donde
la expresion viral ha sido silenciada o perdieron las proteinas virales después de la
mitosis, entran en un estadio de reposo o silente y de esta manera son capaces de

evadir la respuesta inmune y sobrevivir.

La inhibicidbn de la apoptosis es otra forma de evasion. La apoptosis es un
mecanismo esencial para la eliminacidn de células infectadas o tumorales,
desencadenado por efectores celulares del sistema inmune, asi como sefales
internas o externas de dano o transformacién (Abbas A., 2008). En las ovejas la
inhibicion de este proceso altera el equilibrio entre la proliferacion y muerte celular
modificando la homeostasis llevando por ultimo a la leucosis. Esta proteccion contra
la apoptosis parece ser adquirida temprano en el estadio asintomatico y persiste
durante las etapas de linfocitosis y linfosarcoma (Willems vy col., 2000). El rol de la
apoptosis en la LEB es muy diferente en bovino. Los niveles de apoptosis son
similares entre animales no infectados e infectados con VLB, indicando que la
homeostasis celular no se ve demasiado alterada en los estadios tempranos de la
infeccién. El Factor de Necrosis Tumoral a (FNT a) y sus receptores estarian
involucrados en la induccién y supresién de la apoptosis. Una hipdtesis postula que
durante las fases iniciales de la LEB los linfocitos B expresan mayor cantidad de
receptores FNT R1 (induccion) que de FNT R2 (supresion) por lo que al ser

estimulados con FNT q, se induce la apoptosis eliminando las células infectadas.
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Durante la etapa de linfocitosis persistente, los LB expresan mayor cantidad de FNT
R2 haciéndose menos propensas a la apoptosis inducida por FNT a (Willems y col.,

2000; Gillet y col., 2007).

I.LA.3b Respuesta inmune del hospedador

La transmision natural o iatrogénica pone en contacto a las células portadoras de
VLB con el sistema inmune del hospedador. Los procesos que se desencadenan
luego de la primo infeccion no estan completamente establecidos aun, de todos
modos la resultante del reconocimiento de células infectadas origina una fuerte

respuesta celular y humoral (Kabeya y col., 2001. Florins y col., 2007).

La respuesta celular innata se desencadena tempranamente a través las NK, NKT y
macrofagos aunque los linfocitos T yd, especialmente abundantes en el rumiante
(Pennimpede, 2004; Tizard, 2006), son responsables de la actividad citotoxica contra
células infectadas con VLB, aunque en menor medida también actuan los LT CD8+
citotoxicos. La fuerte respuesta humoral y citotdxica es inducida rapidamente
después de la primo infeccion. Sendas respuestas perduran y se amplifican a lo
largo de la vida del animal lo que sugiere, para algunos autores, que el sistema
inmune es constantemente estimulado por antigenos virales (Florins y col., 20073).
La seroconversidon se hace evidente entre la semana 3 a 11 post infeccién (Debacqy

col., 2004).

La infeccion viral se relaciona con la sobre-expresion de citoquinas asociadas a la
actividad celular, FNTa e INFy. Ambos con origen doble, durante la respuesta innata
a través de la activacion de los linfocitos de la inmunidad innata, células

naturalmente asesinas o natural killer (NK) y NKT, asi como macréfagos , y por los
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LT colaboradores (subpoblacidon Th1) y LT citotdxicos en la respuesta adaptativa

(Gillet y col. 2007).

Las citoquinas son polipéptidos biolégicamente activos que controlan, entre

otras cosas el crecimiento y diferenciacion de Linfocitos T y B. El afinado equilibrio
entre las citoquinas se ve notoriamente desregulado en diferentes estadios de la
LEB , este desorden contribuiria a la progresiéon de la enfermedad (Yakobson y col.
2000; Kabeya y col., 2001). Durante el periodo de linfocitosis los niveles de IL6 estan
significativamente elevados lo que favoreceria una fuerte disminucidbn de la
expresion de antigenos virales, contribuyendo con el largo periodo de latencia
(Meirom y col., 1997). La larga duracion de cada uno de los periodos de la
enfermedad sugiere que el VLB modula la respuesta inmune en su provecho
(Kabeya y col., 2001). Aunque, los datos sobre la dinamica de las citoquinas son
discutidos, algunos autores demostraron el aumento de ciertas citoquinas como L2
e INFy en animales positivos sin signos, como en animales con linfocitosis
persistente (LP), serian los responsables de retraso en la aparicion de este ultimo
periodo (Keefe y col., 1997; Yakobson y col. 2000). Otros afirman que la sintesis de
estas citoquinas estan disminuidas y que junto con la disminucion de otras
citoquinas como IL1, FNTa sintetizadas por los LT colaboradores se asocia a la
progresion de la infeccién por VLB (Altreuther y col., 2001; Amills y col., 2002). Las
funciones de TNF alfa en el curso de la infeccidn VLB no han sido plenamente
establecidas hasta el momento. Estudios han determinado que, tempranamente, en
la fase inicial de la infeccion aumenta la expresion del FNT a, contribuyendo a la
eliminacién de las células infectadas con VLB. También en esta etapa temprana de

infeccidén los linfocitos B particularmente expresan mayor cantidad de receptores
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para FNT a RI, que estan asociados a dominios de muerte, por lo tanto cuando la
célula es estimulada por FNT a, se induce la muerte por apoptosis con la
eliminacién de la célula infectada. Los mismos investigadores han determinado que
las células mononucleares de sangre periférica provenientes de animales infectados
con VLB que presentan linfocitosis persistente, expresan mucha mas cantidad del
receptor RIl para FNT a, que el receptor R, y la estimulacién con FNT a induciria la
proliferacion linfocitaria responsable del desarrollo de la leucosis (Kabeya y col.,
1999). De todos modos el rol de estas citoquinas durante la patogénesis de la

enfermedad sigue sin ser esclarecido en su totalidad.

Los estudios sobre la respuesta inmune, tanto humoral como celular, tuvieron su
auge en la década de los 90, época en que se investigaron diferentes clases de
vacunas para controlar esta enfermedad. Estos estudios postularon que la respuesta
inmune mediada por células contra el VLB contribuye a la supresién de la replicaciéon
y conduce a la demora de la progresién de la enfermedad (Kabeya y col., 2001). A
pesar que no es posible la deteccidn directa de antigenos virales en ningun estadio
de la enfermedad, el VLB genera una fuerte respuesta humoral sostenida en el
tiempo con altos niveles de anticuerpos citotdxicos (Burny y col., 1985; Heeney y
col.,, 1988). Como mencionamos anteriormente, algunos autores postulan que el
aumento de los niveles de anticuerpos parece ser estimulado por la persistencia del
virus y la replicaciéon, dando como resultado una respuesta humoral detectable

durante toda la vida del animal (Florins y col., 2007a).

Las proteinas estructurales p24 y gp51 son potentes inmundgenos y los anticuerpos
contra ellos pueden ser detectados en la mayoria de los animales infectados con el

VLB. En animales experimentalmente infectados los anticuerpos anti-gp51 parecen
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ser los primeros en aparecer y en titulos consistentemente mas altos que los
anticuerpos anti-p24 (Portelle y col., 1983; Gonzalez y col., 1999b.; Monti y col.,
2005). Otros autores encontraron que pruebas de alta sensibilidad son capaces de
detectar anticuerpos anti-p24 dias antes a la aparicion de anticuerpos anti-gp51 y en
igual o mayor titulo (Kittelberger y col., 1999; Gonzalez y col., 2001). El isotipo varia
segun el estadio de la enfermedad, en animales asintomaticos se han detectado
anticuerpos IgM e IgG1 anti p24 y gp51, mientras que la IgA aparece en animales

con linfoma (Heeney y col.,1988).

I.LA.4 SIGNOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad tiene 3 presentaciones dependiendo del grado de susceptibilidad del
hospedador y del tiempo transcurrido, su estado de resistencia inmune, factores

ambientales y la dosis infectante del virus (Burny y col, 1985; Monti 2005).

La mayoria de los bovinos infectados permanecen asintomaticos de por vida. Esta
etapa asintomatica se considera la primera etapa de la enfermedad y se caracteriza
por no manifestar signos clinicos y presentar anticuerpos especificos en sangre
contra los inmunogenos principales. Los animales que permanecen en este estadio

son portadores latentes de la infeccidn (Florins y col., 2008).

Aproximadamente un tercio de los infectados con VLB desarrollan linfocitosis
persistente (LP) como unico signo detectable. Esta etapa se caracteriza por el
aumento permanente y estable de LB constituyendo una etapa linfoproliferativa
benigna considerada, por algunos autores, una condicidén previa a la etapa tumoral

(Chamiso Pestana E.G., 2005). En los frotis de sangre periférica de estos animales
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se observo por primera vez (Panei C y col.,, 2013) imagenes compatibles con las
“sombras de Gumprecht” (Gumprecht shadows, en inglés) citadas por primera vez
en humanos por Gumprecht F. en 1896 (Macdonald D., 2003), comunes en
pacientes con leucemias linfocitica crénicas. Esta imagen hace referencia a
alteraciones protéica del citoesqueleto celular con la consiguiente perdida de
integridad y rigidez de la membrana celular dando lugar a la ruptura de las mismas

con la aparicién del citado hallazgo citolégico.

La proliferacion celular se debe a la expansién policlonal de los LB infectados y de
los no infectados, estos ultimos como respuesta al estimulo constante de antigenos
del VLB. Este aumento se traduce en un desbalance en la formula linfocitaria donde
los LB protagonizan un aumento del orden del 40 al 90% (Gillet y col., 2007). La
mayoria de los linfocitos infectados mantienen su morfologia normal aunque se ha
reportado cambios en el tamano, aumento del numero de moléculas de superficie
como IgM y CMH tipo Il (Chamiso Pestana, 2005; Florins y col., 2007b), lo cual se

asociaria a alteraciones descriptas anteriormente (Panei C., y col., 2013).

El desarrollo de tumores es un evento poco comun en bovinos ya que menos del 5%
de los animales infectados desarrollaran leucemia, linfosarcoma y/o linfoma. No
obstante, entre el 10 y 30% de los animales con LP desarrollan tumores. Los signos
generales del linfosarcoma tienen un inicio insidioso con disminucion de la
produccion acompanado de deterioro progresivo del estado fisico que lleva a la
muerte del individuo. En un 5-10% de los casos se manifiestan como hiperagudos

con la muerte del animal como unico signo (Burny y col. 1985).
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El linfosarcoma es el resultado de la proliferaciéon y acumulacion local de linfocitos B
en diferentes tejidos como bazo, abomaso, corazon, rifones, piel y pulmones entre

otros (Chamizo Pestana, 2005).

La hipertrofia de los nddulos linfaticos representa el 75 al 90% de los casos. Se
presenta en ganglios superficiales pero es mas frecuente la afeccion de érganos
linfaticos viscerales como por ejemplo iliacos, mesentéricos, intratoraxicos. Estos
animales asi afectados no presentan signos salvo que los tumores estén interfiriendo

con la funcién de otro é6rgano (Fig.: .A.6).

Fig.: .LA.6: Tumor inducido por VLB (Florins A., 2007a).

I.LA.5 DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de la LEB se cuenta con métodos directos e indirectos. Dado

que es una entidad con gran variedad de signos, la combinacion de métodos
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diagndsticos dependera del estadio de la enfermedad en el que se encuentre el

animal, asi como de factores sefialados en la historia del plantel.

Métodos directos

Los métodos directos que revelan la presencia de signos compatibles con la LEB
son los examenes clinicos, histopatologicos y hematoldgicos. Los hallazgos clinicos
tipicos causados por el VLB deben diferenciarse de la clinica de tuberculosis,

paratuberculosis y actinobacilosis.

El aislamiento viral constituye el método directo por excelencia. En el caso de VLB la
deteccidn del virus por aislamiento no es un método de rutina ya que los niveles de
expresion viral son bajos y la propagacién del virus resulta dificil de lograr. Por esto y
para su aislamiento es necesario co-cultivar los linfocitos del animal sospechado con
otras células de oveja para poder observar el efecto citopatogénico tipico de esta

enfermedad (sincitios) (Kittelberger y col., 1999; Kuckleburg y col., 2003).

Los métodos directos moleculares basados en la técnica PCR detectan ADN proviral

y dependiendo de la muestra, tienen alta concordancia con datos serologicos.

Desde los intentos preliminares en la puesta a punto de la técnica de PCR simple
(Marsolais y col., 1994, Trono y col., 2001) y el desarrollo de sus diferentes variantes
como duplex PCR (Martin y col., 2001, Mohammadabadi y col., 2011) PCR-RFLP
(restriction fragment length Polymorphism) (Felmer y col., 2006), RT-PCR y nested
PCR (Kuckleburg y col., 2003; Heenemann y col., 2012) y BLV CoCoMo gPCR
(Jimba y col, 2010) el objetivo del disefio no fue sustituir otros métodos
diagndsticos, sino constituirlos como complemento util para la deteccion temprana

de la LEB. La técnica de PCR es el método directo de eleccion para diferenciar
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infeccidn de la transferencia pasiva de anticuerpos maternales en bovinos menores
de 6 meses y para corroborar infeccion en carcasas de matadero donde otras
muestras son dificiles de recolectar (Kuckleburg y col., 2003; Felmer y col, 2006;

Teifke y col., 2008).

Métodos indirectos

Para identificar y confirmar animales infectados por VLB, en cualquiera de sus
presentaciones (portador asintomatico, linfocitosis persistente o forma tumoral), se

necesitan pruebas serolégicas (Merk& Co., 2009).

Al momento de realizar una prueba serologica se debe tener en cuenta la presencia
de anticuerpos maternales en terneros menores de 6 meses que hayan calostrado
de hembras infectadas. En las hembras gestantes la disminucion fisioldgica de la
concentracion sérica de inmunoglobulinas durante los 15 dias previos al parto
(Pennimpede E.F.F., 2004; Tizard |L.R., 2009) lleva a un diagnostico erréneo.
Trabajos especificos en LEB demostraron que las hembras gestantes y en periodo
de lactancia, lapso comprendido entre el ultimo mes de gestacién y 2 a 3 meses
postparto, tienen una disminucidon de la concentracion de anticuerpos especificos

(Burridge y col., 1982; Rama y col. 2012).

Por ultimo es primordial relacionar las caracteristicas operativas, como sensibilidad y
especificidad, de las diferentes pruebas seroldgicas con la prevalencia vigente de la

enfermedad.

Desde la década de los 70 se han desarrollado diferentes métodos
serodiagnosticos para LEB tales como inmunofluorescencia indirecta (Ferrer y

col.,1975), contrainmunoelectroforesis (Poli y col., 1980), fijacidn de complemento
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(Miller y Van der Maaten y col., 1974), radioinmunoensayo (Levy y col.,1977), que no
han logrado resultados ventajosos debido a sus caracteristicas operativas,
requerimiento de equipamiento especial, manipulacion de elementos radiactivos y no
muy adecuados para su implementacidn como pruebas tamiz para procesar gran

numero de muestras al mismo tiempo.

La virusneutralizacion se basa en la habilidad de los anticuerpos en inhibir los
efectos citopaticos del VLB en cultivos celulares. Esta prueba incluye algunas
variantes como la inhibicién de sincitios y el test de la policariositosis temprana
(Monti G., 2005), aunque las mismas no son pruebas utilizadas de rutina para el

diagndstico.

La prueba de DIDA para la deteccion de animales infectados con VLB, desarrollada
en la década de los 70, fue el primer método seroldgico aceptado por la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE) (Miller y col., 1977; Simard y col., 2000) y la prueba
oficialmente reconocida por el SENASA para la certificacibn de rodeos libres
(resolucion 337/94) y la exportacion de ganado en pie (De La Sota M., 2004). La
DIDA detecta principalmente anticuerpos anti-gp51 (Monti y col.,, 2005). Es una
prueba de alta especificidad, de bajo costo, rapida y facil de realizar, pero cuyas
desventajas mayores son la baja sensibilidad, tiempo requerido para la lectura e
interpretacién de resultados (48-72hs) y la incapacidad de detectar anticuerpos en
leche (Simard y col., 2000; OIE, 2004). Los antigenos utilizados para esta prueba
son tanto antigeno crudo proveniente de lineas celulares FLK persistentemente
infectado con VLB, como asi también antigenos recombinates (Seong In Lim y col.,
2009). La sensibilidad analitica de la prueba esta en el orden de 30 ug/ ml, que

indica cantidad de reactante necesaria para ser detectado por esta prueba
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(Pennimpede E.F.F., 2004 y Gomez-Lucia E., 2007). Esta caracteristica operativa
podria ser la responsable de la baja sensibilidad epidemioldgica de la prueba. Para
un mismo tipo de antigeno, cuyo protocolo de obtencion se basa en una purificacion
estandar basica, diferentes autores arrojan valores de sensibilidad tales como 67% -
79.7% - 86% y una especificidad del 92% - 99% - 100% (Trono y col., 2001; Seong
In Lim y col., 2009; Martin y col., 2001 respectivamente). Mas especificamente y
tomando como referencia estandar una prueba inmunoenziméatica sobre membrana,
Choi y col, 2002, determin6, comparado con western blot para comprobar la
presencia de anticuerpos anti-p24, que la técnica de DIDA obtuvo una sensibilidad
del 61% y especificidad del 98% y en el western blot para gp51 la sensibilidad y

especificidad fueron del 87% y 78% respectivamente.

Las pruebas primarias, como el ELISA, son de eleccion para el diagnéstico
seroldgico dada su alta sensibilidad (detectan 0.0005 ug/ml de reactante), su facil
realizacidon y lectura objetiva, con la ventaja de poder procesar simultaneamente un

gran numero de muestras (Pennimpede E.F.F., 2004 y Gomez-Lucia E., 2007).

A finales de la década de los 70 y principios de los ‘80 se empiezan a desarrollar
las pruebas de ELISA para el diagndstico de LEB. Desde entonces se han disefiado
diferentes tipos de tests de ELISA para determinar la presencia de anticuerpos anti-

VLB.

Se han disefado ELISAs indirectos, Poli y col.,, 1981 como Gielkens y col.,1981,
utilizaron antigeno nativo parcialmente purificado correspondiente a la gp 51, el cual
fue adsorbido directamente en la placa. El inconveniente observado en este tipo de

ELISA indirecto, fueron los altos valores de background asociados principalmente a
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contaminantes no virales producto de la preparaciéon del antigeno de VLB a partir de
cultivo celular el cual constituye una mezcla de antigenos virales y restos de cultivo
celular (Nguyen y col., 1993). Para resolver este inconveniente, evitar la necesidad
de purificar la proteina inmunogénica y mejorar la performance del ELISA se
desarrollaron una serie de ELISAs de captura. En estos sistemas de captura se
adsorben anticuerpos monoclonales anti-gp51 para adsorber de forma indirecta y
especifica la glicoproteina que esta formando parte de la mezcla de antigenos de la
preparacién viral no purificada (Portetelle y col.,1983; Nguyen y col., 1993). Otros
autores para aumentar la especificidad del ELISA de captura, utilizaron como
conjugado anticuerpo monoclonal anti-lgG1 marcado (Florent y col.,1988). También
se desarrollaron ELISAs donde se adsorbe antigeno crudo purificado obtenido por

centrifugacion/precipitacion (Gonzalez y col. 1999; Trono y col. 2001).

Se desarrollaron ELISAs de competencia o bloqueo donde la glicoproteina gp51 es
adsorbida a la placa por la presencia de anticuerpo monoclonal anti-gp51 (Knapen 'y
col., 1994; Portetelle y col.,1989) o por suero policlonal especifico (Gutierrez y col.,
2001; Monti y col., 2005) y la fase de competencia se lleva a cabo utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-gp51 en todos los casos. También se ha desarrollado un
ELISA indirecto que utiliza como antigeno diagnostico gp51 recombinante producida

en sistemas de expresion de baculovirus (Russo y col., 1998; Giuseppe y col., 2004).

Las técnicas de ELISA para detectar anticuerpos anti-gp51 han sido disefiadas para
ser utilizadas con muestras individuales o pool, tanto de suero como de leche (Bruck
y col., 1984; Portetelle y col., 1983; Florent y col.,1988; Knapen y col., 1994; Nguyen

Vy col., 1993; Gonzalez y col. 2006). Asi mismo se han desarrollado adaptaciones
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de ELISA sobre membrana, dot blot y western blot para gp51 y p24 (Walker y col.,

1987; Llames y col., 1999; Gonzalez y col. 1999b).

Las caracteristicas operativas de los ELISAs indirectos para determinar la presencia
de anticuerpos anti-gp51 son muy buenas con respecto a la técnica de DIDA. La
sensibilidad estan en el orden del 97% y la especificidad del 98% (Trono y col.,

2001; Olechnowitz y col., 1990; Gonzalez y col., 2007)

También se desarrollaron varios ELISAs para determinar infeccion por VLB por la
presencia de anticuerpos anti-p24 tanto en leche como en suero. Los primeros
ELISAs fueron de captura a partir de la utilizacion de anticuerpos monoclonales para
adsorber indirectamente la proteina p24 partiendo de preparaciones antigénicas
crudas preparadas a partir de cultivo de FLK-VLB (De Boer y col., 1987; Kittelberger
y col., 1999; . Rodak y col,. 1997), algunos utilizaron anticuerpo monoclonal como

conjugado (De Boer y col., 1989).

Una vez desarrolladas las técnicas moleculares para la produccion de proteinas
recombinantes se utilizaron sistemas bacterianos para la produccién de la proteina
p24 (Juliarena y col., 2007; Gutierrez y col., 2009) y nuestro grupo de trabajo produjo
proteina p24 recombinante en sistema de expresion de baculovirus para su

utilizacién en diagnéstico (Larsen y col., 2013).

La prueba de western blot tambien fue probada como técnica diagndstica tanto con
antigeno crudo (Kittelberger y col., 1996) como con proteina recombinante producida

en sistema bacteriano (Bicka y col., 2001).
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Por ultimo también se desarrollé un ELISA directo de captura para determinar la
presencia de la proteina p24 en cultivos tempranos de células mononucleares de

sangre periférica (van der Heuvel y col., 2003).

Las pruebas mas utilizadas actualmente son la doble inmunodifusién en gel de agar
(DIDA) y ELISA (enzime linked inmunosorbent assay) (Gielkens y col.,1981; Poli y
col., 1981; Gauthier y col., 1982; Bruck y col., 1984; Simad y col., 2000; Gonzalez y

col., 2001; Trono y col., 2001; Monti y col., 2005).

Hasta el momento no hay publicaciones que describan el desarrollo de un ELISA
que contenga como antigeno diagnostico la mezcla de las dos proteinas

recombinantes y mas inmunogénicas del virus, p24 y gp51.

En comparacién con el DIDA, la prueba de ELISA provee resultados objetivos, tiene
la ventaja de ser altamente sensible y especifica, tener alta reproducibilidad, como
asi también es una prueba rpida y sencilla de realizar (Simad C. y col., 2000;

Gonzalez E.T. y col., 2001).

ILA.6  CONTROL Y ERRADICACION

En varios paises europeos se han llevado a cabo programas de control vy
erradicacion que establecen las pruebas diagndsticas, su frecuencia y eliminacién de
los reactores. Estos planes tienen especial éxito en paises con baja prevalencia o
donde el estado compensa la eliminacién de los reactores (Merck 2009). En nuestro

pais se ha implementado un sistema voluntario de erradicacion de la LEB
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(resolucion N° 337/94 SENASA), que establece las normas y procedimientos para la
certificacidon de establecimientos libres de leucosis (SENASA 2006). En primera
instancia se debe hacer el diagndstico de la situacion inicial por medio de DIDA a
todos los animales del rodeo mayores de 6 meses. De esta manera se puede
clasificar el rodeo en "libre" o "infectado". Para mantener a los rodeos en la categoria
‘libre” se deberan realizar seguimientos seroldégicos anuales a modo de
recertificacion y mantener un estricto control en las medidas higiénico-sanitarias
cuando conviven animales positivos y negativos a la enfermedad y control sobre

ingreso de animales para minimizar los riegos de contagio (De la Sota M., 2004).

En el caso de pertenecer a la categoria infectado, los rodeos son clasificados segun

la prevalencia de infeccion en:

1- Clase A: rodeos con 1 a 15 % de reactores.

2- Clase B: rodeos con 15 a 30 % de reactores.

3- Clase C: rodeos con mayor de 30 % de reactores.

La metodologia a seguir para el control y la erradicacién dependera de: la edad de
los animales afectados, el porcentaje de animales infectados en el rodeo, la
infraestructura del establecimiento, las practicas de manejo y las posibilidades

econdmicas del productor (De la Sota, 2004).

Existen varios métodos de control y erradicacion para esta enfermedad. Todos
surgen de la interrelacién entre el profundo entendimiento de la patogenia de la

enfermedad, el contexto socioeconémico y el compromiso estatal y privado.
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Para implementar un plan de control y erradicacion para la LEB hay varios factores a
tener en cuenta. La erradicacidon se puede llevar a delante poniendo en practicas 3
estrategias basicas que van de la mas drastica, eliminacion del animal positivo a
VLB, pasando a las menos radicales como segregacion o0 manejo de los animales

positivos a VLB (Rodriguez y col. 2011).

La primera, eliminacion de los animales positivos, es una estrategia, que a pesar
de ser muy efectiva, como se comprobd en Europa Occidental (Deren y col., 2003;
Acaite, 2007), tiene varias desventajas que la hacen inaplicable en paises en vias de
desarrollo o subdesarrollados con altas prevalencias (Nuotio y col. 2003). Una vez
diagnosticados como animales positivos a VLB, ya sea por métodos directos (PCR)
o indirectos (serologia o signos clinicos) o combinacion de algunos, se debe

proceder a la inmediata remocidn de los casos positivos con destino al sacrificio.

La alta prevalencia en paises donde la gran limitante es econémica, no es viable
implementar planes de erradicacion que contemplen una compensacién monetaria
estatal que subsidie la pérdida de animales reactores. En nuestro pais esta es una
estrategia que podria implementarse en rodeos clase A, con prevalencia menor al
10%. Complementariamente a las estrictas medidas de manejo higiénico-sanitarias,
se debe realizar diagnéstico seroldgico cada 3 meses para eliminar a los reactores.
Una vez que todos los animales del rodeo tengan dos diagndsticos negativos
consecutivos, el establecimiento podra declararse libre de leucosis, a partir de lo
cual se realizara un control anual. Todos los bovinos que se incorporen deben ser
serolégicamente negativos y se mantendran aislados del resto durante 3 meses. Si
al cabo de este periodo se confiman serologicamente negativos podran

incorporarse al rodeo (De la Sota M., 2004).
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Otra desventaja a tener en cuenta es la pérdida del potencial genético y reproductivo
de los animales eliminados. Sin embargo, esta estrategia puede ser considerada en
situacion de cabana de pedigri que tienen una elevado potencial genético, asi como
para atender las exigencias internacionales para la exportacion a paises libres de
LEB (Rodriguez y col. 2011). Finalmente para que esta estrategia tenga éxito el
compromiso estatal debe ser fuerte y sostenido en el tiempo, apoyado en el
subsidio, ya que de lo contrario estas politicas fallan como se ha podido comprobar

en paises con USA, Canada, Japdn y en nuestro pais (Rodriguez y col. 2011).

La segunda estrategia de control implica la segregacion de animales positivos a LEB
con el objetivo de reducir los costos del sacrificio de los animales infectados
(Ruppanner y col.1983). La correcta clasificacion de los animales infectados y
animales sanos, es clave para esta estrategia, ya que se deben implementar el
confinamiento en rebanos de animales seropositivos y seronegativos, estrictamente
separados. Debe tenerse en cuenta el manejo por separado y de forma
independiente y secuencial, de los 2 rodeos, con énfasis en la correcta desinfeccion
de los equipos y herramientas no descartables de uso comun. La ventaja de esta
estrategia es la reduccién del costo que implica la eliminacién de reactores vy
reposicién de animales negativos. A pesar que solo una rigurosa implementacion
asegura el éxito, existen ejemplos de saneamiento con reduccidon de prevalencia a
erradicacidon de la enfermedad (Shettigara y col., 1986; Shettigara y col., 1989). La
gran desventaja es el desafio que supone el manejo de dos rodeos en simultaneo; la
necesidad de disponer de mayor espacio; que debe hacer frente al constante riesgo
de reintroduccién de animales infectados y el tiempo que puede insumir llegar a los

objetivos impuestos, siendo mucho mas lenta que la primer estrategia de eliminacién
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de reactores. Las estrategias de eliminacion y segregacion de animales infectados
requieren la correcta y periddica identificacion de los animales infectados. El
diagnostico pasd por varias etapas en funcion de las pruebas disponibles y
aprobadas por los organismos de regulacién oficial. Actualmente se utilizan la
técnica de AGID o ELISA de rutina como pruebas oficiales para programas
nacionales o para el comercio internacional (OIE, 2008; resolucién N° 337/94

SENASA).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la presencia de anticuerpos anti-VLB no
implica necesariamente que los animales estén infectados y viceversa. Es el caso de
resultados falsos negativos durante el periodo de latencia de la LEB, asi como falsos
positivos en aquellos terneros no infectados que hayan calostrado y tengan
anticuerpos anti-VLB debido a los anticuerpos maternales (OIE, 2008; Lassauzet y
col.,, 1991). En este ultimo caso el diagnostico por PCR es una alternativa al
diagnéstico seroldgico (Jimba y col., 2010). Se ha determinado que la carga proviral
(CPV) en sangre periférica es un marcador predictivo de riesgo de transmision de la
LEB. Por lo tanto, la CPV se puede utilizar como criterio para discriminar y eliminar o
segregar animales altamente infecciosos (Juliarena y col.,, 2007). Gutierrez y col.,
propusieron que el ELISA-p24 recombinante que desarrollaron tiene correlacion con
la CPV, siendo esta prueba diagndstica una herramienta muy util para implementar
en este método de control por segregacidén de animales positivos a LEB (Gutierrez y

col. 2012).

Juliarena y col. 2007 proponen una variante de la estrategia de segregacién y
eliminacién aplicando los criterios de seleccion genética. Como primer medida se

clasifican a los animales infectados en 2 perfiles de infeccion: 1) el perfil
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caracterizado por tener alta carga proviral (ACP) y altos titulos de anticuerpos contra
el VLB, convirtiéndolos en animales con mayor potencial infeccioso y 2) el perfil
caracterizado por presentar una baja carga proviral (BCP) y bajos titulos de
anticuerpos, que representan a los animales con menor riesgo de transmitir la
enfermedad. El estudio de los factores determinantes de un perfil u otro, indica que
hay asociacion altamente significativa entre estos perfiles de infeccion y el
polimorfismo del gen BoLA DRB3.2. La seleccion genética representa una excelente
herramienta para aplicar cuando se decide comenzar un emprendimiento tambero.
La aplicacién de la seleccidn genética en un rodeo establecido se basa en la
eleccion de animales de reemplazo que lleven el marcador de resistencia. En la
Fase 1 se reemplazan animales con perfil ACP por animales portadores del alelo de
resistencia y en la Fase 2 se reemplazan a los animales de perfil BCP que aun
queden, por animales libres de VLB. La posibilidad que los animales libres se
infecten por contacto con animales BCP es muy remota si se tiene en cuenta las
medidas higiénico-sanitarias béasicas de manejo. Una vez que hayan dado dos
examenes serologicos negativos consecutivos con intervalo de 2 o 3 meses, el

rodeo es declarado libre de infeccion por el VLB (Juliarena M.A., 2008).

La estrategia que propone al manejo como unica herramienta de gestion correctiva
para saneamiento de un rodeo, tiene como objetivo limitar la transferencia de células
infectadas con VLB presentes en la sangre, la leche, secreciones, jeringas o
instrumentos quirdrgicos. Las siguientes son practicas veterinarias basicas vy
esenciales para evitar la transmision iatrogénica del agente e indispensables para
implementar un plan de saneamiento basado exclusivamente en el manejo : ()

Eliminar la practica de reutilizacion de agujas y jeringas durante la vacunacion y/o
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protocolos terapéuticos; (Il) Utilizacidbn de guantes descartables en las maniobras

obstétricas; (lll) utilizacibn de material descartable (0 al menos la limpieza y

desinfeccidén o esterilizacién del material reutilizable e instrumentos quirdrgicos) en

maniobras que

impliqguen sangrado como descorne,

tatuajes,

cauterizacion,

castracion o colocacién de caravana; (1V) utilizar calostro o leche entera de vacas no

infectadas para alimentacién en guacheras, utilizacién de calostro pasteurizado de

vacas infectadas con BLV o sustituto de la leche; (V) la eliminacién de insectos,

particularmente en las zonas rurales densamente pobladas (zonas de ordefie,

graneros) con el fin de minimizar la transmisién potencial entre animales a través de

vectores; (VIl) realizar inseminacion natural y / o artificial y transferencia de

embriones a partir de animales libres de VLB. (Cuadro n° |.A.1)

ESTRATEGIA

BASES DEL
PROGRAMA DE
CONTROL

VENTAJAS

DESVENTAJAS

ELIMINACION DE
REACTORES

° Correcta
identificacion de
animales reactores a
VLB y sacrificio

eMétodo de
eficacia
comprobada

e Se requiere un
minimo de
inversion en

instalaciones
e La condicién
de libre a VLB

puede lograrse
en un periodo de
tiempo

relativamente
corto

e Se requiere politicas

de compensacion
estatal para cumplir el
objetivo .
Requiere vigilancia
permanente .
Estrategia

impracticable en

funciéon de los niveles
iniciales de prevalencia
y costos prohibitivos.

SEPARACION DE
REACTORES

e Detectar ganado
reactor y no reactor a
VLB y aislar en
rebafiosseparados

e Manejo por
separado de
Animales infectados y
no Infectados en el
mismo
establecimiento

e No necesita
reemplazo por
sacrificio de

reactores a VLB

° Necesidades
estructurales y
operativas para la

estricta separacién de
animales reactores de
no reactores °
Aumenta los costos
debido a la duplicacién
de instalaciones y
equipamiento.

e Requiere Vvigilancia

M.V. Alejandra Larsen



43

permanente

° Necesidad de
compromiso a largo
plazo para lograr los
objetivos del programa

MANEJO e Toma de medidas | e Rentable | o Muy laborioso
de Dbioseguridad y | e No necesita | ® Requiere estricto
gestion para | reemplazo por | apego a las rigurosas
minimizar la | sacrificio de | medidasimplementadas
exposicion de los | reactores a VLB | o Necesidad de
animales al VLB e Sblo requiere | compromiso a largo

un  minimo de | plazo para lograr los
inversion en | objetivos del programa
instalaciones e Susceptible a factor

humano y ambiental.

Cuadro n° I.A.1: Cuadro sinéptico de las 3 estrategias de eliminacién de reactores a VLB (adaptado a partir de

Gurierrez y col., 2011)

Estas medidas deben ser apuntaladas con medidas de prevencion del reingreso del
agente al rodeo. Por lo tanto se debe evitar la introduccidon de
animales infectados realizando pruebas diagndsticas y poniendo a los animales en
cuarentena, implementar la separacién de animales segun edad y minimizar los
movimientos de los rodeos. Utilizar jaulas individuales para terneros recién nacidos y

limitar el acceso a los visitantes del exterior.

Las ventajas de la estrategia de saneamiento por manejo es la rentabilidad, no hay
descapitalizacion por eliminaciéon del ganado, no se requiere inversion en

instalaciones ni en diagnostico periodico de los animales.

La gran desventaja radica en que este es un programa muy laborioso y supeditado
al medio ambiente y variables humanas. Por esto el compromiso con el programa

debe tomarse a largo plazo y ser estrictos en su aplicacién.
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ILA.7 INMUNOPROFILAXIS

La transferencia pasiva de la inmunidad en la LEB esta dada por los anticuerpos
maternales que adquieren los terneros a través del calostro de madres portadoras
del virus. Estos anticuerpos son predominantemente anti-gp51 y brindaria la
proteccion durante los primeros meses de vida desempefando la funcion de primera

barrera contra la infeccidon (Mammerickx M., 1980).

En la década de los 80 se investigd el desarrollo de vacunas inactivadas a partir de
lineas celulares persistentemente infectadas. Estas vacunas inducen una fuerte
respuesta humoral neutralizante que frente a desafios con altas dosis no protegian a
los animales vacunados (Miller y col., 1983; Fukuyama y col., 1993). En la misma
época se enfocaron esfuerzos en desarrollar vacunas a base de extractos celulares
de tumores de animales infectados con VLB con las que tampoco se logrd
proteccidn y tenian el riesgo adicional de ser potencialmente infectantes (Gutierrez y
col., 2011). También se investigaron vacunas a subunidades, las proteinas
inmunogénicas purificadas utilizadas fueron gp51 y p24, con y sin adyuvante. Estas
vacunas solo dan respuesta humoral que resulté insuficiente para lograr proteccion

(Onuma y col., 1984; Burkhardt y col.,1989; Merza y col.,1991).

El vector Virus vaccinia recombinante (VVR) se utilizd como vehiculo para la
inmunizacion contra BLV en varias experiencias. En un ensayo con VVR que solo
incluia el gen para la proteina gp51 no se generd respuesta inmune ni protecciéon
contra VLB ni en ovejas, ni conejos (Portetelle y col. 1991; Kumar y col. 1990). Sin
embargo el VVR que contiene el gen env completo (VVR-env) que codifica tanto la

glicoproteina gp51 como gp30 produce una fuerte respuesta humoral neutralizante
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en conejos y ovejas (Portetelle y col., 1991; Gatei y col., 1993; Kumar y col., 1990).
Por el contrario en experiencia similares empleando VVR-env, no se detectaron
anticuerpos neutralizantes especificos y sélo confiridé una proteccion parcial en
ovejas después del desafio (Ohishi y col.,1991). Igualmente en este y otros trabajos
se redujo la carga proviral de VLB en los animales vacunados, efecto relacionado
con una respuesta inmune eficiente mediada por linfocitos T colaboradores Tipo1 y
citotdéxicos. Desafortunadamente estas vacunas a VVR-env como también vacunas
que contienen tanto los genes env como pol y gag, no dieron resultados

satisfactorios en bovino (Gutierrez y col., 2011; Ohishi y col., 1992).

Se ensayaron asimismo, vacunas basadas en péptidos sintéticos, monovalentes,
polivalentes, con o sin adyuvantes. Algunas produjeron buenas respuestas
humorales y celulares, pero todas fallaron en dar proteccién (Callebaut y col., 1994;
Ohishi y col., 1992; Mateo y col., 2001). Segun Gutierrez y col., 2011, las vacunas
basadas en péptidos sintéticos mostraron bajo rendimiento, posiblemente debido a
la perdida de la estructura estereoquimica nativa de los epitopes. Asimismo las
vacunas a ADN no dieron resultados satisfactorios ya que no generaron proteccion

inmune alguna (Usui y col.,2003; Van den Broeke y col.,2010).

Todas las vacunas mencionadas no lograron inducir en los animales una respuesta
protectiva, debido a una estimulacion insuficiente o la generacion de una respuesta
inmune de corta duracidn. A pesar de los riesgos de reversion y la integracion
permanente del genoma viral, se han investigado vacunas atenuadas mutantes,
deleteadas o retrovirus hibridos en distintos modelos de animales de laboratorio
(Willems y col., 1993; Boris-Lawrie y col., 1995; Boris-Lawrie y col., 1997; Florins y

col. 2007a). Estas vacunas no fueron exitosas en inducir una respuesta inmune
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protectora. Para este fin los esfuerzos en el desarrollo de vacunas se centraron en el
disefio de provirus atenuados para una infeccidn competitiva, basandose en la
conservacion de los factores virales como fuente permanente de estimulo del

sistema inmune.

También se crearon virus hibridos que contenian los genes gag-pol y env de VLB y
los genes regulatorios del retrovirus simple, el virus de la necrosis esplénica, el cual
pudo replicar in vitro y fue infeccioso e inmunogénico en ratas y conejos. (Boris-
Lawrie y Temin, 1995 ; Boris-Lawrie y col., 1997). También se trabajé en virus del
VLB deleteados a los que se le sustrajeron genes no relacionados con la infeccidn
pero necesarios para la correcta replicacion (Willems y col., 1993; Willems y col.,

2000; Willems y col.,1997).

Las cepas vacunales mutantes que dieron buenos resultados preliminares son
pBLV6073 y pBLVDX, ya que fueron capaces de ser infectantes, reproducirse a
niveles bajos y suscitar una respuesta inmune semejante al VLB de campo. Estas
vacunas confirieron proteccion a largo plazo en ovinos y bovinos frente al desafio
con la cepa wild type de LEB (Kerkhofs y col., 2000; Reichert y col., 2000). Algunos
de los objetivos de este tipo de vacuna es lograr que interfiera con el ciclo viral y
propagacion del virus de campo en rebafios de vacas infectadas, que se reduzca el
numero de células VLB positivas en leche para disminuir la eficiencia de la
transmision del virus a los terneros. Estos terneros estarian protegidos por la
trasferencia pasiva de la inmunidad. Actualmente se llevan a cabo ensayos de
desafio en animales estabulados en los cuales se pudo constatar en forma
preliminar que la cepa vacunal no fue transmitida a la descendencia (Trono K.,

2013). Una desventaja que supone este tipo de vacunas es la reversion a la
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patogenicidad. Conceptualmente, esta reversidn sélo seria posible mediante
recombinacién con otra cepa de VLB. Dado que en areas endémicas la gran
mayoria de los bovinos estan infectados, el riesgo es que una fraccién de los
animales vacunados se infecte con un virus de tipo salvaje, proceso que ocurre
frecuentemente. Hasta ahora no se determinaron recombinaciones de virus de
campo y cepas atenuadas, aun en condiciones forzadas (Kerkhofs y col.,2000;
Reichert y col., 2000). Existen ensayos en curso con el objetivo de evaluar la eficacia
y seguridad de esta estrategia de infeccion competitiva en condiciones reales a

campo. Hasta al momento no existen vacunas comerciales contra VLB.
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LB FUNDAMENTOS DE LA ELECCION DEL TEMA.

En la Leucosis Enzotica Bovina, mas del 60% de los animales infectados se
transforman en portadores asintomaticos de por vida y solo podran ser detectados a
través del empleo de pruebas inmunodiagnosticas indirectas y/o técnicas mas

sofisticadas y onerosas como las técnicas moleculares (PCR).

Para demostrar la presencia de anticuerpos especificos, la utilizacion en conjunto de
las dos proteinas mas inmunogénicas del virus de la LEB (p24 y gp51) como
antigeno de una prueba inmunoenzimatica como el ELISA indirecto seria de gran
utilidad en el diagnostico de la enfermedad. El empleo de técnicas de produccion de
proteinas recombinantes son, en la actualidad, de gran utilidad para desarrollar
técnicas que cuenten con antigenos diagnésticos de mayor calidad. Estos antigenos
podrian incrementar las caracteristicas operativas de las pruebas, sensibilidad y
especificidad, las cuales al ser incluidas en una secuencia diagndstica, podrian ser

empleadas para estrategias de control y erradicacion de la enfermedad.

Unas de las pruebas aprobadas por la OIE y el SENASA para el diagndstico de LEB

es el ELISA indirecto. Los ELISAs aprobados detectan unicamente anticuerpos anti

gp51.

La produccién de las proteinas antigénicas p24 y gp51 por métodos convencionales
a partir de cultivo celular de FLK persistentemente infectadas con VLB es laboriosa,
de alto costo y de bajo rendimiento. Los antigenos resultantes son poco purificados
e insuficiente en cantidad, si se los compara con las nuevas tecnologias de ADN

recombinante.

M.V. Alejandra Larsen



49

En este estudio, la inclusién de la proteina p24 como antigeno diagnostico en una
prueba de ELISA, se fundamenta en las publicaciones que sustentan el desarrollo de
la respuesta inmune contra la proteina p24 del VLB (Gauthier y col., 1982; Molly y
col., 1990; Kittelberger y col., 1999; Gonzalez y col., 2001), donde los anticuerpos
anti-p24 no serian detectados por los métodos oficiales de diagndstico de rutina
como el DIDA o kits comerciales de ELISA. Se ha reportado que en animales
experimental y naturalmente infectados con el VLB la respuesta humoral se
caracteriza por la aparicién temprana de anticuerpos anti-gp51 (Bex y col., 1979;
Mammerickx y col.,, 1980). Sin embargo y en contraposicion a lo expresado
precedentemente, hay autores que determinaron en animales experimentalmente
infectados, la respuesta humoral contra la proteina p24 antecede a la gp51 (Gauthier
y col, 1982; Molly y col., 1990, Gonzalez y col., 2001). Otras experiencias
comprobaron que la respuesta anti-p24 en animales naturalmente infectados
desarrolla altos titulos y en ocasiones es exclusiva (Kittelberger y col., 1999) y

persistentes en el tiempo.

Contar con p24 recombinante para la deteccién de anticuerpos anti-p24 podria ser
de especial utilidad, como antigeno diagndstico para una prueba confirmatoria
futura, en campanas de erradicacién avanzadas donde es mas probable la aparicion
de reactores falsos positivos a pruebas que utilicen solo la gp51 como antigeno

diagnostico (Kittelberger y col., 1999).

Otra utilidad esta asociada a que muchas de las vacunas que se han probado a la
fecha, estdan basadas en la utilizacibn de la glicoproteina gp51como unico

inmundgeno, por lo tanto contar con pruebas especificas que detecten anticuerpos

M.V. Alejandra Larsen



50

anti-24 constituirian una herramienta capaz de discriminar entre animales infectados

y vacunados (Daniel R.C.W., 1993; Kittelberger R., 1999; Kerkhofs P., 2000).

La prueba de ELISA indirecto, ampliamente utilizada para el diagndstico seroldgico,
representa una buena alternativa a la prueba de referencia y oficial como lo es el
DIDA, no solo por su mejores valores de performance intrinsecos (sensibilidad y
especificidad) sino también rapidez y objetividad. Hasta ahora no se ha descripto un
ELISA indirecto que incluya las 2 proteinas inmunogénicas mas importantes (gp51 y

p24).
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I.C. HIPOTESIS DE TRABAJO.

La produccidén por métodos recombinantes de las proteinas mas inmunogénicas del
VLB, p24 y gp51, y su utilizacién en forma conjunta como antigeno diagnostico nos
permite desarrollar una prueba de ELISA indirecto que es capaz de detectar

eficientemente los anticuerpos especificos contra la LEB.

I.D. OBJETIVOS.

I.D.a Objetivo general.

1) Producir las proteinas inmunogénicas del VLB, p24 y gp51, en forma
recombinante empleando una tecnologia biomolecular adecuada para cada una de

ellas.

2) Desarrollar un ELISA indirecto que contenga ambas proteinas, para ser utilizado

en el diagnéstico de la enfermedad.

I.D.b  Objetivos especificos.

Produccidn de proteina recombinante p24

Emplear una tecnologia biomolecular eficiente para producir la proteina

recombinante p24 para su aplicacion al diagnéstico de la enfermedad.

1-Sistema de baculovirus.
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e Clonar el gen completo que codifica para la proteina p24 y expresarlo en

células de insectos infectadas con el baculovirus recombinante.

e Producir y purificar la proteina p24 recombinante y estudiar in vitro su

comportamiento antigénico por la prueba de western blot.

2-Sistema bacteriano.

e Clonar el gen completo que codifica para la proteina p24 y expresarlo en el

sistema bacteriano de E.coli.

e Producir y purificar la proteina p24 recombinante y estudiar in vitro su

comportamiento antigénico por la prueba de western blot.

Produccidn de la glicoproteina recombinante gp51

Emplear una tecnologia biomolecular eficiente para producir la proteina

recombinante gp51 para su aplicacion al diagnostico de la enfermedad.

1- Sistema de baculovirus.

e Clonar el gen completo que codifica para la glicoproteina gp51 y expresarlo

en células de insectos infectadas con el baculovirus recombinante.

e Producir y purificar la glicoproteina gp51 recombinante y estudio in vitro de su

comportamiento antigénico por la prueba de western blot.
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Prueba diagndstica inmunoenzimatica

Desarrollar y puesta a punto de una prueba de ELISA indirecto que contenga ambas

proteinas recombinantes, gp51 y p24.
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CAPITULOIl. MATERIALES Y METODOS

PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DEL VLB
LA CELULASY VIRUS.

Para la extraccion del gen de interés se utilizé la linea célular FLK-VLB (fetal lumb
kidney) persistentemente infectada con virus de la leucosis bovina (VLB) cedida por
National Institute of Animal Health, Tsukuba, Japon, las que fueron mantenidas en

medio MEM suplementado (ver Anexo | 17).

Para la expresidbn de la proteina de interés se emplearon lineas celulares de
insectos, Spodoptera frugiperda SO y Trichoplusia ni High Five, ambas mantenidas
en medio de cultivo TC-100 (Gibco BRL, USA) con el agregado de penicilina—

estreptomicina y 10% de SFB (Suero Fetal Bovino).
LB PRODUCCION DE LA PROTEINA p24 DEL VLB

I.B.1 EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE p24 DEL VLB EN EL

SISTEMA BACTERIANO.

II.B.1a EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE CELULAS FLK-VLB Y
OBTENCION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA PROTEINA p24 POR LA

TECNICA DE PCR.

La extraccibn de ADN gendmico de las células FLK-VLB se realizd con el kit
comercial Wizard Plus Miniprep DNA Purification System (Promega, USA). Para su

insercién en el vector pQE-30 Q/IA Express vector®, el gen fue amplificado por la
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técnica de PCR utilizando un par de primers disefiados de acuerdo a la secuencia de
referencia (Sagata y col., 1985). El primer Forp24 5-GGC GGA TCC ATG CCA ATC
ATA TCT GAA-3' incluye el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion
BamH]I (secuencia subrayada). El primer Revp24 5- GGC AAG CTT TAG AGA AGT
GCA GGC TGT- "3 incluye el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccidén
Hindlll (secuencia subrayada). Ambos sitios de reconocimiento de enzimas se

encuentran en el area de multiple clonado del vector pQE-30.

Para la realizacién de la técnica de PCR se prepard una solucion madre de un
volumen final de 50 pul, conteniendo agua destilada estéril; 5 pl de buffer 10X ; 3 ul
ClbMg 25 mM; 1,25 pl ANTP’s (Mix); 0.5 yl 10 mM de cada uno de los primers; la
polimerasa empleada fue la Phusion® High-Fidelity (Finnzymes) 0.5 pl y se utilizd
como molde 1 ul de la muestra de DNA gendmico. Finalmente se siguieron las
siguientes condiciones de ciclado: una desnaturalizacién inicial de 94°C por 2
minutos; 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 45 segundos a 50°C y 2 minuto a 72°C,
correspondientes a la desnaturalizacion, hibridizacion y extensién de los primers

respectivamente; y por ultimo, 1 ciclo de 10 minutos a 72°C.

La corrida electroforética del producto de la PCR (pPCR), se realiz6 en gel de
agarosa al 1.3% (ver anexo | 1y 2), se tind con bromuro de etidio (ver anexo |, 3) y a
continuacién se lo colocoé en el transilum<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>