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RESUMEN

La Leucosis bovina enzodtica (LBE) es una de las principales virosis que afecta al
ganado lechero en Uruguay y en muchos paises del mundo desde hace varias
décadas. Sin embargo, hasta la fecha adn se discute el real impacto de la infeccion
en animales asintomaticos y su implicancia en la respuesta inmune. EI 90% de los
animales infectados con el virus de la Leucemia bovina (BLV) son portadores
asintomaticos del virus y clinicamente sanos, siendo posible detectar la presencia de
anticuerpos circulantes anti-BLV o del ADN proviral en los linfocitos infectados.
Debido a la alta prevalencia del BLV en rodeos lecheros del Uruguay, un enfoque
basado en la segregacion selectiva de animales segun la carga proviral en sangre
periférica, podria ser una alternativa practica para el control de la infeccion. Ademas
es esencial comprender en qué grado y como el BLV afecta al sistema
inmunoldgico, en animales portadores asintomaticos. En ese contexto, el objetivo de
esta tesis por un lado fue determinar la carga proviral y analizar la variabilidad
genética de bovinos infectados naturalmente con BLV y por otro lado evaluar el
impacto de la infeccién del virus frente a las inmunizaciones a campo contra
Clostridium perfringens y el Virus de la Fiebre Aftosa (VFA) en vaquillonas
Holando naturalmente infectadas. Se realiz6 un seguimiento de un grupo de
animales infectados con BLV y otro grupo libre de la infeccion durante doce meses
en un sistema de recria de ganado lechero en confinamiento. La carga proviral se
determind mediante real time PCR y la variabilidad genética por secuenciacion del
ADN vy posterior analisis filogenético. Todos los animales fueron inmunizados con
tres dosis de una vacuna comercial contra Clostridiosis y una dosis contra el VFA.
Se determiné la respuesta inmune humoral mediante diferentes tipos de ELISA
contra las toxinas alfa, beta y épsilon del CI. perfringens y seroneutralizacién in
vitro para la toxina épsilon. Por otra parte se cuantificaron inmunoglobulinas totales,
IgM, 1gG1, 1gG2 contra el VFA. Los resultados obtenidos permitieron determinar
que el genotipo viral encontrado correspondié al genotipo 1 del BLV y la carga
proviral vari6 significativamente a lo largo del tiempo. Al inmunizar contra Fiebre
Aftosa y Clostridiosis, se encontrd una respuesta mas baja en los titulos de IgM e
IgG1 contra Fiebre Aftosa en los bovinos infectados con BLV, pero lo mismo no se
observé en los anticuerpos totales para ese virus (VFA) y contra las toxinas del Cl.
perfringens. Estos resultados confirman el predominio de la circulacién del genotipo

1 en esta poblacion bovina con una carga viral fluctuante y demuestran una
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respuesta diferencial frente a la vacunacion contra Fiebre Aftosa en los animales
portadores de BLV.



SUMMARY

Bovine enzootic leukosis is one of the main diseases affecting dairy farm cattle in
Uruguay, as many countries for several decades. The real impact of this illness is
under dispute up to now in asymptomatic animals and its impact in the immune
response. 90% of the infected animals are asymptomatic carriers and clinically
healthy, so that it is possible to detect the presence of circulating antibodies or the
proviral DNA in infected lymphocytes. Because of the high prevalence of bovine
leukosis virus (BLV) in dairy herds in Uruguay, an approach based on animal’s
selective segregation depending on the proviral load in peripheral blood could be a
practical alternative for the control of the disease. Furthermore it is essential to
understand how and to what degree the BLV affects the immune system of the
asymptomatic carriers. The objective of this thesis was to determine the proviral
load and the analysis of the genetical variation in naturally infected cattle, as well as
evaluate the impact of the infection in immunizations against Clostridium
perfringens and Foot and mouth disease virus (FMDV) on naturally infected
Holstein heifers. Two groups of cattle were monitored for a 12 month period, one of
leukosis infected cattle and one of non infected cattle, all the animals belonged to a
dairy cattle rearing system. The proviral load was measured using real time PCR,
the genetical variability was determined by DNA sequencing and its posterior
phylogenic analysis. The animals received three doses of a vaccine against
clostridia, which is highly commercialized in the region and a unique dose of the
vaccine against FMDV. The humoral immune response was determined using
different types of ELISA in order to quantify the total antibodies against alfa, beta
and epsilon toxins of the Cl.perfringens. Besides an in-vitro seroneutralization has
been done for the Cl.perfringens epsilon toxin. On the other hand the total
immunoglobulins against FMDV were determines, as its subclasses (IgM, 1gG1,
1gG2). Genotype 1 of BLV was the viral genotype found , it was observed that the
proviral load showed significants variations along the months. After immunization
against foot and mouth disease virus and clostridia, a significative minor response
has been found in the titles of IgM e IgG1 against foot and mouth disease in cattle
infected with BLV, something that did not happen in the total antibodies against
FMDV and CI. Perfringens toxins. These results confirm that genotype 1 is the

most prevalent among this livesctock population, showing a waver viral load.
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Besides they present a different immune response against FMDV vaccination on

these asymptomatic carriers animals.
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1. INTRODUCCION

El virus de la Leucemia Bovina Enzodtica (BLV) es el principal patdgeno viral que
afecta la lecheria en muchos paises del mundo. En Uruguay la prevalencia
seroldgica en rodeos lecheros es muy alta, incluso en animales jovenes, donde se ha
reportado prevalencias de cerca del 50% (De Brun y col., 2013). El 90% de los
animales infectados son asintomaticos (aleucemicos o con Linfocitosis persistentes)
produciendo pérdidas productivas asociadas principalmente a la exportacion de
animales en pie, disminucion de la produccion lactea, disminucion de la longevidad
del animal y disfunciones importantes en el sistema inmune (Bartlett y col., 2013).
En Uruguay no se ha calculado las pérdidas directas e indirectas que produce la
presencia de esta enfermedad. Sin embargo en Estados Unidos, se ha estimado que
la infeccidon subclinica produce pérdidas de 95/Kg/vaca/afio de leche por cada 10%
de aumento de la prevalencia de BLV en los tambos infectados. Esto representa
pérdidas de 285 millones de délares anuales a los productores de los Estados Unidos
(Bartlett y col., 2013). EI impacto del virus en la longevidad de la vaca también se
ha visto que esta asociada negativamente, de modo tal que vacas de rodeos con
mayores titulos de anticuerpos contra BLV, tienen un 40% maés de probabilidad de
ser refugadas del rodeo (Bartlett y col., 2013).

BLV produce una infeccidn cronica, a través de la integracién del genoma viral en
las células del huésped. El virus afecta células de la linea linfoide, principalmente
los linfocitos B CD5+ que expresan inmunoglobulina M en su superficie, ademas de
monocitos y macrofagos. Una vez ocurrido la infeccién, el virus permanece en el
animal de por vida, genera disturbios importantes en el sistema inmune y causa
efectos negativos en la produccion (Bartlett y col., 2014). El conocimiento exacto de
la integracidn del virus en la célula huésped no esté resuelto, sin embargo parece ser
que existen varios sitios para la integracion viral en lugares aparentemente
preferidos en el genoma de la célula huésped. Por otro lado, utilizando técnicas de
cuantificacion de ADN, como la Real Time PCR, se ha observado distintos niveles
de carga proviral en animales infectados en muestreos transversales (Somura y col.,
2014). Lo que se desconoce con detalles hasta el momento, es si existen factores
ambientales y de manejo, no vinculados a la resistencia genética intrinseca de los
animales, que favorezcan a la fluctuacion de estas cargas provirales en los animales
a campo e infectados naturalmente. Entender esta dinamica y por cuanto tiempo los

animales pueden permanecer con bajas cargas, es importante si consideramos que la
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capacidad de transmision viral entre bovinos, esté influenciada por la carga proviral
(alta 0 baja) del animal (Juliarena y col., 2016).

Por otro lado, esta clasificacion de los animales en altas y bajas cargas provirales,
podria tener relacion directa sobre el efecto de BLV en las funciones del sistema
inmune y los parametros productivos y reproductivos de los animales infectados. En
la actualidad, si bien existen algunas evidencias al respecto que demuestran
asociaciones negativas en inmunizaciones de bovinos infectados con BLV o
repercusion en la performance reproductiva de estos animales, estas asociaciones no
son claras y requieren de mayores investigaciones con las herramientas actuales
disponibles, sobre todo para categorizar animales infectados con este virus y poder
realizar asociaciones con distintos niveles de cargas virales.

Por lo tanto, y partiendo de los antecedentes mencionados en los parrafos anteriores,
en la presente propuesta se analizd la dinamica de la infeccidén con BLV a lo largo
del tiempo en animales portadores infectados naturalmente y por otra parte se
investigd si BLV interfiere con la inmunizacion a campo de bovinos contra
Clostridiosis y Fiebre Aftosa, ambas enfermedades sumamente trascendente para la

produccion nacional.



2. ANTECEDENTES

2.1 BLV: AGENTE ETIOLOGICO

El Virus de la Leucemia Bovina (BLV) es un retrovirus exdgeno que junto con el virus
T-linfotrépico humano tipo | (HTLV-I) y el virus T-linfotropico de simios (STLV)
pertenece al género Deltaretrovirus, subfamilia Ortoretrovirinae, familia Retroviridae.
Es un virus ARN que afecta a células de la linea linfoide, principalmente a los linfocitos
B CD5+ que expresan inmunoglobulina M (IgM) en su superficie. Luego de la
infeccion, el genoma de BLV se integra persistente del ADN viral al genoma celular
(Poiesz 1995). . EI BLV también persiste en células como los monocitos y macréfagos
(Burny y col., 1988; Aiday col., 1989; Kettmann y col., 1994).

El genoma viral esta constituido por dos cadenas de ARN de polaridad positiva unidos
por su extremo 5’ e integrado por tres genes estructurales: gag, pol y env, los cuales son
necesarios para su sintesis (OIE, 2018). ElI genoma completo consiste en 8714
nucleotidos. El gen gag codifica la produccion de la proteina p24 de la capside, siendo
esta, el blanco de los anticuerpos generados por el hospedador. También codifica la
proteina p15 de la matriz, que interactda con la bicapa lipidica de la envolutra viral y la
proteina p12 de la nucleocéapside. Los genes pol codifican la transcriptasa reversa, una
ADN polimerasa ARN dependiente, que trnscribe el ARN en ADN copia, el cual se
integra al genoma clular (Alvarez y Oriani, 2000).

Por ultimo, el gen env codifica las glicoproteinas de envoltura, la gp51 de superficie y la
gp30 transmembrana, involucradas en la infectividad del virus. La proteina env gp51
induce una expresién masiva de anticuerpos especificos en animales infectados (Gillet y
col., 2007) y la mayor parte de las pruebas seroldgicas rutinarias detectan anticuerpos
contra esta glicoproteina, ya que es de aparicion temprana (OIE, 2018). La misma
presenta un rol esencial en el ciclo viral, ya que es necesaria para el ingreso viral a la
celulay es el objetivo de los anticuerpos neutralizantes del virus (Mamoun y col., 1990).
Ademéas dicha region ha sido ampliamente utilizada para los estudios de
genotipificacion y se han demostrado recientemente por estudios filogenéticos que el

BLV se puede clasificar en 10 genotipos (Lee y col., 2016).



2.2 VIAS DE TRANSMISION

El virus se transmite por via horizontal y vertical, siendo la primera la principal via
de contagio. Los animales portadores asintomaticos son la fuente de infeccion en los
rodeos. Esta transmision se da por el pasaje linfocitos infectados con el virus de un
bovino a otro. En las secreciones y fluidos bioldgicos como leche, sangre, calostro,
secrecion nasal, saliva, semen y orina se pueden llegar a encontrar linfocitos
infectados, transformando a estos en una fuente potencial de contagio (De la Sota,
2004). Su infectividad dependera del recuento de linfocitos infectados en el fluido,
el cual puede aumentar si ocurre un proceso exudativo (Hopkins y DiGiacomo,
1997). La mayor proporcién de linfocitos infectados se encuentran en la sangre, por
lo tanto cualquier medida de manejo o practica veterinaria como extraccion de
sangre, vacunacion, descorne, aplicacion de inyectables, palpacion rectal que se
practiquen sin tomar medidas profilacticas correspondientes, son una importante
forma de diseminacion de la enfermedad por via iatrogénica (Mammerickx y col.,
1987; Hopkins y DiGiacomo, 1997).

Por otro lado, también se ha demostrado que insectos hematdfagos pueden jugar un
rol importante en la propagacion del BLV. Datos publicados (Oshiro y col., 2013)
indican que cuando estos insectos son controlados, se logra disminuir la infeccion a
largo plazo. Vinculado a la capacidad de transmision de un animal a otro,
recientemente se ha propuesto dos perfiles o fenotipos de infeccion vinculados al
polimorfismo del gen BoLA-DRB3, diferencidndose animales con alta y con baja
carga proviral. Esto parece ser muy importante en la transmision del virus, ya que
animales con baja carga proviral, no serian una fuente de infeccion para rodeos
libres de BLV (Juliarena y col., 2016). Finalmente, la transmision vertical puede
ocurrir en hasta un 15 % de los casos y tiene lugar cuando un animal infectado lo
transmite a la progenie por via transplacentaria o via digestiva a través del calostro
(Martin y col., 2000).

2.3 INFECCION POR EL VIRUS DE LA LEUCEMIA BOVINA

Luego de la transmisién de linfocitos infectados por el virus de un bovino infectado
a uno libre de la enfermedad, la estrategia replicativa del BLV involucra en una
primera fase, el reconocimiento especifico de las proteinas externas de la envoltura

viral por parte de la célula huésped y la penetracion a través del mecanismo de
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fusion (Brasseur y col., 1988). Luego en el citoplasma se sintetiza una copia de
ADN complementario a partir del ARN viral utilizando la enzima transcriptasa
reversa. Las secuencias presentes a ambos extremos del genoma viral se repiten en
cada extremo del nuevo ADN dando lugar a los extremos terminales o LTRs. La
nueva molécula de ADN penetra al ndcleo celular, se duplica y circulariza
integrandose al azar y en forma permanente al genoma celular en forma de provirus
(Luciw y Leung, 1992).

Inmediatamente después de la infeccion, la expresion genética y la produccién de
viriones maduros se activa en la célula huésped y se puede identificar una viremia
pasajera que dura de 10 a 12 dias post-infeccién (Schwartz y col., 1994), después de
lo cual aparece una respuesta inmune persistente, aunque ya no se pueden detectar
viriones activos en los 6rganos de los animales infectados.

Uno de los indicadores méas tempranos de infeccion es el aumento de la respuesta
humoral antiviral entre la primera y octava semana postinoculacion. Los anticuerpos
reconocen los epitopes de gp51 y p24 en la membrana celular y colaboran con la
muerte de las células productoras de virus (Gillet y col., 2007).

Trabajos realizados en Argentina ponen en manifiesto que alrededor del 10 % de los
animales nacen infectados y que no hay progresion de la infeccion hasta los 12
meses de edad. A partir del afio, el nivel aumenta paulatinamente hasta alcanzar el
24% de animales infectados a los 27 meses, para luego elevarse a un 61% a los 36
meses, coincidiendo con el ingreso a la lactancia (Gutiérrez y col., 2011).

Es importante analizar si la carga proviral en animales infectados con BLV varia en
el transcurso del tiempo ya que, teniendo en cuenta que BLV es un virus
inmunodepresor e inmunomodulador que causa infeccion cronica e irreversible, si la
carga proviral varia, también podria variar cuantitativamente el efecto negativo

sobre la respuesta inmune de animales infectados cronicamente.

2.4 PRESENTACIONES DE LA ENFERMEDAD

Pueden distinguirse tres fases después del contagio con BLV:

A) Una fase inaparente, caracterizada por la integracion del ADN proviral al
genoma de los linfocitos infectados y la produccion de anticuerpos especificos
contra antigenos virales, principalmente la glicoproteina gp51 de la envoltura viral
(Portetelle y col., 1989).



B) Linfocitosis persistente (LP) desarrollada por un 30 a 70 % de los animales
infectados con edades entre 3 y 6 afios, que desde el punto de vista clinico son
asintomaticos (Beier, 2008). Se define Linfocitosis persistente como un aumento en
el recuento de linfocitos superior a 3 desvios estandar sobre la media (Marshak.,
1968) y se acepta como persistente al demostrar linfocitosis en 2 muestras
analizadas separadas en el tiempo por un periodo de 60 a 90 dias (Bendixen, 1963).
Los animales con LP no presentan otro signo que valores anormales de linfocitos.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que estos animales sufren un desorden
inmunoldgico, con cambios en el tipo de respuesta de linfocitos TCD4, modificando

el perfil de citoquinas presentes en los animales (Kabeya y col., 2001).

C) Enfermedad tumoral propiamente dicha presente entre un 0,1% y 10% de los
animales infectados y es la forma irremediablemente mortal (Ferrer, 1980; Burny y
col., 1988). Suele manifestarse entre los 5 y los 8 afios, en un bajo porcentaje de la
poblacion (Chamizo, 2005). La sintomatologia causada por el linfosarcoma tiene un
comienzo muy insidioso y pueden llevar a la muerte del animal al principio o al final
del curso de la enfermedad. Se observa astenia, adelgazamiento, disminucion del
apetito, fatiga, disminucion del rendimiento lacteo y anemia, entre otros signos. Las
adenopatia o tumefacciones ganglionares constituyen el signo caracteristico, no
siempre simétricas ni generalizadas (De la Sota, 2004). Los sintomas dependen del
lugar donde aparecen los tumores (OIE, 2018). Estas lesiones pueden determinar
una serie de trastornos funcionales de origen mecanico como compromiso de los
bronquios, disnea, compresion del nervio vago, del es6fago produciendo meteorismo
cronico, del corazon con edemas e hidropesias del timo, de médula espinal con

paréalisis posterior, y afectacion de los 0jos con produccion de exoftalmia.

2.5 VARIABILIDAD GENETICA DEL BLV

Los mecanismos mas frecuentes para generar variabilidad genética son la mutacion
y la recombinacién. La mutacion es un mecanismo clave en la generacion de
variacion genética en los virus cuyo genoma esta constituido por ARN. Esta, es
responsable de la generacion de gran numero de variantes virales en el curso de una
infeccion (Bartenschlager y Lohmann 2000). Muchas variantes sobreviven,

generando variantes diferentes en un mismo hospedero infectado. A este conjunto de
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variantes genéticas estrechamente relacionadas se le denomina cuasiespecies virales
(Eigeny col., 1981).

El BLV es clasificado filogenéticamente en 10 genotipos que circulan en varias
regiones del mundo, basdndose en el genoma completo y en las secuencias del gen
env gp51. El genotipo 1, 4 y 6 se encuentran distribuidos por todo el mundo, siendo
el genotipo 1 el mas dominante y estd distribuido en Europa, América, Asia y
Australia. Tanto América del Sur como América del Norte tienen altas prevalencias
del genotipo 1. Otros genotipos se encuentran restringidos alguna region como por
ejemplo el genotipo 2 que solo se encuentra en Sudamérica y el genotipo 8 solo en
Europa. Moratorio y col. (2010), detectaron siete genotipos de BLV circulando en
bovinos de la regién. Por lo tanto en América del sur encontramos una amplia
variedad de genotipos (1, 2, 4, 5, 6, 7, y 9), detectandose en los paises de la regién
como Argentina los genotipos 1, 2, 4 y 6, en Brasil 1, 2 , 5, 6, y 7, en Chile
genotipos 4 y 7, en Per( y Paraguay los genotipos 1, 2 y 6, en Bolivia los genotipos
1, 2, 6 y recientemente el genotipo 9 (Polat y col., 2016; 2017). En Uruguay hasta el
momento Unicamente se ha reportado el genotipo 1 (Moratorio y col., 2010). Un
nuevo genotipo (el 10) fue recientemente detectado en paises de Asia (Polat y col.,
2017).

Anélisis filogenéticos de genomas BLV completos demostraron que cada genotipo
de BLV esté codificado por sustituciones especificas de aminoacidos en regiones de
genes estructurales y no estructurales (Polat y col., 2017).

La presencia de diferentes poblaciones virales en un mismo hospedero, sean
variantes que conforman al espectro de cuasiespecies o0 cepas de diferentes
genotipos que coinfecten a una misma célula, abre la posibilidad de otro mecanismo
de generacion de diversidad genética denominado recombinacion. Esta, consiste en
la generacion de nuevas estirpes a través de diferentes combinaciones genéticas
entre variantes distintas (Worobey y Holmes, 1999). Cuando la recombinacion
ocurre entre variantes de distintos genotipos que circulan simultdneamente en la
misma célula, pueden originar cepas con mayor capacidad de replicacion, de mas
facil transmision o mas virulentas (Salminen, 1995).

El andlisis y estudio de la variabilidad genética de BLV en diferentes zonas
geograficas puede ser de gran interés para la medicina veterinaria, ya que involucra
aspectos relacionados con la patogenicidad, diagnéstico y eventualmente el
desarrollo de nuevas estrategias de manejo animal, asi como una posible vacuna

contra esta enfermedad.



Si bien ha sido demostrada la existencia de variantes genéticas de Tax que
determinan algunas diferencias en el comportamiento biologico del BLV (Dube y
col., 2009), hasta el momento no se han vinculado variantes naturales en la genética
del virus asociadas a las diferentes expresiones clinicas de la enfermedad. Estudios
recientes vinculan la heterogeneidad genética de la estirpe de BLV infectante con el
proceso de leucemogénesis desarrollado (Inoue y col., 2011). Por otro lado, algunos
autores han correlacionado distintos aspectos de la genética bovina con una posible
resistencia a la enfermedad (Rodriguez y col., 2011).

Diferencias en la infectividad del virus, diseminacion y progresion de la enfermedad
son atribuidas a pequefios cambios en acidos nucleidos que componen la proteina de
envoltura (env) (Benavides y col., 2017). Dicho gen env es apropiado para realizar
los analisis filogenéticos (Rodriguez y col., 2009). Algunas mutaciones en
nucleotidos o substituciones de aminoacidos pueden afectar la habilidad del BLV en
sobrevivir e infectar el huésped (Lee y col., 2015). Para aproximarnos a entender la
patogenia de la enfermedad causada por el BLV, es de fundamental importancia el
andlisis y estudio exhaustivo de los genomas virales. Entorno a esta variabilidad lo
gue no se sabe es si existe varios genotipos afectando una misma poblacién de
animales y si hay variaciones de los genotipos predominantes a lo largo del tiempo,
que pudiera explicarse por algun tipo de presion selectiva como puede ser la presion

que ejerce el sistema inmune sobre los animales infectados.

2.6 IMPORTANCIA DEL VIRUS DE LA LEUCEMIA BOVINA

El virus de la Leucemia Bovina Enzodtica (BLV) es el principal patégeno viral que
afecta la lecheria en muchos paises del mundo, y es el agente causal de la Leucosis
Bovina Enzodtica con significativas pérdidas econdmicas (Bartlett y col., 2013). En
Uruguay no existen datos precisos de la prevalencia de la LBE, pero se estima de
hasta 77% en vacas lecheras, pudiendo llegar a 95% si se consideran animales
mayores a 4 afios (Zaffaroni y col. 2007). La prevalencia serologica en rodeos
lecheros es muy alta, incluso en animales jévenes, donde hemos encontrado
prevalencia de cerca del 50% (De Brun y col., 2013).

Las pérdidas por este virus, pueden ser directas e indirectas; las mismas pueden ser
por la mortalidad por los linfosarcomas propiamente dichos, por la reduccion de la
produccion de leche, el aumento de la tasa de refugo, asi como por el aumento de la

susceptibilidad a otras enfermedades debido al desorden inmunoldgico que provoca
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(Emanuelson y col., 1992; Erskine y col., 2012; Bartlett y col., 2014; Norby y col.,
2016), siendo el impacto de la infeccién por BLV, probablemente mayor al que
realmente podemos apreciar a nivel de campo. Por otra parte, la pérdida quizas méas
visible y significativa en el sector exportador, es la importante barrera sanitaria para
el comercio internacional de animales en pie que existe por la infeccion con este
virus. En este sentido, muchos paises que importan animales desde Uruguay, exigen
la serologia negativa, aln siendo un pais con la infeccion presente.

No se ha calculado en Uruguay las pérdidas directas e indirectas que produce la
presencia de esta infeccion. Sin embargo en Estados Unidos se ha estimado que la
infeccion subclinica produce pérdidas de 95/Kg/vaca/afio de leche por cada 10% de
aumento de la prevalencia de BLV en los tambos infectados. Esto representa
pérdidas de 285 millones de dolares anuales a los productores de los Estados Unidos
(Bartlett y col., 2013). El impacto del virus en la longevidad de la vaca también se
ha visto que esta asociada negativamente, de modo tal que rodeos con mayores
prevalencias de anticuerpos contra BLV tienen un 40% mas de probabilidad de ser
refugada las vacas (Bartlett y col., 2013).

Por lo tanto, y desde el punto de vista sanitario y econémico, la infeccion con BLV
tiene un impacto significativo por los costos en diagndstico, descarte de animales,
disminucion de los indices productivos, impacto en indices reproductivos,
tratamientos de patologias concomitantes, disfuncion del sistema inmune, entre
otros.

Diferentes ensayos revelan que los parametros reproductivos no se vieron afectados
directamente por BLV (Langston y col., 1978; Huber y col., 1981; D'Angelo y col.,
1997). Aunque Chi y col. (2002) obtuvieron en Canada que vacas seropositivas a
BLV, tienen una tendencia a la asociacion negativa con intervalo interparto (11P)
comparado con vacas seronegativas a BLV y un alto riesgo de IIP prolongado en
vacas de primera lactacion. Otros ensayos realizados en sistemas de produccion de
leche, encontraron que vacas infectadas con BLV, requerian mas servicios por
concepcién (Garcia y col., 2000). En este mismo sentido, VanLeeuwen y col. (2010)
demostraron en ganado lechero de diferentes estados de Canadd, que la
seropositividad al BLV esta ligeramente asociado a IIP prolongado y un alto riesgo
de 1P prolongado en vacas de primera lactacion. Tambien que las vacas positivas a
BLV tienen una tasa del 7 % inferior de concepcion, comparado con vacas
seronegativas. En nuestro grupo de trabajo se obtuvo una tasa del 27% menos de

concepcion en las vaquillonas holando seropositivas, durante un periodo
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reproductivo determinado (Noviembre - Diciembre), pero no asi en el otro periodo

reproductivo (Junio - Julio) en el mismo establecimiento (Puentes y col., 2016).

El BLV no sélo causa inmunodepresion sino que ademas genera disturbios
inmunoldgicos a nivel de la inmunidad celular, modificando el perfil de las células T
(Frie y Coussens, 2015), que son claves en la regulacién del sistema inmune tanto en
infecciones naturales como en la respuesta a inmunizaciones por vacunacion. Estas
alteraciones del sistema inmune podrian tener un impacto negativo en la capacidad
de ganado para resistir al avance de la enfermedad infecciosa o a la respuesta a
vacunas; en este mismo sentido algunos estudios reportaron una correlacion positiva
entre BLV y otras enfermedades (Emanuelson y col., 1992; Trainin y col., 1996) o
cuestionaron la habilidad de bovinos infectados con BLV para responder
inmunoldgicamente contra otros patdégenos (Erskine y col., 2011; Frie y col., 2016).

Como por ejemplo disminucion de la funcion de los polimorfonucleares in vitro
inducido por Escherichia coli (E. coli) en vacas infectadas (Souza y col., 2012).
Ademas se ha demostrado que vacas infectadas con BLV, particularmente con LP,
presentan la apoptosis de neutréfilos y monocitos inhibida (Blagitz y col., 2017).
Erskine y col. (2011) en ensayos a campo, encontraron que vacas inmunizadas con
una vacuna comercial conteniendo Escherichia coli (vacuna utilizada contra la
mastitis), produjeron un titulo significativamente menor de 1gG2 cuando estaban
infectadas con BLV. Ademas trabajos de Frie y col. (2016) apoyan la hipétesis de
que hay una falla en la repuesta a la vacunacién en animales BLV+, ya que
encontraron que vacas BLV+ producian significativamente menores titulos de IgM
contra BoHV-1 y Leptospira hardjo y Leptospira pomona y menos titulos de 1gG2

contra BoHV-1 comparadas con las vacas BLV-.

2.7 BLVY LA RESPUESTA INMUNE

El BLV a pesar de generar una importante respuesta antiviral, persiste
indefinidamente a lo largo de la vida del animal, aparentemente en un estado de
transcripcion silenciado, por lo menos en una proporcion de células infectadas.
Luego de la infeccion, la actividad humoral y citotoxica detiene eficientemente el
ciclo replicativo del virus, pero permite la expansion mitdtica de aquellas células

que contienen el provirus (Florins y col., 2007).
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La respuesta humoral es la primera en participar luego de la infeccion. Anticuerpos
contra varias proteinas virales pueden detectarse dentro de dias o semanas después
de exponerse al virus (Bumy y col., 1980). Se sintetizan anticuerpos que reconocen
los epitopes estructurales (gp51 y p24) y proteinas regulatorias (Tax y Rex) (Florins
y col., 2007). Gutiérrez y col. (2012) encontraron que la repuesta humoral refleja los
niveles de infeccion in vivo siendo una estrategia epidemiolégica para rodeos de alta
prevalencia.

Los animales seropositivos a BLV en fases tempranas de la infeccion, desarrollan
una respuesta celular a predominio de linfocitos T helper tipo 1 (Thl), con
produccion de interferén gamma. En fases méas cronicas con presencia de linfocitosis
persistente (LP), se produce una respuesta Th2 con produccion de IL4 e IL10
fundamentalmente. Las alteraciones en la expresion de citoquinas ha mostrado estar
correlacionadas con la progresion de la enfermedad en infecciones cronicas por
retrovirus, sugiriendo que el balance de las citoquinas puede contribuir a la
progresion de la enfermedad. Pyeon y col. (1996) examinaron los perfiles de
citoquinas en células mononucleares de bovinos de cada estadio de la enfermedad y
demostraron que la produccion de citoquinas Thl como IL2, eran promovidas en
animales seroldgicamente positivos aleucemicos mas que en aquellos con LP. Los
animales serolégicamente positivos también expresaban mas IL12, clave para una
respuesta Thl, pero esta disminuia en estadios mas avanzados (Yakobson y col.,
1998). Sin embargo, el aumento en la expresion de citoquinas Th2 como IL10, se
detectd en macrofagos de animales con LP. Se cree que IL2 juega un rol en la
progresion de la enfermedad, provocando la proliferacion de linfocitos B,
contribuyendo a la LP inducida por el virus (Trueblood y col., 1998). La
susceptibilidad a la expansion clonal de los linfocitos B infectados por el virus esta
asociada con alelos especificos del complejo mayor de histocompatibilidad
(Nagaoka y col., 1999).

Adicionalmente, las células T infectadas con el BLV aumenta la expresion de
receptores inmunoinhibitorios, lo que aumenta la habilidad de los patégenos que
causan infecciones cronicas a evadir la respuesta inmune del hospedador, por
ejemplo aumentando la expresion de IL-10 o disminuyendo la de INF gamma. La
expresion de los receptores inmunoinhibitorios esta correlacionado positivamente

con la carga proviral (Bartlett y col., 2014).
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28 FIEBRE AFTOSA Y CLOSTRIDIOSIS: INTERES
PRODUCTIVO

Uruguay es un pais agropecuario donde la ganaderia implica un 48% de la
produccidn de este sector (DIEA 2017). En la produccion ganadera, tanto la Fiebre
Aftosa como las Clostridiosis son enfermedades sumamente trascendentes para la
produccion nacional. Las enfermedades clostridiales constituyen una amenaza
constante en la cria de ganado bovino, causando diversas afecciones como
“mancha”, “gangrena gaseosa”, enterotoxemias, hemoglobinuria bacilar, hepatitis
necrotica, tétanos y botulismo. En cuanto al Clostridium perfringens, bacteria
anaerdbica, los méas importante en medicina veterinaria son el tipo C y D. El primero
(C) produce las toxinas alfa y beta que causa severas enteritis y el segundo (D)
produce las toxinas alfa y épsilon causantes de enterotoxemias, siendo estas tres
toxinas las mas importantes en la patogénesis de enfermedades severas para los
animales de granja (Moreira y col., 2016). Para el estudio de la potencia de las
vacunas Y de la respuesta generada, se puede demostrar la presencia de anticuerpos
anti-toxinas alfa, beta o épsilon mediante la prueba de neutralizacion en ratones o
mediantes ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Sin embargo,
ensayos comerciales para las toxinas letales no estan disponibles facilmente para el
diagnostico en laboratorios (Simpson y col.,, 2018). Se ha validado la
seroneutralizacion in vitro en lineas celulares MDCK para la titulacion de la toxina
épsilon del CI. perfringens, siendo esta una técnica sensible y especifica ademas de
rapida y no necesita la utilizacién de animales (Salvarini y col., 2010; Souza

y col., 2010).

Existen diversos cuestionamientos a nivel veterinario sobre la eficacia de las
vacunas comercializadas en nuestro pais. Sin embargo, el foco de la atencion sobre
este aspecto, ha estado centrada sobre todo en la composicién y fabricacion de las
vacunas y no tanto a las posibles fallas inmunoldgicas por infecciones virales
cronicas que cursan con inmunodepresion como es el caso de BLV, que esta
ampliamente difundida en nuestro pais.

Por otro lado, en lo que se refiere a la Fiebre aftosa, si bien Uruguay es un pais libre
de la enfermedad, esta es quizas la principal barrera sanitaria a la exportacion de
carne. Es una enfermedad infecciosa altamente contagiosa, virica, aguda, febril, que
afecta a biungulados caracterizada por causar lesiones vesiculares en mucosa de

boca, canal digestivo, pezones y espacio interdigital y degeneracion hialina en
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musculos cardiacos y estriados. El agente causal de la misma es un Picornaviridae
del género Aphthovirus, del cual hay siete tipos en el mundo: A, O, C, SAT1,2y 3y
Asia 1 (Luchter, 2004). Actualmente el status sanitario del Uruguay ratificado por la
“OIE” desde el 2003 es de “Pais Libre con vacunacion” (Estatus sanitario animal del
Uruguay, MGAP). Para el mantenimiento de dicho status, implica revencion con
inmunizaciones y controles de vigilancia que implican un gasto relevante para el
estado. Por lo tanto la vacunacién es obligatoria y decisiva para el mantenimiento
del status como pais libre. En ese contexto es importante conocer si BLV interfiere
con la respuesta inmune contra Fiebre Aftosa. En Argentina, Trotta y col. (2015)
estudiaron la inmunizacién simultdnea en ganado bovino contra FA y anthrax
(Bacillus anthracis) encontrando que no interfiere en la respuesta de refuerzo de la
fiebre aftosa, pero no se ha estudiado que efecto conlleva la vacunacion de FA con
un animal portador a una enfermedad inmunosupresora.

Estos resultados permitiran discutir y realizar hipétesis sobre medidas a tomar para
mejorar el estado inmunitario de los animales previo a la vacunacion, considerando

la alta difusion que tiene BLV en todo el pais.
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3. HIPOTESIS

La carga proviral de BLV en animales infectados varia a lo largo del tiempo y la
respuesta inmune humoral en animales vacunados contra Clostridium perfringens y
contra la Fiebre Aftosa en términos cualitativos y cuantitativos difieren cuando los

animales estan infectados con BLV.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GENERALES

Determinacion de la carga proviral y anlisis de la variabilidad genética de bovinos
infectados naturalmente con el virus de la Leucemia bovina enzodtica (BLV) y
evaluacion del impacto sobre la respuesta inmune contra vacunas de interés

productivo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la carga proviral de BLV mediante Real time PCR en vaquillonas
holando infectadas naturalmente en seriadas sangrias durante un periodo de

doce meses.

2. Analizar la variabilidad genética de BLV y determinar los genotipos
circulantes en un rodeo a lo largo del tiempo y a nivel poblacional en

bovinos infectados naturalmente.

3. Evaluar el titulo de anticuerpos totales frente a la inmunizacion contra las
toxinas alfa, beta y épsilon del Clostridium perfringens en vaquillonas libres

e infectadas con BLV.
4. Evaluar el titulo de anticuerpos total, diferencial (IgM, 1gG1 e IgG2a) e

indice de avidez frente a la inmunizacion contra la Fiebre Aftosa en

vaquillonas libres e infectadas con BLV.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Establecimiento de estudio

El estudio se llevd a cabo en un establecimiento del Departamento de Florida,

Uruguay (coordenadas: 33°55" 45" S 56°14" 06" O y 33°55" 45" S

56°14" 06" 0), donde se realiza la recria de terneras de raza Holando de diferentes

productores de la zona (Departamentos de Florida y San José). Los animales
ingresan con aproximadamente 6-8 meses de edad y permanecen en el campo
alrededor de 18 meses hasta su regreso al productor original con 7 meses
aproximadamente de gestacion. El establecimiento no tiene exigencias sanitarias en
cuanto al ingreso de animales con serologia positiva a Leucosis Bovina Enzodtica.
Al ingreso, son identificadas con una caravana que indica el productor y el nimero
asignado al animal. Luego son pesadas, desparasitadas y sometidas a un plan
sanitario pre establecido (desparasitaciones, prueba de la tuberculina, vacunaciones:
RB51, Carbunco, Queratoconjuntivitis, Clostridios, Fiebra Aftosa). Durante los
primeros 30 dias los animales de los distintos productores se encuentran en un
mismo lote de “cuarentena” sobre pasturas. Posteriormente y segtn el peso, ingresan
en lotes al rodeo general de aproximadamente 5000 animales (integrado por un total
de 108 productores). La recria de los mismos es realizada sobre campos mejorados,
praderas, verdeos y con el suplemento de grano humedo y heno en la época de
menor oferta de forraje y a las categorias que lo requieren. El manejo reproductivo
del establecimiento se realiza en dos periodos al afio, Junio-Julio y Noviembre-
Diciembre. Consiste en sincronizacion de las vaquillonas, deteccién de celo visto
dos veces por dia, inseminacion artificial (IA) (hasta tres por animal), repaso con
toros luego de cada periodo de 1A y diagnéstico de gestacion.

Como medidas higiénico-sanitarias habituales se sumergen en desinfectantes las
agujas de las jeringas multidosis, material de descorne, material quirargico, guantes,

o cualquier material que entre en contacto con sangre.
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5.2 Aprobacion de la Comision de Bienestar Animal

Para los experimentos de esta tesis de maestria y la justificacion del uso de animales,
se contd con la aprobacion del protocolo experimental por parte de la Comision
Honoraria de experimentacion animal - CHEA (Exp. 111100-000068-15).

5.3 Estatus seroldgico a BLV

Se utilizo la técnica ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima) para
deteccion de anticuerpos con un kit comercial. EI mismo detecta anticuerpos contra
la glicoproteina gp51 del virus de BLV en suero bovino con un 98% de sensibilidad
y 100% de especificidad (VMRD, cod. 5505.20, WA, USA, aprobado por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos-USDA). Las muestras se
procesaron de acuerdo a las indicaciones del fabricante, utilizdndose 50 pl de suero
con dilucién 1:25. La lectura se realiz6 a una longitud de onda (A) de 620 nm en un
espectrofotometro de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Se
utilizaron tres controles positivos débiles por placa, y se establecio la linea de corte
para cada placa a partir del promedio de las lecturas de las densidades dpticas (D.O)
de estos sueros controles.

5.4 Materiales y métodos para el objetivo especifico nUmero 1:

“Determinar la carga proviral de BLV mediante Real time PCR en vaquillonas
holando infectadas naturalmente en seriadas sangrias durante un periodo de

doce meses”

5.4.1 Real time PCR (gPCR) con SYBR Green para el gen pol BLV

Para determinar la carga proviral del BLV en vaquillonas holando se utilizaron dos
grupos de animales, uno de 20 animales seropositivos a BLV (BLV+) y otro de 15
animales seronegativos a BLV (BLV-) perteneciente a 11 productores diferentes
usuarios del campo de estudio descripto en el punto 5.1. Se extrajo sangre con
anticoagulante de todo los animales por venopuncién de la vena coccigea. Para el
grupo BLV+ se realiz6 la cuantificacion de ADN proviral mediante gPCR el dia de
inicio del experimento y a los 365 dias, mientras que en los animales BLV- solo se

realizo a los 365 dias.
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Se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras de sangre periférica, utilizando el
método de Fenol-Cloroformo. Una vez obtenido el ADN, se cuantificO mediante
NanoDrop™ND-1000UV-vis (NanoDrop Technologies, Inc.,Wilmington, DE) y se
visualizo la calidad en geles de agarosa.

Para la gPCR se utilizé un equipo Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
siguiendo el protocolo descripto por Rola-Luszczak y col. (2013) utilizando las
siguientes secuencias de primers: 5°CCT CAA TTC CCT TTA AAC TA-3’
(Forward), y 5’- GTA CCG GGA AGA CTG GAT TA- 3’ (Reverse). La técnica se
realizd6 mezclando 12,5ul del kit Fast start SYBR green (ROCHE), 0.8ul de primer
Forward (10uM), 0.8ul de primer Reverse (10uM), 5ul de ADN (100 ng/ul) y 3,5ul
agua destilada ultrapura. Las condiciones de corrida fueron: una
predesnaturalizacion de 2 min a 50°C, luego desnaturalizacién de 10 min a 95°C
seguidas de 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 15 seg a 55°C y una extension final de 1 min
a 60°C. Los resultados fueron visualizados en el software que acompafia el equipo y
se clasificaron a los positivos en animales de alta y baja carga viral siendo el punto
de corte 2000 copias/pug de ADN (Gutierrez y col., 2011).

5.4.2 Andlisis estadistico

Los titulos de anticuerpos y la carga proviral de BLV fueron analizados mediante
estadistica descriptiva, se calcularon las medias y el desvio estandar para la carga
proviral al inicio y final del estudio y se realizé un analisis de varianza (ANOVA

one way) utilizando el software STATA v 14.

5.5 Materiales y Métodos para el objetivo especifico nimero 2:

“Analizar la variabilidad genética de BLV y determinar los genotipos
circulantes a lo largo del tiempo a nivel poblacional en bovinos infectados

naturalmente”.

5.5.1 Deteccion de BLV mediante Nested polymerase chain reaction
(nPCR)

Con el fin de obtener una banda de amplificacion del BLV para luego secuenciar, se
utilizaron 11 muestras de animales seropositivos a BLV perteneciente a 11

productores diferentes usuarios del campo de estudio descripto en el punto 5.1. Las
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muestras de los mismos animales se tomaron al inicio del experimento (Dia 0) y al

final del experimento (Dia 365) para realizar la nPCR.

Se realizé la extraccion de ADN de las muestras de sangre periférica, utilizando el
método de Fenol-Cloroformo. Una vez obtenido el ADN, se cuantificO mediante
NanoDrop™ND-1000UV-vis (NanoDrop Technologies, Inc.,Wilmington, DE) y se
visualizo la calidad en geles de agarosa. Se realizé la nPCR para obtener el producto
de amplificacion que luego se envio a secuenciar. Para la nPCR, se realizaron dos
rondas de amplificacion de un fragmento del gen env del BLV. Los primers
utilizados en la primera ronda fueron: env 5032 Forward: 5’-TCT GTG CCA AGT
CTC CCA GATA-3’; env 5608 Reverse: 5-AAC AAC AAC CTC TGG GAA-3’
mientras que los utilizados en la segunda ronda (anidada) fueron: env 5099 Forward:
5’- CCC ACA AGG GCG GCG CCG GTT T-3’; env 5521 Reverse: 5’-GCG AGG
CCG GGT CCA GAG CTG G-3’. Se utilizaron protocolos de amplificacion
descriptos previamente que produjeron fragmentos de 598 bp para la primera ronda
y de 444 pb para la segunda ronda. Este ultimo producto, esperado en los animales
positivos, fue visualizado en geles de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X, tefiido con
Good View Nucleic Acid Stain (Fechner y col., 1996). Se sembré también como
referente de corrida un marcador de peso molecular de 100 pb. La corrida fue
realizada durante 30 min a 90 voltios (V). Por ultimo los geles se visualizaron en un

visualizador de geles con luz ultravioleta.

5.5.2 Secuenciacion y analisis filogenético del gen que codifica para
la proteina de envoltura gp51 de BLV

Con el fin de analizar la variabilidad genética de BLV y determinar si existen
distintos genotipos virales circulantes, se procedio a la secuenciacion automatica de
los productos obtenidos de la nested PCR que se corresponde a una porcion del gen
que codifica para la proteina gp51 de 444 pares de bases. Se enviaron a secuenciar
ambas hebras de ADN a la empresa Macrogen - Corea. Las secuencias fueron
alineadas utilizando el programa MUSCLE (Robert C., 2004) y una vez obtenido el
alineamiento, se utilizé el programa MEGA (Kumar y col., 2018) para identificar el
modelo evolutivo éptimo para describir al conjunto de secuencias y posteriormente
construir arboles filogenéticos basados en el método de méaxima verosimilitud, con
en el modelo Kimura de 2 parametros mediante el programa. Se utilizd una
distribucion de Gamma discreta para modelar las diferencias de velocidad evolutivas
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entre sitios [2 categorias (+ G, parametro = 0,3720)]. El analisis involucro 62
secuencias de nucleotidos, de las cuales 19 pertenecian al presente estudio. Se
analizaron un total de 323 posiciones nucleotidicas en el conjunto de datos final. Los

analisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGA X (Kumar y col., 2018).

5.6 Materiales y Métodos para los objetivos especificos numeros 3 y
4:

e Evaluar el titulo de anticuerpos totales frente a la inmunizacién contra
las toxinas alfa, beta y épsilon del Clostridium perfringens en vaquillonas
libres e infectadas con BLV.

e Evaluar el titulo de anticuerpos total, diferencial (IgM, IgG1 e 1gG2a) e
indice de avidez frente a la inmunizacion contra la Fiebre Aftosa en

vaquillonas libres e infectadas con BLV

5.6.1 Conformacion de los grupos de animales para los ensayos 3y 4

Se tomaron muestras de sangre por venopuncion de la vena coccigea de 78 bovinos
Holando de aproximadamente 6 a 8 meses de edad y sin antecedentes de vacunacion
contra Clostridios y Fiebre aftosa. Los mismos pertenecian a un campo de recria de
ganado Holando ubicado en el departamento de Florida - Uruguay descripto en el
punto 5.1. Las muestras fueron extraidas en tubos con y sin anticoagulante y

almacenadas a — 20 °C hasta su procesamiento.

Se conformaron los siguientes grupos de estudio:

1) Negativos a BLV (h= 10 para el ensayo con Fiebre Aftosa y n= 19 animales para
el ensayo con Clostridiosis).

2) Positivos a BLV (n= 20 para el ensayo con Fiebre Aftosa y n= 29 animales para
el ensayo con Clostridiosis).

En el caso de Fiebre Aftosa, los animales que seroconvirtieron durante el ensayo
(n=5) fueron considerados como un tercer grupo Yy se denomindé SC
(Seroconversion).

A todos los animales se les realiz6 un hemograma a partir de las celulas

mononucleares de sangre periférica (PBMC) con el fin de detectar animales con
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leucocitosis o linfocitosis persistente al inicio del experimento, utilizando el

protocolo descripto por Marshak (1968).

El estado para BLV se realizd por serologia utilizando la técnica de ELISA (descrita
en la seccion 5.3) y por PCR convencional (descrita en la seccion 5.5.1) y en Real

time PCR (descrita en la seccion 5.4.1).

5.6.2 Inmunizacién contra Fiebre Aftosa y Clostridiosis

Una vez obtenido los grupos de animales segun el estado para BLV, se procedio a la
inmunizacion con vacunas comerciales contra Fiebre Aftosa (cepas O1 Campos y
A24/cruzeiro con ayudante oleoso) y Clostridiosis (Bacterina - toxoide). EI campo
de recria realiza estratégicamente la inmunizacion contra Clostridiosis al ingreso de
los animales al campo y una revacunacion a los 30 dias. Se procedi6 a la
inmunizacion con una vacuna comercial que contenia bacterinas y toxoides para la
prevencion de Clostridiosis provocadas por Clostridium chauvoei, Clostridium
septicum, Clostridium haemolyticum, Clostridium novyi, Clostridium sordellii,
Clostridium perfringens tipo B y C, Clostridium perfringens tipo D. Se administrd
una dosis de dos mililitros via subcuténea en la tabla del cuello al dia 0 y una
revacunacion a los 30 dias posteriores para clostridios. La extraccion de sangre se
realizd en el momento de la primo-vacunacién (dia 0), y luego a los 30, 60, 90, 180

y 365 dias posvacunacion (dpv).

En el caso de la Fiebre Aftosa, la legislacién vigente obliga la vacunacién de todos
los animales menores de dos afios (categoria que se utilizo en este experimento) en
el mes de mayo. En este caso se comenzo el experimento de forma coordinada para
lograr una muestra cero (dia 0) en la primoinmunizacion y posteriormente la
extraccion de sangre los dias 15, 60, 165 y 300. Todos los animales recibieron una
unica dosis de dos mililitros de la vacuna comercial utilizada en el pais via
subcutanea en la tabla del cuello conteniendo las cepas O1 campos y A24 cruzeiros.
Se inicid este experimento con un desfasaje con la inmunizacién contra Clostridios

de al menos 60 dias, para minimizar la interferencia entre ambas vacunaciones.
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5.6.3 Deteccidn de anticuerpos anti toxina alfa, beta y épsilon de

Clostridium perfringens mediante ELISA.

Para evaluar la respuesta a la vacunacion contra la toxina alfa, beta y épsilon de CI.
perfringens, se utilizaron kits comerciales de ELISA de blogueo para detectar
anticuerpos bovinos especificos a dichas toxinas (Bio-X Diagnostics BIO K 291/2,
BIO K 317 BIO K 222/2, Bélgica). Las muestras se procesaron de acuerdo a las
indicaciones del fabricante y la lectura de densidad Optica se realizé a 450 nm en un
espectrofotometro de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

Los resultados fueron calculados como el porcentaje de inhibicion (% inh) de cada
toxina: (D.O negativos — D.O positivos)/ D.O negativos*100, expresando el titulo de
anticuerpos y determinando el grado de positividad segin las indicaciones del

fabricante observadas en la Cuadro I.

Cuadro I. Grado de positividad segun el porcentaje de inhibicion a las toxinas del

Clostridium perfringens.

Valor calculado Nivel de positividad

%inhibicion <20 0
20<%inh<40 +
40<%inh<60 ++
60<%inh<80 +++
%inh >80 ++++

5.6.4 Seroneutralizacion (SN) in vitro para la cuantificacion de

anticuerpos anti toxina épsilon de Clostridium perfringens.

Para cuantificar los titulos de anticuerpos neutralizantes contra CI. perfringens, se
utiliz6 la técnica de SN in vitro en la linea celular Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) segun lo descripto anteriormente (Souza y col. 2010; Salvarani y col.,
2013). La misma se llevo a cabo en la Universidad Federal de Minas Gerais-Brasil
en el marco de un convenio con la Universidad de la Republica. Para el grupo BLV -
(n = 19 animales), fueron procesados tres pools de cuatro animales y un pool de 7
animales, conteniendo por pool, 100 puL de suero por muestra. En el grupo BLV+
(n=29), fueron procesados 6 pools de cuatro animales y otro pool de cinco animales,
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conteniendo cada pool 100 pL de suero por muestra. El limite de deteccion de
anticuerpos del ensayo fue de 0.4 Ul/mL, considerandose a los pools de sueros con
concentraciones menores a 0.4 Ul/mL como cero Ul/mL. Se cuantificaron los
anticuerpos neutralizantes contra la toxina épsilon del Cl. perfringens en celulas
MDCK. Brevemente para la SN in vitro, 50 puL de cada pools de sueros, se
mezclaron con 50 ul de L +/50 de la toxina. Las placas fueron homogeneizadas, re-
incubadas y se le agregaron suspensiones celulares de 2.5 x 10 células en 50 pl.
Como control positivo se utilizaron 100 pL de la toxina mas 50ulL de células
mientras que el control negativo 100uL. de medio MEM y 50uL de células. Las
placas se incubaron a 37°C en un lugar himedo con una atmdsfera controlada (5%
de CO2 y 95% de O,) durante 48 horas y el sobrenadante se elimind después de este
periodo. La tincion se realizd con 100 pL de la solucion de cristal violeta para
observar el efecto citopatico (ECP) (Souza y col., 2010). El limite de deteccion del
ensayo fue de 0.4 Ul/mL, por lo tanto sueros menores a 0.4 Ul/mL no tienen

reaccion protectora.

5.6.5 Deteccidn de anticuerpos totales contra el virus de la Fiebre
Aftosa (VFA) mediante ELISA en fase liquida.

Los anticuerpos totales contra el VFA se determinaron por un ELISA de bloqueo en
fase liquida (LP-ELISA) en el laboratorio de Virologia de INTA Castelar —
Argentina con la cooperacion de la Dra. Alejandra Capozzo. Se utilizaron los
protocolos descriptos por Lavoira y col. (2012). Brevemente, se sensibilizaron
placas de 96 pocillos (Immulon 2HB® plates - Nunc) con 50 uL de suero policlonal
de conejo anti-VFA. Las placas se incubaron durante 16 horas a 4°C y luego se
bloquearon con 125 pL de PBS-T-ovoalbumina bovina 1% (PBS-T-OVA) (Sigma-
Aldrich) durante 1 hora a 37°C. Las muestras de suero se prepararon en 6 diluciones
en base 5 (1:5 a 1:15625) y se mezclaron con volumenes iguales de una dilucion de
virus inactivado previamente titulado para este ensayo (dilucién final de sueros 1:10
a 1:31250). Luego de una incubacion de 1 hora a 37°C, 50 pL de las mezclas de
suero y virus (fase liquida) se transfirieron a las placas Nunc sensibilizadas
previamente y se incubaron por 1 hora a 37°C con agitacion. Seguidamente se
colocé un suero policlonal de cobayo anti-VFA y luego un anticuerpo de cabra anti-

cobayo (KPL®) conjugado. Las placas se revelaron con una mezcla

22



sustrato/cromdgeno y los valores de densidad Optica se registraran con un lector
automatico para microplacas Multiskan EX (Labsystems) utilizando una longitud de
onda de 405nm.

Los titulos de anticuerpos fueron expresados como el logl0 de la inversa de la
dilucidn de suero que otorga el 50% de densidad Optica del promedio de absorbancia

de los pocillos control sin suero.
5.6.6 Deteccidn de isotipos contra A24/Cruzeiro mediante ELISA

La determinacién de los titulos de IgM, IgG1 e 1gG2 contra la cepa A24/Cruzeiro de
Fiebre Aftosa se realiz6 de acuerdo a Lavoria y col. (2012) y Bucafusco y col.
(2014), utilizando un anti-lgM, anti-lgG1 (Conjugate Sheep anti Bovine 1gG1-HRP
(AbD Serotec AAI21P) y anti-IgG2 (Conjutate Sheep anti Bovine 1gG2-HRP (AbD
Serotec AAI22P) conjugado a peroxidasa (AbD Serotec, Oxford, UK), con el fin de

determinar el perfil de respuesta inmune. Brevemente, se sensibilizaron placas de 96

pocillos (MICROLON®, Greiner Bio-One, Monroe, NC) con 50 pl de una solucion

conteniendo 15 ng/pocillo de particulas 140S purificadas de la cepa A24/Cruzeiro
del virus de la Fiebre Aftosa. Las muestras fueron procesadas por duplicado en
diluciones seriadas a partir de 1:50. Los titulos fueron expresados como la inversa de
la dilucién que alcanzé el punto de corte (0,2) calculado como la media de la DO +
2SD del suero negativo control (suero bovino proveniente de la Patagonia
Argentina, zona libre de Fiebre Aftosa sin vacunacién).

5.6.7 Indice de avidez (Al) de los anticuerpos contra Fiebre Aftosa
mediante ELISA

La evaluacion de avidez de los anticuerpos especificos se realizo a los 15 dias post
inmunizacion utilizando la técnica de ELISA descrita previamente por Lavoria y col.
(2012) con el fin de poder determinar la calidad de la respuesta inmune. El indice de
avidez (Al) se calculé6 como el porcentaje de actividad residual de la muestra de
suero despues de una etapa de lavado con urea por 20 min, comparado con el de la
muestra no tratada: Al (%) = (DO muestra con urea/DO muestra sin urea) x 100.
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5.6.8 Andlisis estadisticos

Para el andlisis de los titulos obtenidos anti-toxinas Cl. Perfringens se realizd un
Analisis de Varianza (ANOVA) con medidas repetidas, seguido por el test de
comparacion multiple de Bonferroni. Se utilizé un intervalo de confianza de 95% y
el nivel de significancia fue de p<0.05 y los valores de p comprendidos entre 0,05 y
0,10 se consideraron como tendencia. Los analisis estadisticos se realizaron con el
programa GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software). Para comparar las técnicas de
diagndstico ELISA y SN in vitro, se utilizo el programa de libre acceso WinEpi y se

calculd el coeficiente Kappa.

Para el ensayo con la vacunacion contra Fiebre Aftosa se utiliz6 el “porcentaje
esperado de proteccion” (EPP) como respuesta protectora inducida por la vacuna. El
EPP relaciona el titulo de anticuerpos medidos por LPBE al dia 60 post
inmunizacion con los porcentajes obtenidos para la proteccion de los mismos grupos
de animales después del desafio realizado al dia 90 utilizando el test de “proteccion
contra la infeccion generalizada de la pezufia”. Los titulos LPBE correspondientes al
valor EPP = 75 % (EPP - 75%) es 1.90 para la cepa A24/Cruzeiro (Maradei y col.,
2008; Robiolo y col., 2010). Los titulos de anticuerpos obtenidos fueron graficados
y los resultados entre los grupos experimentales fueron comparados por ANOVA
con medidas repetidas, seguido por el test de comparacién mdultiple de Bonferroni.
El test de Mann-Whitney fue usado para comparar los resultados de los grupos. Se
utilizo un intervalo de confianza de 95% y un nivel de significancia de o= 0,05. Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism v5.0 (GraphPad
Software).
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6. RESULTADOS

6.1 Anticuerpos totales contra BLV vy resultados de los hemogramas

Los grupos BLV + y BLV - permanecieron seropositivos y seronegativos
respectivamente durante todo el experimento, mientras que los animales del grupo
SC del ensayo de Fiebre Aftosa, seroconvirtieron durante el ensayo entre el dia 15y
150 del experimento (Figura 1 y 2). Ningan animal presentd leucocitosis o
linfocitosis al comienzo del experimento, lo que fue confirmado por los hemogramas
en leucocitos de sangre periférica (Figura 3).

ELISA BLV
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Figura 1. Cinética de los titulos de anticuerpos contra BLV mediante ELISA en los
distintos grupos de animales a lo largo del ensayo de Clostridios. Para cada media se
muestra el error estandar (SEM). El grupo BLV — (19) y BLV + (29) permanecieron
negativos y positivos durante todo el ensayo.
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Figura 2. Cinética de los titulos de anticuerpos contra BLV mediante ELISA en los
distintos grupos de animales a lo largo del ensayo de Fiebre Aftosa. Para cada media se
muestra el error estandar (SEM). El grupo BLV — (n=10) y BLV + (n=20) permanecieron
negativos y positivos durante todo el ensayo, mientras que el grupo “BLV Seroconvertido”

(n=5) fueron negativos al dia 0, pero luego seroconvirtieron.
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Figura 3. Recuento leucocitario. A) Ensayo de clostridios B) Ensayo de Fiebre Aftosa.
Linea punteada gris rango de leucocitos totales en bovinos y linea punteada negra rango

esperado de linfocitos en bovinos.
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6.2 Carga proviral del BLV en vaquillonas Holando

La media de carga proviral al inicio del estudio fue de 6200,9 copias/ug ADN (SEM
1963 copias/ug ADN) vy al final del estudio, luego de 12 meses, fue de 12383,6
copias/pug ADN (SEM 3894 copias/ug ADN), siendo esta diferencia significativa
(p=0.004). Se determin6 animales de alta carga proviral aquellos con mas de 2000
copias/pig ADN (INTA-Castelar, Gutierrez y col., 2011).

A lo largo del estudio se observd tres comportamientos con respecto a la carga
proviral de animales infectados naturalmente; animales que se mantuvieron durante
todo el estudio con alta carga (8/20), animales de baja carga durante todo el estudio
(8/20), animales que su carga proviral se transformé de baja a alta carga (3/20) y un
animal que no se puedo determinar su carga al final del estudio pero que habia

iniciado el mismo con alta carga.

Cuadro Il. Determinacion de la carga proviral mediante Real time PCR de

vaquillonas Holando en un afio.

gPCR_gen pol qPCR_gen pol

inicial final
DELTA alos

BLV_ELISA Productor copias/ugADN copias/ugADN 12 meses  Categoria
Positiva EG 3512 10086,8 0 -10086,8 alta-?

Positiva EG 3513 28739,4 33731,2 4991,8 alta-alta
Positiva JI 3521 149,1 320,6 171,5 baja-baja
Positiva Jl 3522 16303,5 20515,9 4212,4 alta-alta
Positiva JI 3524 122,8 783,02 660,2 baja-baja
Positiva Jl 3526 6592,2 5820,9 -771,3 alta-alta
Positiva Jl 3527 <5 1160,3 1160,3 baja-baja
Positiva IP 3530 10033,6 5330,8 -4702,8 alta-alta
Positiva IP 3531 22470 22086,4 -383,6 alta-alta
Positiva IP 3532 <5 <5 0 baja-baja
Positiva IP 3542 9321,2 51936,7 42615,5 alta-alta
Positiva PA 3556 <5 <5 0 baja-baja
Positiva PA 3561 1777,7 49688,4 47910,7 baja-alta
Positiva PA 3563 <5 <5 0 baja-baja
Positiva NB 3571 10004,5 18770,3 8765,8 alta-alta
Positiva NR 3600 7686,7 3536 -4150,7 alta-alta
Positiva NR 3603 483,9 7527,5 7043,7 baja-alta
Positiva QN 3631 100,3 26208,1 26107,8 baja-alta
Positiva RD 3655 121 236,4 115,4 baja-baja
Positiva BID 4402 <5 <5 0 baja-baja
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Figura 4. Carga proviral y titulo de anticuerpos anti BLV de vaquillonas Holando
durante 1 afio. Rojo: % anticuerpos anti-BLV, Azul: carga proviral (N de copias/pug ADN)
A) Vaquillona Id 3513, B) Vaquillona Id 3561, C) Vaquillona Id 3524. Tres ejemplos del

comportamiento distintos detectados en el ensayo.
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6.3 Analisis filogenético

Se desprende del arbol filogenético que todas las secuencias analizadas en este estudio
corresponden al genotipo 1 del virus de la Leucemia Bovina. De estas, 16 secuencias
corresponden a 8 animales al inicio y final de estudio y 2 animales solo al inicio y 1
animal al final del estudio.

Se muestra el arbol con la mayor probabilidad de registro (-1268,45). El porcentaje en
el que los taxones asociados se agrupan se muestra junto a las ramas del arbol (Figura
6). Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente
aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares
estimadas utilizando el enfoque Maximum Composite Likelihood (MCL) y luego
seleccionando la topologia con un valor de verosimilitud log superior. El arbol esta
dibujado a escala. Se observan en el nodo de cada rama las probabilidades, siendo en
este caso una probabilidad del 84% la agrupacion con cepas de Argentina, Paraguay e

inclusive Japén, observandose una circulacién del virus.

29



W o7

FM209469.1 URU Genotipo 11
W o5
W ohv22
6 W oo

| = s:gg Figura 5.
94

HEser02 ] LRl Cendting t Arbol filogenético de secuencias
HE967303.1 URU Genotipo 1

W ov3 - .
0 | F11209472.1 URU Genotipo 1 parciales del gen env del virus

LC075560.1 PRY Genotipo 1 . .
Zh m oo e de la leucosis bovina (BLV).

_— 4

_| W owv18 )
[ owi6 Las muestras del presente estudio
W ohv23
: . estan identificadas con cuadrado
W o8 H
FM209469.1 URU Genotipo 1 FOJO y Se Compararon con
FJ808578.1 ARG Genotipo 1 . R ,
571 | Lco7s562.1 PRY Genotipo 1 aislamientos extraidos del

FM209475.1 URU Genotipo 1 . . ,
W ov17 genbank (se identifica numeros

W o9
kg | FM209468.1 URU Genotipo 1 de acceso y el pais de

b7

FM209470.1 URU Genotipo 1
FM209471.1 URU Genotipo 1 H H
HIE4567301.1 URU Genotipo 1 a|S|am|entO).
|— [ biv11
FJ808596.1 ARG Genotipo 4
KP201461.1 KOR Genotipo 3
a0 KP201462.1 kOR Genotipo 3
LC060798.1 MNG Genotipo 1
b1 B o1
84 EF065657.1 Jpn Genotipo 1
p2  KUB00017.1 JPN Genotipo 1
KUB00018.1 JPN Genotipo 1
W o2
KX674369.1 CARIBE Genotipo 1
KX674370.1 CARIBE Genotipo 1
KX674371.1 CARIBE Genotipo 1
KUB00019.1 JPN Genotipo 1
KP201463.1 kOR Genotipo 3
f— F.J808575.1 ARG Genotipo 1
= KUBG00020.1 JPN Genotipo 1
86 AY515280.1 CHL Genotipo 7
—I— JQ675756.1 RUS Genotipo 7
LC080657.1 PAY Genotipo 9
b JQ675757.1 RUS Genotipo 7
JQ686097.1 RUS Genotipo 4
p— AY515278.1 CHL Genotipo 4
JQ686098.1 RUS Genotipo 4
JQ686099.1 RUS Genotipo 4
JQ686100.1 RUS Genotipo 4
AY515279.1 CHL Genotipo 4
pe AY515273.1 CHL Genotipo 4
64 | JQ675758.1 RUS Genotipo 4
JQ686094.1 RUS Genotipo 4
FJB808595.1 ARG Genotipo 4

| B g5 | FJ808596.1 ARG Genotipo 4 1
JQ686093.1 RUS Genotipo 4
86 EF065645.1 CRI Genotipo 5
4IE]65654.1 CRI Genotipo 5
97 AF399702.3 BRA Genotipo 5

AY185360.2 BRA Genotipo 6
I KU233561.1 THA Genotipo 10
KU233527.1 THA Genotipo 10
61 99 | KU233550.1 THA Genotipo 10
FJ808582.1 ARG Genotipo 7
99 ; LC080670.1 BOL Genotipo 9
I LC080671.1 BOL Genotipo 9
FJ808583.1 ARG Genotipo 2
AF399704.3 BRA Genotipo 1
93 FJ808579.1 ARG Genotipo 2
FJ808574.1 ARG Genotipo 2
FJ808577.1 ARG Genotipo 2
31 FJ808592.1 ARG Genotipo 2
EF065649.1 USA Genotipo 3

JQ675759.1 RUS Genotipo 8
JQ675760.1 RUS Genotipo 8

-~
<




6.4 Anticuerpos totales anti-toxinas alfa, beta y épsilon del

Clostridium perfringens

6.4.1 Respuesta de los animales a la vacunacion

Luego de la primoinmunizacion con la vacuna polivalente comercial, se evidencid
un aumento claro en el titulo de anticuerpos a los 30 dpv Unicamente contra la toxina
épsilon. Para las demas toxinas (alfa y beta), el efecto de la primoinmunizacién a los
30 dpv, no fue significativo segun los resultados obtenidos por ELISA. Sin embargo,
luego de la revacunacién (dia 60), se encontré un aumento significativo de los
anticuerpos contra las tres toxinas analizadas con niveles de positividad entre + y
+++ para las toxinas alfa, beta y épsilon. Luego de ese periodo, la cinética en los
titulos de anticuerpos contra las tres toxinas, tuvieron un comportamiento diferente
en cada grupo (toxinas alfa, beta y épsilon). En el caso de los anticuerpos contra la
toxina alfa, los titulos continuaron aumentando hasta el dia 365. Para el caso de la
toxina beta, los titulos cayeron hacia el dia 90 y se mantuvieron bajos en niveles 0
de positividad hasta el final del experimento. Finalmente para la toxina épsilon,
luego de disminuir hacia el dia 90, se evidencié un aumento en los titulos de
anticuerpos al dia 180, que luego disminuyeron hacia el final del experimento
(Figura 2).

6.4.2 Respuesta a los diferentes antigenos segun estatus a BLV

El porcentaje de inhibicion de anticuerpos generado luego de las inmunizaciones
contra Clostridium perfringens en bovinos infectados naturalmente con BLV no
difirié significativamente del porcentaje de inhibicion de anticuerpos de bovinos
seronegativos para las tres toxinas en todo el estudio (p>0.05) (Figura 6).

Al inicio del experimento (dia 0), tanto los animales seronegativos como los
infectados con BLV presentaron niveles bajos de anticuerpos contras las tres toxinas
del Clostridium perfrigens (alfa, beta y épsilon) que se interpretaron como “niveles
0” de positividad segun el kit de ELISA utilizado (Bio-x Diagnostics - Belgium).

Se observd diferente cinética en la curva de anticuerpos entre las tres toxinas
analizadas, pero entre grupos (BLV+ y BLV-) fue similar para los tres casos (Figura.
6a, b, c), al igual que la duracién de la inmunidad, que no difirié segun el status para
BLV. Para la toxina épsilon se observd un descenso del titulo de anticuerpos

aproximadamente a los 90 dias, mostrando posteriormente un leve aumento de
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anticuerpos luego que los animales fueron revacunados a los 150 dias (Figura. 6c).
En el grupo BLV — el titulo de anticuerpos contra esta toxina fue mayor (nivel de
positividad ++) que el grupo BLV + (nivel de positividad +). Sin embargo esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0.05). No se observd dicho
comportamiento para la toxina alfa, en la cual el titulo de anticuerpos aumento a lo
largo de todo el estudio (Figura.6a).

En cuanto a la respuesta inmune contra la toxina beta del CI. perfringens, en el total
de los animales (BLV+y BLV -), se observd una menor respuesta comparada con los
resultados de las toxina épsilon y alfa, teniendo la toxina beta el porcentaje de
inhibicion por debajo del 20 % correspondiente a un grado de positividad de 0
(Figura. 6b), y por lo tanto no respondiendo a la revacunacion. Para la toxina beta, el
grupo BLV — obtuvo un nivel de positividad +, mientras que el grupo BLV + se

mantuvo en el nivel del positividad 0, segun el fabricante del Kkit.
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Figura 6. Porcentaje de Inhibicion de los anticuerpos anti Clostridium perfringens,
determinado por ELISA de bloqueo. 6a. Anticuerpos contra toxina Alfa del Clostridium
perfrigens. 6b. Anticuerpos contra Toxina Beta del Clostridium perfringens. 6c.
Anticuerpos contra Toxina Epsilon del Clostridium perfringens. Circulo negro grupo
seronegativo, cuadrado rojo animales seropositivos. No hubo diferencias significativas entre

grupos seronegativo y seropositivos al virus de la Leucemia bovina (BLV) p>0.05.
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6.5 Anticuerpos neutralizantes anti-toxina épsilon del Clostridium

perfringens

Los anticuerpos contra la toxina épsilon se midieron ademas por seroneutralizacion
in vitro. Se observo un bajo titulo de anticuerpos neutralizantes tanto para el grupo
seropositivo como el seronegativo durante todo el ensayo. Al dia 0 no hubo reaccion
protectora y luego de la primovacunacion a los 30 dias se observaron bajos titulos
anticuerpos neutralizantes que fueron aumentando a los 60 dias luego de la
inmunizacion siendo en este punto la obtencidn del mayor titulo. Esta diferencia fue
mayor en los animales seropositivos a BLV, pero no fue significativa. A los 90 dias
del ensayo ya no se observO proteccion contra la toxina en ninguno de los dos
grupos, pero luego a los 180 dias nuevamente se observan bajos anticuerpos

neutralizantes, posteriores a la revacunacion.

6.6 Comparacion de técnicas para la deteccion de anticuerpos anti-

toxina épsilon del Clostridium perfringens

Se realiz6 un analisis de concordancia entre las técnicas ELISA y seroneutralizacion
in vitro. La asociacion entre las técnica fue bajo con un coeficiente Kappa 0.176
(0.084-0.268). Considerando a la seroneutralizacion como técnica patrén, el kit de
ELISA utilizado tiene una sensibilidad de 90.6 % y una especificidad de 44.8%.

6.7 Anticuerpos totales contra el virus de la Fiebre Aftosa

La cinética de las curvas de anticuerpos analizados por ELISA de blogueo en fase
liquida (LPBE) fueron similares entre los tres grupos de ensayo hasta el dia 300. Los
titulos de anticuerpos totales aumentaron después de la vacunaciéon en todos los
animales y esta diferencia fue significativa a los 15 dias post vacunacion (dpv) para
cada grupo en comparacion con los titulos medidos a dia 0 (p <0,01). Luego de ese
periodo, los titulos de anticuerpos disminuyeron y permanecieron en niveles bajos
hasta el final del experimento, manteniéndose por debajo del 75% del PPE después
de los 60 dpv (Figura 7a). Los titulos de anticuerpos totales contra Fiebre Aftosa por
LPBE a los 15 dpv no difirieron estadisticamente entre los grupos, aunque fueron

mayores en el grupo BLV- en comparacion con el grupo BLV + (Fig. 7a).
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Figura 7. Cinética de los titulos de anticuerpos contra la cepa A/24 Cruzeiro del virus
de la Fiebre Aftosa. En el grupo BLV negativo (BLV —; n= 10; circulos blancos), BLV
positivo (BLV +; n= 20; circulos negros) y grupo seroconvertido (SC; n= 5; circulos gris).
Para cada media se muestra el error estandar (SEM). A) Titulos medidos por ELISA de
bloqueo en fase liquida (LPBE). Titulo de 1.90 (linea punteada) estd relacionada a
proteccion contra A24/Cruzeiro (EPP 75%). B) IgGl y C) 1gG2 fueron determinados
mediante ELISA indirecto. Todos los animales recibieron una sola dosis comercial de
vacuna bivalente contra Fiebre Aftosa al 0 dias posvacunacion (dpv). Los titulos fueron

significativamente mayor en todos los grupos al 15 dpv comparados con el 0 dpv del mismo
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grupo (p < 0.01).

Por otro lado, el indice de avidez de los anticuerpos totales fue analizado al 15 dpv.
Si bien hubo una tendencia aparente de una mayor avidez en los anticuerpos totales
contra Fiebre Aftosa en el grupo BLV —, estas diferencias no fueron significativas
(Figura 8e).

6.8 Isotipos de anticuerpos especificos contra el virus de la Fiebre
Aftosa

Se encontr6 un aumento importante en los titulos de IgM a los 15 dpv en todos los
grupos de ensayo y esa diferencia fue significativamente mayor en los animales BLV
— cuando comparamos con los BLV+ (p<0,01). Por otro lado, también se encontro
una diferencia significativa en los titulos de IgG1 a los 15 dpv, con una media del
titulo de 287,1 y 127,8 en los grupos BLV — y BLV+ respectivamente (Figura. 7b y
8b). Luego de ese periodo, y en el tiempo que durd el ensayo, no se encontraron
diferencias importantes para este isotipo entre los grupos. En lo que refiere a la
produccion de 1gG2, los niveles no variaron significativamente entre los grupos a lo
largo del experimento, a pesar de encontrarse una mayor respuesta en los animales
BLV —a los 15 dpv, con un titulo medio de 229.3 comparado con 174.6 en el grupo
BLV + (Figura. 7c y 8d).
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Figura 8. Comparacion 15 dias posvacunacion (dpv) de anticuerpos totales por LPBE
(@), 1gG1 (b), IgM (c), 1gG2 (d) e indice de avidez (1A) (e) contra la cepa A24/Cruzeiro
de Fiebre Aftosa. En el grupo BLV negativo (BLV —; n=10; barras blancos), BLV positivo
(BLV +; n= 20; barras negros) y grupo seroconvertido (SC; n= 5; barras gris). Para cada
media se muestra el error estandar (SEM). Todos los animales recibieron una sola dosis
comercial de vacuna bivalente contra Fiebre Aftosa al 0 dpv. Los titulos de IgM e 1gG1

fueron significativamente mayores en BLV — comparados BLV + (p < 0.01).
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7. DISCUSION

Uruguay presenta altas prevalencias del virus de la Leucemia Bovina, siendo
este el principal patdgeno viral de importancia para el rodeo lechero de todo el
mundo. Es reconocido en nuestro pais por las restricciones en la exportacion de
vaquillonas en pie, siendo esta una barrera en el comercio internacional. Sin
embargo, también se sabe que la infeccion causa pérdidas productivas directa e
indirectamente, como por ejemplo una disminucion en la produccion lactea
(Bartlett y col., 2014), un desbalance a nivel de la respuesta inmune (Kabeya y
col., 2001; Erskine y col., 2011), asi como posiblemente impacto también en la
performance reproductiva (VanLeeuwen y col., 2010). Fue objetivo de esta tesis
por lo tanto, aportar informacion sobre la infeccion subclinica y el efecto en la
repuesta inmune, asi como la variacion de la carga proviral a lo largo del tiempo

y la deteccion de los genotipos virales circulantes en el rodeo.

Con relacion a la carga proviral de BLV, se observo un aumento de la misma luego
de 12 meses de experimento. La categoria en estudio eran vaquillonas Holando de
un campo de Recria en el cual en ensayos previos a esta tesis y en este mismo
establecimiento, se determind una tasa de transmision del 39% (Puentes y col.,
2016a). Otros autores han observado que no hay diferencias en la carga proviral
cuando comparan vaquillonas y ganado adulto, y que 9.8% de las vaquillonas previo
al primer parto presentan alta carga proviral (Merlini y col., 2016). En la presente
tesis luego de 12 meses, 11/20 (55%) terneras de aproximadamente 20 meses,
finalizaron el ensayo con alta carga proviral. La infeccion por BLV ocurre
generalmente durante los primeros dos afios de vida, donde aun los animales jovenes
no han mantenido contacto con el ganado adulto (Merlini y col., 2016), por lo que
toda estrategia de control de la enfermedad deberia de consistir en tomar medidas
tan pronto como sea posible. Se propone como estrategia de control, separar los
animales acorde a su carga proviral en sangre periférica ya que existen dos perfiles
de infeccion. Los animales de alta carga proviral y los de baja carga proviral
(Juliarena y col., 2007; Juliarena y col., 2016), teniendo estos ultimos un bajo
numero de linfocitos infectados en sangre periférica (Burny y col., 1987). Una
consideracion importante sobre este hecho es que el ganado infectado con altas
cargas virales o LP son considerados una importante fuente de infeccion dentro del

rodeo (Mekata y col., 2015). Con lo que respecta al titulo de anticuerpos anti-BLV y
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la carga proviral, Gutiérrez y col., (2012) reportan que la respuesta humoral refleja
la carga proviral ya que encontraron una correlacién positiva entre la carga proviral
y el titulo de anticuerpos anti-p24. Sin embargo, en nuestro estudio encontramos
animales con altos titulo de anticuerpos que presentaron baja carga proviral, creando
la interrogante si realmente medir el titulo de anticuerpos es una estrategia
epidemioldgica para el control de la enfermedad. Las diferencias encontradas
pueden deberse al antigeno utilizado en el ELISA para medir la respuesta humoral,
siendo en nuestro trabajo anticuerpos totales dirigidos a la gp51, mientras que en
Gutiérrez y col. (2012) eran anticuerpos anti-p24 los que presentaron correlacion
positiva con los niveles de carga proviral.

Otro aspecto estudiado en esta tesis, fue los genotipos circulantes en el rodeo. En
este sentido, la variabilidad genética de los virus puede proporcionar una ventaja
selectiva en la evasion de la respuesta inmune del hospedero. Todas las secuencias
analizadas en este estudio (n=19) fueron del genotipo 1 al igual que lo encontrado
por Moratorio y col. (2010) hace ya algunos afios. No se encontrd variaciones en un
mismo animal a lo largo del tiempo, demostrandose ser secuencias conservadas del
gen env de la glicoproteina gp51. El genotipo 1 es el mas prevalente en la region y
tiene mayor distribucion alrededor del mundo (Benavides y col., 2017). De los
andlisis filogenéticos, ya sea basados en la region parcial como gen completo del
env-gp51, se desprenden que existen al menos 10 genotipos de BLV (Lee y col.,
2016). Sin embargo, en este ensayo se detectd Unicamente un genotipo en las
muestras de vaquillonas holando analizadas, adn proviniendo de diferentes
productores de la zona lechera sur del Uruguay. Por lo tanto, se podria inferir que
este parece ser el genotipo de BLV predominante en los rodeos de esta cuenca
lechera. En base a estos resultados, no se pudo asociar si la variabilidad genética
influye en la respuesta inmune de los animales y en la carga proviral de los mismos.

Se ha asumido generalmente que BLV exhibe una alta estabilidad genética que
puede explicarse por el hecho de que el virus replica su ADN proviral
principalmente por division mitética de células B infectadas, con una menor
participacién de la transcripcion inversa. Sin embrago, ya hay reportados al menos
10 genotipos diferentes del virus de la Leucemia bovina en el mundo (Moratorio y
col., 2010; Polat y col., 2017), lo que demostraria que existe un comportamiento

mutagénico caracteristico de virus ARN en BLV.
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Prevenir las infecciones en los rodeos es un componente critico en la produccién
bovina y mantenimiento del bienestar animal. Son las vacunas sumamente
importantes para proteger la salud del rodeo (Frie y col., 2016). El ganado de leche
recibe vacunas contra diversos patogenos entre ellos virus de la diarrea viral bovina,
virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina, virus de la fiebre aftosa, Brucella
abortus, Clostridium perfringens y Bacillus anthracis. Muchos de estos patégenos
pueden causar efectos devastadores, incluida la pérdida severa de produccion de
leche, aborto e incluso la muerte.

En esta tesis se analizo cuantitativamente la respuesta humoral contra las toxinas
alfa, beta y épsilon de Clostridium perfringens y contra Fiebre Aftosa en animales
vacunados a campo con un plan de inmunizacion aplicado en Uruguay, en un rodeo
de recria tipica de nuestro pais. La eleccién de los patdgenos y sus toxinas en el caso
del Clostridios se basan en la importancia del mismo para la produccién nacional y
la disponibilidad de herramientas para su determinacion y el virus de la Fiebre

Aftosa por su importancia econémica y comercial.

En cuanto al ensayo de Clostridios y BLV, no se encontraron diferencias en la
respuesta inmune de anticuerpos totales inducida por la vacuna contra Clostridium
perfringens entre animales seropositivos y seronegativos a BLV a nivel de campo.
Trabajos reportado por Erskine y col. (2011) encontraron que la inmunizacién con
una vacuna comercial conteniendo Escherichia coli, produjo un titulo
significativamente menor de IgG2 en animales infectados con BLV. Otros autores
como Frie y col., 2016, encontraron menor titulo de IgM e 1gG1 en bovinos BLV
positivos cuando fueron inmunizados a campo con una vacuna reproductiva contra
Leptospira spp. y para herpesvirus bovino tipo 1, donde también se detect6 un
menor titulo de 1gG2. Estos antecedentes pueden explicar el hecho de que durante el
ensayo de Clostridios no se hayan encontrado diferencias significativas, habiendo
analizado anticuerpos totales contra las toxinas clostridiales y no discriminada por
isotipos (IgM, IgG1 o 1gG2) como lo hicieron los trabajos citados anteriormente. Se
ha demostrado desde hace mucho tiempo que IgG1l e 1gG2 bovinas promueven la
opsonizacion y fagocitosis por macrofagos, y que solo 1gG2 promueve la
opsonizacion via neutrdfilos in vitro (Howard, 1984). También los isotipos IgM,
lgG1 e 1gG2 estan asociados a funciones neutralizantes dependiendo del agente
infeccioso (Lin y col.,, 2001; Pega y col., 2013). En este mismo sentido, las

variaciones encontradas en estos datos pueden deberse a la diferente naturaleza del
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agente causal en los estudios mencionados: virus ARNss desnudo, virus ADNds
envueltos, y bacterias gram negativas y antigenos purificados. En este caso, el
patbgeno es una bacteria gram positiva y que induce la inmunidad
fundamentalmente por medio de exotoxinas. Por lo tanto se podria esperar que las
respuestas inmunes protectoras inducidas en cada caso sean diferentes en cuanto a
isotipos de inmunoglobulinas. Bajo las condiciones de este estudio y con las técnicas
diagndsticas disponibles, no se pudo demostrar que las vaquillonas infectadas con
BLV presentaran una respuesta inmune diferente al rodeo de animales no infectados
después de recibir un plan de vacunacion contra las toxinas del Clostridium
perfringens. En futuros ensayos se deberan evaluar discriminadamente los isotipos
de inmunoglobulinas u otros componentes del sistema inmune, para determinar si
existen diferencias a otro nivel que no fueron detectadas en la presente

investigacion.

Por otra parte, en cuanto a la duracién de la inmunidad contra clostridios a lo largo
del estudio de manera global, si bien la curva de respuesta fue diferente para las tres
toxinas, los resultados evidenciaron una baja respuesta de anticuerpos neutralizantes
contra la toxina épsilon utilizando la técnica de referencia disponible. En ese
sentido, la respuesta de anticuerpos totales utilizando ELISAs comerciales fue
variable segun la toxina y no se correlacion6 con la seroneutralizacion in vitro. De
acuerdo a los resultados encontrados utilizando la técnica de SN in vitro, siendo esta
la técnica de referencia (Salvarani y col., 2010; Souza y col, 2.010; Salvarani y col.,
2013), todos los animales del estudio presentaron un bajo nivel de anticuerpos
neutralizantes para la toxina épsilon luego de los 60 dias post inmunizacion. Otros
trabajos realizados en Uruguay, han encontrado disminucion de los anticuerpos anti
C. chauvoei luego de los 90 dpv en bovinos medidos por ELISA (Rivera, 2014), asi
como un marcado descenso de los anticuerpos 90 dpv para nueve especies de
clostridios diferentes luego de la inmunizacion de corderos (Rossi y col., 2018). Por
otro lado, y contradictorio a las demas toxinas, la respuesta de anticuerpos totales
contra la toxina alfa fue aumentando a lo largo del presente estudio. Es importante
destacar que la mayoria de las vacunas contra clostridios recomiendan su
revacunacion anual, demostrando con este estudio fluctuaciones en la respuesta de

anticuerpos a lo largo de 1 afio de estudio.
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Referente a las técnicas utilizadas para la determinacion de la respuesta de
anticuerpos anti-clostridios que incluyé tres kits de ELISA de bloqueo comerciales,
algunos autores manifiestan la viabilidad de utilizar la técnica de ELISA para
evaluar la respuesta seroldgica contra clostridios como alternativa a los ensayos
bioldgicos (Krt, 1999). Sin embargo, no existen suficientes evidencias que asocien
los titulos de anticuerpos mediante ELISA y la proteccion in vivo contra la
enfermedad. Un estudio de Goossens y col. (2016) encontraron altos titulos de
anticuerpos anti-toxina alfa del CI. perfringens, seis semanas luego de la vacunacion
mediante ELISA (Bio-X Diagnostics) y los mismos inhibieron la actividad de la
toxina alfa in vitro. Sin embargo y a pesar de eso, no confirieron proteccién a la
necrosis en el desafio a nivel intestinal en terneros. Existiendo por lo tanto una
discrepancia entre los titulos de anticuerpos anti toxina alfa cuantificados por
ELISA y la capacidad protectora de estos anticuerpos en el modelo de necrosis
intestinal. Otro estudio evidencié una muy buena correlacion (0.5-0.8) entre un
ensayo de ELISA desarrollado para detectar anticuerpos anti toxinas del CI.
perfringens y la seroneutralizacion in vitro (Borrmann y col., 2006). Tanto los
resultados de ELISA como los de SN in vitro encontrados en el presente estudio,
muestran bajos titulos de anticuerpos y un indice de asociacion entre técnicas bajo.
Por lo tanto, los resultados obtenidos en este ensayo deben ser profundizados y
comparados con pruebas de desafio a campo. Asi mismo, se deben demostrar la
utilidad de los kits de ELISA empleados, ya que son herramientas disponibles de

aplicacién veterinaria.

Cuando se evalu6 la inmunidad contra Fiebre Aftosa en vaquillonas infectadas con
BLV, los resultados arrojaron algunos datos interesantes publicados en Puentes y
col. (2016b). Es importante sefialar que Fiebre Aftosa es una enfermedad bajo
campana oficial en el Uruguay, y por lo tanto el protocolo de inmunizacion que se
utilizo fue el establecido por la reglamentacion vigente. Esto quiere decir que se
utiliz6 una Udnica dosis de vacuna bivalente comercial durante el periodo
reglamentario. Los principales resultados de este experimento demostraron que
cuando las vaquillonas estaban infectadas con BLV, produjeron menor cantidad de
IgM e 1gG1 a los 15 dpv que los animales seronegativos. Esto es relevante si
tenemos en cuenta que 1gG1 esta relacionada con la proteccién contra Fiebre Aftosa
en animales vacunados (Capozzo y col., 1997; Pega y col., 2015) mientras que IgM

es importante durante la primoinfeccion en animales inmunologicamente virgenes
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(Pega y col., 2013). La explicacion de estas diferencias podria estar dada por la
inmunomodulacion de la respuesta de las células TCD4 que induce BLV en los
animales infectados, modificando el perfil de la respuesta inmune Th1/Th2 a medida
que progresa la infeccién, aumentando asi, citoquinas inmunoreguladoras (Kabeya y
col., 2001). La expresion de IgG1 esta positivamente regulada por IL-4 y la de 1gG2
por la expresion de IFN-y (Estes & Brown, 2002), lo que podria relacionarse con
esta diferencia de isotipos encontrada contra la cepa A24/Cruzeiro de Fiebre Aftosa
en animales libres e infectados con BLV. La importancia practica en este caso,
podria estar asociada a las funciones bioldgicas de las inmunoglobulinas. Cada
subclase dentro de un mismo isotipo difiere en algunos aminodcidos, lo que
modifica las propiedades fisicas de la molécula asi como la movilidad de la misma,
pudiendo determinar diferencias a nivel de la actividad bioldgica. 1gG1 constituye
cerca del 50% de las IgG en el suero de los bovinos y, a diferencia de otras especies,
en rumiantes (especialmente bovinos) IgG1 es la mayor inmunoglobulina secretoria
en calostro y leche (Estes & Brown, 2002). Ensayos a campo han demostrado la
importancia de esta subclase de inmunoglobulina para la proteccion contra Fiebre
Aftosa en bovinos, encontrandose que animales con un marcado aumento de IgG1
en sangre luego de una inmunizacion con la cepa A24/Cruzeiro inactivada,
usualmente no presentan signos clinicos luego del desafio (Mulcahy y col., 1990).
En cuanto al indice de avidez, donde existi6 una tendencia en los animales
seronegativos a BLV a presentar mayor indice, se pude sugerir que todo los grupos
presentaban una respuesta protectora, ya que el titulo de anticuerpos logrados eran
de calidad.

En referencia a la respuesta a la vacuna de la Fiebre aftosa en forma global, la
respuesta inmune a la vacunacion contra este virus es actualmente evaluada
utilizando ELISA de blogueo de fase liquida (LPBE) y existen curvas publicadas
que relacionan los titulos de LPBE con la proteccion. Se ha estimado que un
porcentaje esperado de proteccion (EPP) del 75% corresponde a titulos LPBE
equivalentes a 1,90 para la cepa A24/Cruzeiro (Maradei y col., 2008; Rabiolo y col.,
2010). Los animales incluidos en este estudio presentaron bajos niveles de titulos de
anticuerpos entre 1,4 y 1,5 para A24/Cruzeiro en el dia 0 del ensayo. Esta respuesta
basal podria estar asociada a anticuerpos maternos transferidos por el calostro ya que
los animales utilizados fueron animales jovenes a partir de los 6 meses de edad. Esta
respuesta no estaria interfiriendo con la vacuna oleosa aplicada en este ensayo (Patil

y col., 2014). A los 15 dias pos vacunacion todos los animales respondieron con un
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titulo promedio de 1,76 y 2,12 en BLV + y BLV-, respectivamente. Aungue se
observ6 una mayor respuesta en los animales no infectados con titulos superiores a
1,90 (EPP de 75%), esta diferencia no fue significativa entre grupos (p> 0.05).
Después de este periodo, se observd una fuerte disminucion en los titulos de
anticuerpos en todos los grupos luego del dia 60, hasta niveles por debajo del 75%
de EPP y luego permanecié bajo hasta el final del experimento (Figura 7). En
funcion de estos resultados e independientemente del estado de BLV de las
vaquillonas, la dosis unica de vacunacion aplicada en este experimento no fue
suficiente para mantener a los animales con niveles aceptables de titulos de
anticuerpos protectores contra Cepa A24/Cruzeiro del VFA. Es importante destacar
que se utiliz6 una vacuna comercial aprobada por las autoridades sanitarias de

nuestro pais y fue aplicada de acuerdo con las recomendaciones de la misma.
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8. CONCLUSIONES

Este es el primer ensayo a campo en Uruguay que evalia la respuesta humoral
contra toxinas clostridiales y para el virus de Fiebre Aftosa en bovinos y ademas lo
relaciona con la infeccion subclinica con el virus de la Leucemia bovina,
evaluandose ademas la carga viral para este virus.

Podemos concluir la presencia del genotipo 1 en el rodeo holando de recria
estudiado, siendo el Unico genotipo identificado hasta el momento en el pais.
Ademas se observo que la carga proviral de BLV en animales infectados puede
variar a lo largo del tiempo.

Se desprende de este estudio que al inmunizar contra Fiebre Aftosa y Clostridiosis
bovinos infectados con BLV, estos presentan una respuesta significativamente
menor en los titulos de IgM e 1gG1 contra Fiebre Aftosa, en las condiciones a campo
de un establecimiento de recria de bovinos de leche del Uruguay.

Estos resultados son un aporte original al conocimiento sobre la infeccion con BLV
en la produccién bovina no solo para Uruguay, ya que apoyan la hipétesis de que las
vacas BLV positivas no responden a la vacunacion de igual manera que las vacas

BLV negativas.
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