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Montevideo, 18 de mayo de 2022

En el presente trabajo de tesis de doctorado en Salud Animal, titulado ‘“Diagndéstico,
inmunidad y vacunacion en bovinos: avances en los principales virus que afectan la
produccion nacional”, la Msc. Maria Laureana De Brun Méndez profundiza el estudio de la
circulacion, diagnostico y evaluacion de la generacion de inmunidad vacunal en varios virus
gue afectan la produccion bovina nacional.

Mediante un abordaje metodoldgico acorde al desarrollo de esta tesis, combina un arduo
trabajo de campo con un importante trabajo de laboratorio. El trabajo comienza con adecuada
descripcion de la problemaética de las enfermedades virales que afectan la produccion bovina
nacional, para luego enfocarse en el desarrollo de herramientas que ayuden a mejorar el
diagnéstico de la Leucosis Viral Bovina y detectar la circulacion del gammaherpes virus tipo
4. Asi mismo, realizo una basqueda exhaustiva de bibliografia, explicando la eficiencia y
titulos necesarios que tendrian que producir las vacunas para gque estas sean eficientes en la
generacion de ac para IBR y DVB y que factores podrian afectar los mismos.

Los métodos utilizados en estas tesis son adecuados a los objetivos planteados, y la
bibliografia citada es completa y actualizada. Los resultados obtenidos se presentan en cuatro
capitulos y en formato de publicaciones cientificas y permiten cumplir con los objetivos
planteados. Este trabajo ha realizado contribuciones muy relevantes para las ciencias
veterinarias y fueron publicados en revistas arbitradas. Los mismos contribuyen a mejorar el
diagnéstico en varias enfermedades virales, insumo que permitird ser aplicado en las
estrategias de control. Se destaca la implementacién de un método molecular de ultima
generacion en la deteccion de la carga viral de Leucosis Bovina. Asi como, la deteccion de la
circulacién del herpes virus 4 bovino en Uruguay. En cuanto a la evaluacion de las vacunas
comerciales de un IBR y DVB vy la interferencia con las vacunas de otros patdgenos, se
desprende un gran aporte para orientar a los productores sobre el uso y las combinaciones de
las mismas. En este sentido logro visualizar una tendencia en la diferencia de la respuesta
inmune frente a la generacion de anticuerpos vacunales de un grupo de vaquillonas BLV
positivas comparado con un grupo de vaquillonas BLV negativas.

En las consideraciones generales se destaca la implementacion de técnicas moleculares
transferibles para el diagnostico y generacion de conocimiento e insumos de relevancia para
el disefio y desarrollo de estrategias de control de las diferentes enfermedades virales. A su
vez se destaca que la tesis es original y los resultados constituyen un aporte nuevo y
significativo al conocimiento cientifico tanto desde el punto de vista basico como aplicado,
generando conocimiento a la academia, pero alin mas importante al dia a dia del productor en
el uso y aplicacion de las vacunas frente a los diferentes virus.

La presentacion oral de su trabajo se desprende un gran conocimiento, fue muy clara y
ordenada y contribuye al entendimiento del trabajo experimental realizado. Asimismo, pudo
responder con solvencia las preguntas realizadas por el tribunal reflejando un amplio manejo
del tema. Por lo que antecede, este tribunal acuerda por unanimidad otorgar a esta tesis la
calificacion maxima Aprobado 12.
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RESUMEN

Los problemas sanitarios en el sector lechero, son un factor clave para el desarrollo
eficiente de la produccion, ocupando las enfermedades infecciosas un lugar destacado
en ese sentido. Leucosis bovina enzoo6tica (BLV), Diarrea viral bovina (BVD) y
Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), son las enfermedades virales mas importantes
en la lecheria del Uruguay que aun siguen desatendidas. El objetivo general de esta
tesis doctoral fue estandarizar nuevas técnicas de diagnéstico para Leucosis Bovina
Enzodtica y Herpesvirus Bovino y analizar la respuesta inmune de los animales, asi
como la interaccion entre las principales virosis que afectan el sector lechero nacional.
En el primer articulo de esta tesis (Articulo 1) se desarrollé una técnica con alta
sensibilidad y especificidad para la deteccion y cuantificacion del virus de la Leucosis
bovina (BLV). La misma es droplet digital PCR, una PCR de ultima generacion que
permite la deteccion de bajas cargas provirales y la deteccion temprana de nuevas
infecciones por BLV. Por otro lado, se estandarizé una nested PCR para la deteccion
del gammaherpesvirus tipo 4 (BoHV-4), obteniéndose la primera deteccion en nuestro
pais tanto serolégica como molecular de este virus (Articulo Il). BoHV-4 se
caracteriza por causar multiples afecciones, destacandose su impacto en el sistema
reproductivo. Asimismo, referido a las virosis de interés reproductivo en nuestro pais,
se realizo la evaluacién de la respuesta inmune humoral de 4 vacunas comerciales
para IBR y la combinacion de las mismas con vacunas clostridiales y contra el virus
de la Fiebre Aftosa. Se destaca que solo una vacuna generod niveles de anticuerpos
neutralizantes considerados protectores en la mayoria de los animales (86%),
habiendo por otra parte vacunas que no lograron estimular a ningn animal 30 dias
luego de la segunda inmunizacion. No encontramos interferencias estadisticamente
significativas en la inmunizacion simultanea con vacunas clostridiales o contra la
Fiebre Aftosa y se logro una respuesta intermedia utilizando dos marcas distintas del
inmundgeno, practicas habituales a nivel de campo (Articulo I11). En un Gltimo
experimento, se evalud la respuesta inmune de vaquillonas naturalmente infectadas
con el BLV a la inmunizacion a campo contra los virus BoHV-1 y BVDV vy su
desempefio reproductivo. No se determinaron diferencias estadisticas entre la
respuesta inmune a BoHV-1 entre animales infectados con BLV y animales
serolégicamente negativos. En cuanto al porcentaje de prefiez, no se encontraron
diferencias entre el status a BLV, ni con la condicion de estar o no vacunadas para
enfermedades reproductivas. Por altimo, se contribuyé en el conocimiento de la
sanidad de un rodeo tipico de recria de vaquillonas Holando de nuestro pais. Donde
se destacd: la alta prevalencia al BVDV, la presencia de animales persistentemente
infectados y de animales jovenes con linfocitosis persistente, asi como la circulacion
conjunta de virosis inmunosupresoras, enfermedades bacterianas y protozoarias. En
resumen y como consecuencia de la ejecucion de esta tesis, se obtuvieron por un lado
productos tecnoldgicos nacionales transferibles al sector y por otro lado se contribuyo
con informacién sobre estas enfermedades, proporcionando avances para posibles
estrategias de control aplicables al Uruguay.



SUMMARY

Sanitary issues in dairy farms are a key factor for the effective development of
production. In this regard, infection diseases play a major role. Although Bovine
Enzootic Leukemia (BLV), Bovine Viral Diarrhea (BVD) and Infectious Bovine
Rhinotracheitis (IBR), are the main viral diseases of dairy farms in Uruguay, they
have not been properly addressed by the scientific community and dairy operations.
Thus, the main objectives of this doctorate thesis was to standardize new techniques
for diagnosing Bovine Leukemia Virus and bovine herpesvirus, to analyze the
animal’s immune response, and to evaluate the interaction between the main viruses
affecting productivity in dairy farms. In the first article (Article 1) of this dissertation,
a technique with high sensitivity and specificity for the detection and quantification
of the BLV was developed. This technique consists on using a digital droplet PCR,
the novelest PCR generations. Digital PCR allows the detection of low proviral loads,
and consequently the early detection of new BLV infections. In addition, a nested
PCR was standardized for the detection of gamma herpesvirus type 4 (BoHV-4),
developing, for the first time in our country, a serological and molecular diagnostic
test for BoHV-4 (Article 11). BoHV-4 causes multiple affections, highlighting its
impact on bovine reproductive function. Further, in regard to the main reproductive
viruses in our country, the humoral immune response was evaluated for 4 commercial
IBR vaccines, and their combination with vaccines for Clostridia and Foot and Mouth
Disease. Interestingly, only one of the vaccines generated high levels of neutralizing
protective antibodies in most animals (86%). In addition, some vaccines were not able
to induce immune response in any animal 30 days after the second immunization. Any
significant interference statistically was found, when simultaneous immunization with
clostridial vaccines or Foot and mouth disease virus vaccines were given. Finally, an
intermediate response was found when using two different commercial brands, which
is a common practice in dairy farms (Article I11). In the final experiment, the immune
response of BLV naturally infected heifer’s field immunization against BoHV-1 and
BVDV viruses was evaluated, as well as its reproductive performance. Statistical
differences were not determined in the immune response to BoHV-1 between BLV
infected animals and serologically negative animals. In regard to pregnancy rates, no
differences were found between BLV status or vaccination status against reproductive
diseases. In conclusion, this dissertation has generated knowledge regarding the health
of a typical heifers Holstein rearing herd in our country. Highlighting the high
prevalence of BVDV, the presence of animals persistently infected, young animals
with persistent lymphocytosis, as well as the concomitant circulation of
immunosuppressive viruses, bacterial, and protozoa diseases. To summarize, and as a
consequence of the execution of this thesis, national technological products were
obtained and transferred to the agricultural production. In addition, this dissertation
provides valuable information about the diseases studied which may result in the
development of control strategies for disease prevention in Uruguay.
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1. INTRODUCCION

Los problemas de salud en el sector lacteo, especialmente las enfermedades
infecciosas, impactan directamente en la produccion de leche (Tiwari et al., 2007;
Erskine et al., 2012). Leucosis bovina enzooética, Diarrea viral bovina (BVD) y
Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), son las tres enfermedades virales mas
importantes en la lecheria del Uruguay. Muchos paises han controlado o erradicado
estas enfermedades, lo que hace pensar que las mismas podran tener efecto sobre el
comercio internacional de productos agroexportables. Uruguay exporta mas del 70%
de la leche que produce, 2200 millones de litros anualmente, siendo el séptimo
exportador de leche a nivel mundial (https://www.inale.org/uruguay-lechero/). Por lo
tanto las enfermedades productivas y reproductivas que afecten los rodeos impactan
directamente en la economia del pais y por tales motivos integran la lista de
enfermedades primordiales para nuestro pais desde el afio 2009, donde el Plan
Nacional de Salud Animal (actualmente llamado CCISA - Comité coordinador de
investigacion en salud animal), realiz0 una serie de recomendaciones sobre
investigaciones y acciones en salud animal, en base a un gran nimero de encuestas
realizadas a productores vinculados al sector. Dentro de los resultados obtenidos y las
sugerencias propuestas de donde el pais deberia focalizar sus esfuerzos de
investigacion, aparecen la Leucosis bovina enzodtica y las enfermedades
reproductivas, entre otras.

El virus de la Leucosis Bovina Enzoo6tica (BLV) es un Deltaretrovirus considerado
una de las principales virosis que afecta el rodeo lechero en Uruguay, con prevalencias
seroldgicas muy altas, incluso en animales jovenes (Puentes et al. 2016b). 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 (Kabeya et
al., 2001; OIE, 2018). Una vez ocurrida la infeccion, el virus permanece en el animal
de por vida y en un 90% de los casos de forma asintomatica, generando disturbios
importantes en el sistema inmune (Blagitz et al., 2017). Esto predispone la aparicion
de enfermedades (Emanuelson et al., 1992; Watanabe et al., 2019), una respuesta
limitada frente a la inmunizacion contra otros patdgenos (Puentes et al. 2016a; Frie et
al. 2017) disminucion en la produccion lactea y aumento de los refugos de animales
(Bartlett et al., 2013) e incluso se ha visto correlacion negativa con la reproduccion
(Puentes et al. 2016b; VanLeeuwen et al. 2010). Es discutido si BLV causa efecto
directo en la reproduccion, aunque nuestro grupo encontr6 una disminucion en la tasa
de concepcion del 26% en animales infectados con BLV (p=0.005) (Puentes et al.,
2016b). A su vez en otra tesis de grado del grupo, se evaluo si existe alguna relacion
entre BLV y la respuesta inmune natural de bovinos contra enfermedades de la
reproduccion, determinandose una asociacion entre ser seropositivo al BLV y
presentar anticuerpos contra herpesvirus bovino tipo 1) y Leptospiras spp (datos aun
no publicados), complementando las investigaciones existentes que demuestran el
efecto negativo de BLV sobre aspectos reproductivos y sanitarios (Erskine et al., 2011;
Puentes et al., 2016b; VanLeeuwen et al., 2010). BLV causa inmunodepresion y
también genera disturbios inmunolégicos a nivel de la inmunidad celular, modificando
el perfil de las células T, claves en la regulacién del sistema inmune tanto en
infecciones naturales como en respuesta a vacunaciones. Se encontr6 que vacas
infectadas con BLV tuvieron un menor titulo de IgG2 contra E. coli J5 (vacuna contra
la mastitis) (Erskine et al., 2011). Sumado a esto, nuestro grupo encontré una menor
produccion de IgM e IgGl contra Fiebre Aftosa en bovinos infectados naturalmente
con BLV e inmunizados a campo en los primeros 15 dias posvacunacion (Puentes, et
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al., 2016a).

Se ha visto que los animales seropositivos en fases tempranas de la infeccion,
desarrollan una respuesta celular con predominio de linfocitos T helper tipo 1 (Thl),
con produccion de interferon gamma y consecuentemente sintesis sobre todo de [gG2.
Esta subclase de inmunoglobulina, presenta algunas ventajas en sus funciones
bioldgicas si se compara con IgGl1. Se ha visto que posee capacidad de aglutinacion
de antigenos, que no posee la IgGl (Tizard, 2000). Sin embargo, en fases mas
cronicas con presencia de linfocitosis persistente (LP), se modifica el perfil de
inmunidad y se produce una respuesta con predominio Th2, generando citoquinas
tipica de ese perfil como ser IL4, ILS, IL10. Consecuentemente hay un cambio de
subclase de IgG, prevaleciendo ahora las IgGl(Yakobson et al., 1998). Las
alteraciones en la expresion de citoquinas mostraron 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
et al., 1996; Yakobson et al., 1998). Ademas, se ha visto que los animales infectados
con BLV, presentan menor proporcion de poblacion de linfocitos T y con capacidad
de proliferacion in vitro reducida. Las células T infectadas con el virus, favorece la
expresion de receptores inmunoinhibitorios, lo que aumenta la habilidad de los
patdgenos 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 et al., 2014).

Otro aspecto a considerar y que ha causado preocupacion en los ultimos afios, son
evidencias de algunos grupos de investigacion en cuanto a la asociacion positiva de
BLV y el cancer de mama en mujeres, manteniendo abierta la posibilidad de que se
trate de un virus zoondtico (Gao et al., 2020). Finalmente, y para los paises con
importante tradicion en la exportacion en pie de vaquillonas como lo es Uruguay, la
Leucosis bovina ha significado ademéas una de las principales barreras que ha
condicionado los precios y mercados para la exportacion desde hace ya varias
décadas. Esto ha favorecido también de alguna manera la segregacion y acumulacion
de animales seropositivos, que hoy se estiman en prevalencias que rondan el 70 a 90%
(Riet Correa et al., 2019). A todo esto, se suma ademas el hecho de que actualmente
existen aproximadamente 25 paises que han eliminado el virus de sus rodeos,
generando una tendencia de control y erradicacion global que puede traer
consecuencias en el futuro a mediano y largo plazo.

En otro plano y mas precisamente del punto de vista reproductivo, otras dos
enfermedades virales que causan gran impacto en la produccion lechera, son el
Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) agente de la Rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR) y el Pestivirus, agente de la Diarrea Viral Bovina (BVD). Ambas enfermedades
presentan alta seroprevalencia en nuestro pais, superando el 90% a nivel de
establecimientos y un 40 a 60% a nivel individual (Guarino et al., 2008; Repiso et al.,
2005). Se conoce desde hace mucho tiempo el importante efecto inmunosupresor de
BVD en los rodeos (Al-Kubati et al., 2021), fundamentalmente en presencia de
animales persistetemente infectados - Pl y las pérdidas reproductivas (embrionarias,
repeticion de celos y abortos en distintas etapas de la gestacion), causadas por ambos
virus (Yarnall & Thrusfield, 2017). Es importante resaltar brevemente esa condicion
de Pl mencionada para BVD, ya que es muy particular en su patogénesis y se basa en
la generacion de terneros inmunotolerantes al virus, por haberse infectado durante la
etapa de la educacion timica. Estos animales pueden nacer normales y ser
asintomaticos y representan el 1 a 2% de los animales en un rodeo. El problema de
estos animales es que excretan enormes cantidades de virus y de forma constante a lo

2



largo de su vida, repercutiendo precisamente en los indices reproductivos del rodeo
de cria (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017; Volker Moennig & Becher, 2018).
Por lo tanto, la solucién que han implementado exitosamente los paises para evitar las
pérdidas causadas por estos animales, es su identificacion y eliminacién del rodeo.
Esta estrategia es fundamental, aun utilizando vacunas sistematicamente. Se ha visto
que la vacunacion como Unica estrategia de control, sin eliminacion de los animales
Pl, presenta limitantes en su eficacia por la alta carga viral excretada por estos
animales (Toker et al., 2020).

En lo que respecta a IBR, es causada por el herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)
considerado uno de los patdgenos virales mas importantes para el ganado bovino,
(Muylkens et al., 2007). Su principal impacto lo encontraremos en los disturbios
reproductivos que genera, destacAndose entre ellos la mortalidad embrionaria,
repeticion de celos a intervalos irregulares, mortalidad fetal y aborto, ademas de
infecciones genitales que culminan en vulvovaginitis y cervicitis (Biswas et al., 2013).
A pesar de la alta seroprevalencia y el solido conocimiento internacional sobre las
importantes pérdidas que genera este virus (Muylkens et al., 2007), no se conoce en
Uruguay cudl es el impacto de la infeccion en los rodeos lecheros y por ende no existe
un plan nacional de control. En este sentido, el Gnico ensayo de infeccidn experimental
realizado con bovinos a campo, con el fin de evaluar el impacto de la circulacion de
BoHV-1 en ganado de cria, fue realizado por investigadores de nuestro grupo de
trabajo, obteniendo resultados significativos que demostraron un retraso de 60 dias en
la concepcion causada por la presencia del virus (Alonzo et al., 2012).

La vacunacion para estos virus (VBVD y BoHV-1) en el pais no es obligatoria, pero
se realiza desde hace varias décadas. Para controlar las mismas en los rodeos, existen
diversas vacunas comerciales. En el Uruguay solamente estd permitido el uso de
vacunas convencionales a virus inactivado, aprobadas oficialmente por el Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP) a partir del afio 1996. Se utilizan
estratégicamente en establecimientos donde existen fallas reproductivas a como
preventivo en algunos casos. Ademas, desde punto de vista comercial, no existen
restricciones en el mercado para la exportacion de animales seropositivos ya sea por
vacunacion o enfermedad. La medicion de los niveles de IgG1 e 1gG2 especificos
contra BoHV-1 y BVDV en suero, permite conocer de forma indirecta la respuesta
celular inducida luego de la vacunacion. Es asi que altos titulos de IgGl estan
relacionados a una respuesta con un perfil Th2, mientras que altos niveles de IgG2
estan relacionados a un perfil Thl(Heriazon et al., 2011; Spilki et al., 2012). En un
trabajo donde relacionaron los niveles de IgG2 e IgG1 con la reduccion de la excrecion
viral, se observo que independientemente del adyuvante utilizado en las vacunas, los
animales que tenian al momento del desafio viral niveles de la relacion 1gG2/IgG1
mayor a 1, fueron los animales que presentaron menor nimero de excrecion viral
(Romera, 2001).

En paises vecinos como Brasil, se han realizado estudios en donde se evalua la
respuesta a las vacunas frente a BVDV y BoHV-1, obteniendo como resultados una
casi indetectable inmunogenicidad generada por estas para BVD (Anziliero et al.,
2014). Este mismo resultado fue también obtenido en el Sector de Virologia de la
UFSM (Universidade Federal de Santa Maria, RS. Brasil), en donde tres vacunas
comerciales contra el BVDV fueron testeadas y unicamente se obtuvieron titulos en
un pequefio grupos de animales y estos eran bajos (Flores, 2018). Por otro lado se
pudo establecer que diferentes vacunas para BoHV-1 generaron respuestas con titulos
neutralizantes aceptables (Anziliero et al., 2014). En 2017 un meta-analisis concluyo
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que la vacunacion (tanto con vacunas virales vivas modificadas como inactivadas)
contra el BoHV-1 disminuyo el riesgo de aborto en un 60%, confirmando el beneficio
de incluir este método como un componente mas en el programa de salud de los
rebafios (Newcomer, et al., 2017b). Si bien algunas de estas vacunas han demostrado
ser eficaces, en la practica no se tiene en cuenta muchas veces la presencia de BLV
como enfermedad inmunosupresora/inmunomoduladora, pudiendo disminuir la
eficacia de la vacunacion y la proteccion del rodeo asi como del propio BVDV como
inmunosupresor por si mismo. Hasta el momento no existen en nuestro pais estudios
que midan la respuesta inmune generada por las vacunas que se utilizan, y tampoco
en relacion con el estado seroldgico para BLV.

Por otro lado, relacionado con enfermedades de interés reproductivo, se presenta el
gammaherpesvirus tipo 4 (BoHV-4). EI mismo es de distribucion mundial y ha sido
aislado de bovinos con infecciones respiratorias, vulvovaginitis, mastitis, abortos,
endometritis y de animales aparentemente sanos en diferentes partes del mundo
poniendo de manifiesto el riesgo que podria representar para la salud pablica. Si bien
no se ha reconocido como agente causal de una entidad patoldgica en particular, se
asocia principalmente con infecciones del tracto reproductivo de los bovinos (Moran
et al., 2015). La infeccion latente que desarrolla es una herramienta de supervivencia
del virus. En algunas ocasiones se ha visto que se establece latencia en células de la
linea monocitica, como también en tejidos del sistema nervioso periféricoy / o central
(Campos et al., 2014). Segun algunos autores Donofrio et al., 2009; Kruger et al.,
2015; Verna et al., 2012, este virus infecta las células mononucleares de la sangre y
presenta tropismo especifico por endotelio vascular, tejido mamario, endometrio y
tejidos fetales. EI BoHV-4 cobra cada vez mas importancia en los problemas
reproductivos debido a que, junto a su capacidad patoldgica, predispone la aparicion
de otras enfermedades (Chastant-Maillard, 2013). Su impacto negativo en el
rendimiento reproductivo ha sido sugerido por un estudio epidemiolégico donde se
puede ver que la seroprevalencia contra BoHV - 4 es mayor en hembras abortadas y
en los cuadros de repeticion de celo respecto a hembras que no presentan problemas
reproductivos (Cvetojevi¢ et al., 2016). Pero se desconoce la presencia del virus
gammaherpes bovino 4 a nivel nacional y cual es el impacto que el mismo puede tener
en la salud animal. Los resultados de esta tesis, es entonces el primer estudio de BoHV
- 4 en nuestro pais.

En cuanto al diagnostico de las enfermedades, es otro punto importante en los planes
de control de enfermedades. En lo que respecta al diagnéstico de estas tres
enfermedades (IBR, BVD y BLV), se puede decir que la principal estrategia es la
deteccion de anticuerpos mediante ELISA o Seroneutralizacion in vitro (para IBR 'y
BVD) y el uso de pruebas moleculares como la PCR para la deteccion directa del
agente (OIE, 2018). En lo que respecta a BLV la carga proviral varia entre los animales
infectados y tiende a aumentar a medida que progresa la enfermedad y también se ha
visto que la capacidad de transmision viral disminuye significativamente en animales
con baja carga proviral (Juliarena et al., 2007). Esto puede ser muy Util y relevante a
la hora de implementar programas de control de la infeccion en rodeos lecheros,
mediante monitores estratégicos. Es asi que la técnica de droplet digital PCR (ddPCR)
es una herramienta altamente sensible, desarrollada para la deteccion y cuantificacion
de acidos nucleicos. Permite detectar pequenas diferencias porcentuales y cuantificar
variantes raras (Hayden et al., 2013; Pinheiro-de-Oliveira et al., 2018; White et al.,
2012), presentando ventajas importantes en comparacion con las herramientas
existentes (Inmunodifusion en gel agar (IDGA), ELISA, nPCR, Real time PCR) para
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el diagnostico de las virosis. En BLV, las técnicas de laboratorio son determinantes a
la hora de diagnosticar animales infectados de forma subclinica ya que representan el
90% de los infectados por este virus, especialmente aquellos que presentan
infecciones recientes o que tienen baja carga proviral. Partiendo de los antecedentes
mencionados y la necesidad creciente de un diagndstico precoz y preciso de la
enfermedad para disminuir su transmision y las pérdidas productivas indirectas
asociadas a esta enfermedad y realizar control mediante segregacion de rodeos, fue
cometido de esta tesis doctoral aplicar la ddPCR para la deteccion y cuantificacion de
la forma proviral de BLV en animales naturalmente infectados y comparar los
resultados con los obtenidos utilizando técnicas de referencia para la OIE (IDGA,
ELISA, nPCR).



2. HIPOTESIS

2.1 La droplet digital PCR (ddPCR) permite detectar mas precozmente la presencia
del ADN (provirus) del virus de la Leucosis Enzoética Bovina (BLV) en animales
naturalmente infectados en comparacién con las técnicas existentes, logrando ademas
una cuantificacion con alta reproducibilidad y precision.

2.2 El herpesvirus tipo 4 (BoHV-4) esta presente en rodeos del Uruguay en animales
asintomaticos con 0 sin  antecedentes de pérdidas  reproductivas.

2.3 Las vacunas comerciales contra BoHV-1 comercializadas en Uruguay presentan
alta inmunogenicidad cuando son aplicadas a campo, resultando en un nivel suficiente
de anticuerpos protectores frente a la exposicion natural.

2.4 Larespuesta inmune humoral en animales vacunados durante el pre servicio contra
el virus de la Diarrea viral bovina y el virus de la Rinotraqueitis infecciosa bovina en
términos cualitativos y cuantitativos difieren cuando los animales estan infectados con
BLV.

2.5 La performance reproductiva estd afectada negativamente en animales con alta
carga proviral de BLV y/o respuestas de anticuerpos bajas contra los virus de la
Diarrea viral bovina y Rinotraqueitis infecciosa bovina.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Estandarizar nuevas técnicas de diagndstico para Leucosis Bovina Enzoética y
Herpesvirus Bovino y analizar la respuesta inmune de los animales, asi como la
interaccion entre las principales virosis que afectan el sector lechero nacional.

3.2 Objetivos especificos

1.

N

Puesta a punto de la droplet digital PCR (ddPCR) para el provirus del BLV y
comparacion en su capacidad diagndstica con otras técnicas recomendadas por
la OIE.

Determinar la presencia de BoHV-4 en rodeos del Uruguay.

Evaluar la inmunogenicidad de cuatro vacunas comerciales contra BoHV-1
utilizadas en nuestro pais.

Evaluar la respuesta inmune humoral a campo frente a la vacunacion contra
IBR y BVDV en hembras bovinas y su relacion con la infeccion con BLV.
Determinar la carga proviral de BLV en vaquillonas infectadas naturalmente y
analizar su relacion con la tasa de prefiez obtenida.

Asociar la respuesta inmune humoral frente a IBR y BVDV con la
performance reproductiva de los animales inmunizados a campo.



4. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Esta tesis doctoral se divide en cuatro experimentos, dos dedicado a diagnostico y
otros dos a la respuesta inmune en bovinos. En el primer experimento, se busca
responder las siguientes interrogantes: ¢Es la droplet digital PCR (ddPCR) una
herramienta aplicable para la deteccion y cuantificacién de BLV? ¢Presenta la ddPCR
mayor sensibilidad para detectar la infeccion por BLV? Para responder estas
preguntas, se estandariz6 una ddPCR para la deteccién de una porcion del gen que
codifica para la glicoproteina gp51 del BLV, analizando su sensibilidad mediante
infeccion experimental en ovinos y en la deteccion y cuantificacion de bovinos
naturalmente infectados. En el segundo experimento, se buscO responder las
interrogantes: ¢Esta presente el BoHV-4 en bovinos de nuestro pais? Se estandarizo
una nested PCR para la deteccion de BoHV-4 y mediante técnicas seroldgicas de
ELISA se establecio la seroprevalencia de herpesvirus tipo 1, 4 y BVDV en los rodeos
estudiados. En el tercer experimento, se buscO responder las interrogantes: ¢Las
vacunas utilizadas actualmente en la inmunizacion de los rodeos de Uruguay, son
capaces de generar titulos de anticuerpos neutralizantes contra el BoHV-1 suficientes
para otorgar proteccion?, ;Existen diferencias entre la inmunidad generada por
diferentes vacunas comerciales utilizadas en Uruguay?, ¢ La presencia de otros agentes
infecciosos en vacunas polivalentes aplicadas simultaneamente con BoHV-1 (BoHV-
1 + vacuna contra Fiebre Aftosa o0 BoHV-1 + clostridiales), influye en el desarrollo
de inmunidad de los animales contra BoHV-1? En este experimento se realizaron
diferentes protocolos de inmunizacion con vacunas comerciales disponibles en
Uruguay y se evalud la respuesta inmune mediante las técnicas de seroneutralizacion
(SN) y ELISAs desarrollados en nuestro laboratorio para los diferentes isotipos de
inmunoglobulina G. En el cuarto experimento, se buscd responder las siguientes
interrogantes: ¢ Las hembras bovinas libres de la infeccion con BLV generan a campo
una respuesta inmune humoral significativamente mayor que los animales infectados
frente a la vacunacion contra IBR y BVDV? ¢Impacta la infeccion por BLV y/o la
carga proviral en los porcentajes de prefiez? Para esto se inmunizaron grupos de
vaquillonas Holando BLV+ y BLV- y se evalu6 la respuesta inmune generada
mediante SN in vitro, ELISAs y carga proviral mediante ddPCR, técnicas
desarrolladas en experimentos anteriores. Ademas, se realizO un seguimiento
reproductivo de los animales y ante la causal de abortos, se procedi6 al diagndstico
etioldgico de las causas de los mismos.

4.1 Experimento numero 1:

“Puesta a punto de la droplet digital PCR (ddPCR) para el provirus del BLV y
comparacion en su capacidad diagnostica con otras técnicas recomendadas por
la OIE. (Articulo cientifico N° I)”

Animales y protocolo experimental

A) La infeccion experimental con BLV se llevo a cabo en un modelo ovino
(Porta et al., 2019). Se utilizaron 6 animales de un establecimiento
comercial con producciéon ovina del departamento de Florida. Se
infectaron 4 hembras Corriedale adultas (aproximadamente 2 afios)
administrando una inyeccion IM con 1 ml de solucion de infeccion (10 pL
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B)

de sangre completa de una vaca infectada naturalmente con BLV+
diluidos en 1 mL de PBS) y se usaron otras 2 ovejas como controles no
infectados mantenidos en las mismas condiciones. Se tomaron muestras
de sangre (15 mL) con aguja 19 G de la vena yugular de cada animal en
tubos con y sin EDTA para obtener ADN y suero a los 0, 2, 6, 9, 13, 21,
30 y 60 dias post -infeccion (dpi). EI protocolo experimental fue aprobado
por el Comité Etico en el Uso de Animales (CEUA-FVET- Exp. 111900-
000572-20).

Infeccion natural con BLV: Se utilizaron vaquillonas Holando (n = 34),
pertenecientes a un campo de recria de ganado Holando del Uruguay. Las
mismas fueron analizadas previamente para anticuerpos contra BLV cada
3 meses durante 12 meses por ELISA y nPCR en el tiempo 0 y 12 meses
para obtener los grupos de BLV positivo y BLV negativos. Se tomaron
muestras de sangre (10 mL), con y sin anticoagulante para obtener ADN
y sueros, de todos los animales mediante venopuncién coccigea y se
almacenaron a -20°C hasta su procesamiento. Los anticuerpos se midieron
cada ~2 meses (5 veces en total). El protocolo experimental fue aprobado
por el Comité Etico en el Uso de Animales (CEUA-FVET- Exp. 111100-
000068-15).
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Abstract. Droplet digital PCR (ddPCR) is a highly sensitive tool developed for the detection and quantification of short-
sequence variants—a tool that offers unparalleled precision enabling measurement of smaller-fold changes. We describe
here the use of ddPCR for the detection of Bovine leukemia virus (BLV) DNA provirus. Serum samples and whole blood
from experimentally infected sheep and naturally infected cattle were analyzed through ddPCR to detect the BLV gp51 gene,
and then compared with serologic and molecular tests. The ddPCR assay was significantly more accurate and sensitive than
AGID, ELISA, nested PCR, and quantitative PCR. The limit of detection of ddPCR was 3.3 copies/uL, detecting positive
experimentally infected sheep beginning at 6 d post-infection. The ddPCR methodology offers a promising tool for evaluating

the BLV proviral load, particularly for the detection of low viral loads.

Key words: bovine leukemia virus; droplet digital PCR; enzootic bovine leukosis; proviral load.

Bovine leukemia virus (BLV; Deltaretrovirus) is one of the
most widespread livestock pathogens in dairy herds. It is
estimated that a high proportion of herds are infected with
BLV in North and South America.>**** Approximately 40%
of BLV-infected cattle will develop persistent lymphocytosis
within a few years of infection; <5% of infected cattle
develop lymphosarcoma.”" The high prevalence of BLV
infection is the result of the common occurrence of infected
cattle that remain subclinical, a condition referred to as aleu-
kemic.*'? With little effort to control the spread of BLV, the
virus is widely prevalent in many places.

BLV infection can impact innate and adaptive immune
system cells and alter the proper functioning of uninfected
cells.'”” BLV infection may also induce changes in the com-
plex balance of cytokine expression, cell proliferation, and
programmed cell death in both T- and B-lymphocytes, which
is critical for immune competence and effective response to
infectious challenge.'® Thus, a decreased immune response
to immunization may be expected in seropositive animals.
Indeed, low-magnitude serologic responses to a commercial
foot-and-mouth disease vaccine®® and a J5 Escherichia coli
vaccine'® have been observed. Dairy cows infected with
BLV have altered immune function associated with decreased
milk production and shortened lifespan.>*

Although cattle and water buffaloes are the natural hosts
of BLYV, other species can be infected experimentally, with
different clinical, hematologic, and immunologic manifesta-
tions. Sheep are not naturally infected with BLV,” but can

become infected using blood from BLV-infected cattle,
infectious BLV molecular clones, or tumor-derived cells.*®
Experimentally infected sheep can be used as a model to test
for BLV to avoid false negatives in cattle tests. Sheep in par-
ticular exhibit interesting biological features for evaluating
BLV pathogenesis as well as for diagnostic purposes. BLV-
infected sheep develop tumors typical of the disease and dis-
play signs of lymphosarcoma 2.5y after BLV infection,
which is much faster than in cattle.” The fetal lamb kidney
(FLK) cell line persistently infected with BLV (FLK-BLV) is
one of the long-term cultures used most commonly for the
production of virus.*®

Laboratory techniques must detect subclinical infec-
tions accurately because animals infected subclinically
represent 90% of BLV infections, especially those with
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recent infections or with low proviral load (PVL). The
World Organisation for Animal Health (OIE) recommends
the use of ELISA and agar gel immunodiffusion (AGID)
tests for antibody detection, and nested PCR (nPCR) for
agent identification; real-time PCR (rtPCR) is also now
incorporated.®’ The rtPCR has been implemented widely
for clinical viral load testing, but relatively poor precision
has hindered its usefulness."

Classic BLV eradication programs rely on the correct
identification and segregation or elimination of BLV-infected
animals.*"** However, serologic tests may fail to detect BLV-
specific antibodies in recently infected animals (false nega-
tives) or may detect maternal antibodies in calves borne to
BLV-positive cows.”” To date, at least 20 countries have
eradicated BLV successfully through control programs, yet
BLV remains highly prevalent (up to 90%) in many regions
of the world, including Eastern Europe, South America, and
several Asian countries.** The primary management prac-
tices used to prevent new infections are early identification
and segregation or culling of infected cattle.*** Furthermore,
in certain physiologic states, such as the peripartum, the nat-
ural decrease of specific anti-BLV antibodies may produce
false-negative ELISA results from day —20 to 60.** Whole
blood PVLs may be a good indicator of disease progression
in the field,”" making PVL useful for disease control pro-
grams, given that it has been shown that animals with low
PVLs are less effective in viral transmission®*?° and that they
can be kept near negative herds.

As a feasible approach to control the virus, selection of
cattle carrying the BoLA-DRB3*0902 allele has been pro-
posed, given that this allele is strongly associated with a BLV
infection profile or the low PVL phenotype.” Therefore, the
inclusion of highly sensitive screening assays might increase
the efficiency of an eradication program, especially for herds
with low within-herd prevalence.

The precise quantification of BLV in subclinical animals
in countries in which the prevalence of infection is medium
or high has been suggested as a key strategy for viral control
in dairy cattle."*** However, more evidence is necessary to
demonstrate the effectiveness in the control of transmission
from the segregation of the herd at high and low PVLs. It
may be that this strategy has not been applied on a large scale
because methodologies that allow viral quantification in a
simple, precise, and reproducible way and in different matri-
ces (blood or milk) have not been developed. Until recently,
quantitative PCR (qPCR) was the only option, which has
limitations such as the need for a reference gene, and its low
efficiency in the presence of matrices with inhibitors. The
inadequacy of qPCR was demonstrated in a comparison of
the performance of 6 different gPCR assays, demonstrating
wide discordance in the ability to detect and quantify BLV
infections.'” These limitations are partially or totally resolved
with droplet digital PCR (ddPCR), suggesting that ddPCR
would be an excellent alternative for BLV control programs.

ddPCR is a highly sensitive tool developed for the detec-
tion and quantification of a range of microorganisms,*
including other deltaretroviruses, such as the human T-cell
lymphotropic virus (HTLV1; Primate T-lymphotropic virus
1).’! Digital PCR advantages include DNA quantification
without the need for calibration curves, thereby allowing for
exact values to be obtained easily.**** Digital PCR can mea-
sure smaller copy number variations than qPCR*” and can
determine the absolute quantification of samples with higher
precision and reduced PCR bias, reducing influencing fac-
tors and making results more reliable and reproducible.’**"!
Digital PCR allows small percentage differences to be
detected and variants to be quantified, a significant advan-
tage compared to existing tools (AGID, ELISA, nPCR,
rtPCR) for the detection and control of BLV.

Our objective was to standardize a ddPCR or digital
PCR (last-generation PCR) assay for the detection and
quantification of the proviral form of BLV in subclinical
animals and to compare the results with those obtained
using reference techniques.

Materials and methods

Controls

As a positive control, we used DNA extracted from an
FLK-BLV cell line. These cells were cultured in RPMI
1640 medium (Corning) supplemented with 5% inactivated
fetal bovine serum. A gp51 glycoprotein recombinant plas-
mid (vector Ptop-Blunt-V2; Macrogen) was used as an
additional positive control. The expected copy number was
calculated according to the molecular weight of the plasmid
and the DNA concentration. As a negative control, genomic
DNA (gDNA) from species unrelated to the natural BLV
host was used (ovine, equine, canine species); ultra-pure
water was used as a no-template control (NTC) to avoid
false negatives.

Experimental infection of sheep with BLV

Experimental BLV infection was carried out in a sheep
model.*** Four adult female Corriedale sheep (~2-y-old)
were given an IM injection of 1mL of infection solution
(10 uL of whole blood from a BLV+ naturally infected cow,
in 1 mL of PBS), and 2 other sheep were used as uninfected
controls kept in the same conditions. The sheep were kept on
a sheep farm in southern Uruguay in a natural pasture field
under typical feeding conditions, with ad libitum access to
water. Blood samples (15 mL) were taken with a 19-G needle
from the jugular vein of each animal into tubes with and
without EDTA to obtain DNA and serumon 0, 2, 6,9, 13, 21,
30, and 60d post-infection (dpi). The experimental protocol
was approved by the Ethical Committee on the Use of Ani-
mals (CEUA-FVET-Exp. 111900-000572-20).
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Figure 1. Bovine leukemia virus (BLV) mean antibody titer
determined by ELISA for heifers >1-y-old analyzed by droplet
digital PCR to determine BLV— or BLV+ status.

Cattle naturally infected with BLV

Holstein heifers (n=34), belonging to a cattle breeding farm
in Uruguay, were analyzed for BLV antibodies every 3 mo
for 12mo by ELISA (Fig. 1) and nPCR at time 0 and 12mo
to obtain BLV-positive and -negative groups. Blood samples
(10mL), with and without anticoagulant to obtain DNA and
sera, were taken from all animals by coccygeal venipuncture
and stored at —20°C until processed. Antibodies were mea-
sured every ~2mo (5 times in total); nPCR was performed at
0d and at 12mo in all animals. The experimental protocol
was approved by the Ethical Committee on the Use of Ani-
mals (CEUA-FVET-Exp. 111100-000068-15).

Determination of anti-BLV antibodies by
AGID and ELISA

AGID was performed with a commercial kit (FCV-UNLP-
Argentina) following the manufacturer’s instructions and the
recommendations of the OIE.* Antigen and test sera were
combined (35 pL each) and plated on 1% agarose gel plates.
The precipitation bands (positive results) were visualized
with indirect light 72h post-incubation at room temperature
in a humid chamber.

Anti-BLV antibodies were detected in individual sera
with a blocking ELISA (P02140-10; Idexx) according to the
manufacturer’s instructions and the recommendations of the
OIE.* A 2x dilution of 50 uL of serum was used, and results
were read at an optical density of 450nm in a microplate
spectrophotometer.

DNA extraction and digestion

DNA extraction from whole blood samples was performed
using a phenol-chloroform protocol.?? Isolated DNA was
quantified with a UV-Vis spectrophotometer (NanoDrop;
Thermo Fisher) and quality evaluated on agarose gels. After
extraction, the DNA was digested with BamHI (Bioron) at

37°C for 15min and the enzyme inactivated by heating at
65°C for 20 min.*

Nested PCR

The nPCR targeted a region of 444 bp on the env BLV gene
(the gp51 coding gene). Two rounds of amplification used
the following primers: F1: 5'-TCTGTGCCAAGTCTCCCA
GATA-3’; RI1: 5-AACAACAACCTCTGGGAA-3'; F2:
5'-CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT-3"; R2: 5-GCGAG
GCCGGGTCCAGAGCTGG-3'. The 25-uL reactions con-
tained 12.5uL of 2x MangoMix (Bioline), 1 uL (10 uM) of
each primer, and 50ng of DNA template. The result of the
amplification was visualized in 1.5% agarose gels in TAE 1x
buffer (40mM Tris, 20mM acetic acid, 1mM EDTA,
pH 8.3), stained with GoodView nucleic acid stain (SBS
Genetech).'**

Real-time PCR

BLV proviral DNA quantification was performed using a
SYBR green fluorescence assay (7500 real time PCR sys-
tem; Applied Biosystems). The qPCR was performed follow-
ing a modified protocol,”**’ using the following primers: F:
5'-CCTCAATTCCCTTTAAACTA-3' and R: 5-GTACC
GGGAAGACTGGATTA-3'. The sensitivity of these BLV
SYBR qPCR assays was described as 2 copies per reaction.*
The reaction was performed in a volume of 25 L containing
12.5uL of 2x Fast start SYBR green kit (Roche), 1puL
(10 uM) of each primer, and 100ng of DNA template. The
thermocycler profile included a pre-denaturation of 2 min at
50°C, then denaturation for 10min at 95°C, followed by 40
cycles of 15s at 95°C, 15s at 55°C, and a final extension of
60s at 60°C. The plasmid pBLV1 containing the BLV pol
gene was used as a standard. Ten-fold dilutions of this stan-
dard were made: 5x 10 to 5 x 10” copies/pL. Positive results
were classified in high and low PVLs, with a cutoff of 2,000
copies/ug of DNA."

Primer and probe design for ddPCR

The primers and probe were designed using Primer3web
v.4.1.0 (https://primer3.ut.ee/),”>***® physicochemical param-
eters were calculated by NetPrime (PREMIER Biosoft Inter-
national; http://www.premierbiosoft.com/netprimer/), and
specificity and spurious pairing were determined with NCBI
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).”

No artifacts were observed on the qPCR SYBR green
melting curve. Artifacts were investigated using 2 experi-
ments in rtPCR, the first without DNA, varying the concen-
tration of the forward and reverse primers in the final
concentrations of 0.5mM, 0.25mM, 0.125mM, 0.062 mM,
and 0.031 mM (Table 1). The second experiment used con-
centrations of 0.35mM, 0.5mM, 0.75mM, 1.25mM, and
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Table 1. Experimental design for primer concentration optimization measured as cycle threshold.

Forward primer (mM)

Reverse primer (mM) 0.5 0.25 0.125 0.062 0.031
0.5 31.0 31.9 31.9 36.4 38.7
0.25 31.5 33.0 31.2 34.8 37.0
0.125 3255 342 33.2 37.1 UD
0.062 34.4 359 353 UD UD
0.031M 37.0 37.0 37.2 UD UD

UD=undetermined.

DNA from 39 samples to determine the influence of target
DNA on the formation of artifacts.

Droplet digital PCR for BLV quantification

ddPCR was performed (QX200 droplet digital PCR system;
Bio-Rad) per the manufacturer’s protocol. The probe and
primer sequences were designed to amplify a partial segment
of the BLV env gene. The primer sequences were F:
5'-CAGTGACTGGGTTCCCTCTGTC-3’ and R: 5'-AGG
GCGAGRCCGGGTCCAGAG-3'; the probe was HEX-5'-
CCCTCCCTGGGCTCCCGARA-3'-BHQI. Briefly, in a
typical 20-uL assay, 1 pL of DNA sample was mixed with
1 puL of each primer (10 uM), 0.5 uL of probe (10 uM), and
2 x Supermix emulsified with oil (Bio-Rad); the droplets
were transferred to a 96-well plate (Eppendorf). The PCR
assay was performed in a thermocycler (C1000 touch cycler;
Bio-Rad) with the following parameters: initial denaturation
of 10min at 95°C, then 40 cycles of 30s at 94°C, and 10 min
at 58°C, with final deactivation of the enzyme for 10 min at
98°C. The presence of fluorescent droplets determined the
number of resulting positive events that were analyzed in the
software (QuantaSoft v.1.7.4; Bio-Rad), using dot charts.
The BLV PVL was determined as copies/uL of bovine
gDNA. Each sample was run in duplicate, and results were
averaged.

Sensitivity and specificity of ddPCR

In order to initially evaluate the sensitivity (how well the test
could identify true positives) and specificity (how well the
test could identify true negatives) of this proposed ddPCR
method, we analyzed a cell line persistently infected with
BLV (FLK) and a recombinant plasmid containing BLV as
positive samples. We also tested the ability of the technique
to detect the virus both in highly pure samples (plasmids)
and in samples of cells infected with the virus.***! In addi-
tion, DNA from complete genomes of unrelated animal spe-
cies was used as negative control.

To gauge the accuracy of ddPCR as a qualitative method,
the results of a set of samples were compared with other stan-
dard technics. BLV-infected sheep were defined as true posi-
tives; uninfected sheep were used as true negatives. Serum

and DNA samples from both groups (uninfected and infected
animals) were analyzed by AGID, ELISA, nPCR, and
ddPCR. Sensitivity (true positive rate) and specificity (true
negative rate) were calculated (v.9.0.1.1; MedCalc). We also
compared results of herd samples obtained by qPCR and
ddPCR; mean copy number and the Pearson correlation coef-
ficient for time were calculated.

The digested DNA was compared to undigested DNA
using ddPCR with sample dilutions of 1:10, 1:100, 1:1,000,
and 1:10,000 of single samples (F3542) in a one-step reac-
tion with 15 min of digestion by BamHI.

Validation of quantitative ddPCR method

Five 10-fold dilutions of the linearized recombinant plasmid
containing the gp5/ sequence (vector Ptop-Blunt-V2), in
triplicate, and 2 NTC were quantified by ddPCR to validate
the quantitative method according to ISO/IEC 17025:2017
(https://www.iso.org/standard/66912.html). Linear regres-
sion was used to estimate an analytical curve characterized
by the slope (analytical sensitivity), intercept, and confirmed
by R*. Assuming confidence of 95%, the standard error at the
intercept (SE) permitted calculation of the limit of detection
(LOD=3.3 x[SD of intercept/slope]) and limit of quantifica-
tion (LOQ=10[SD of intercept/slope]). For selectivity anal-
ysis, DNA extracted from blood from ovine, equine, and
canine species and from uninfected bovine or ovine sera
were tested. Other selective analysis of the primers designed
for ddPCR was performed in silico using Primer-BLAST
(consulting non-redundant [nr] databank).

Results

Primer and probe design

The primers and probe were designed to amplify a small
region of the BLV env gene gp51. Three sets of primers and
probes were generated, and the set with the best physico-
chemical parameters was chosen. For this set, with a 162-bp
amplicon size, the self-dimer AG was —2.84 Kcal/mol and
—6.91 Kcal/mol for the forward and reverse primers, respec-
tively, and the cross dimer AG was —5.35Kcal/mol. The
melting temperature (Tm) was at least 60°C for each primer
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Figure 2. Output from droplet digital PCR of plasmid dilutions
containing the bovine leukemia virus gene gp5/ from 0.02ng/pL
to 0.02x 10 ng/uL (A06-G06) and NTC (H06). Gray=negative
events; green=positive events.

and 70°C for the probe. The theoretical Tm was tested empir-
ically, indicating that 60°C was the ideal temperature. Our
search on Primer-BLAST returned 8,670 hits; a maximum of
2 variable loci were detected in the primer, which was com-
pensated for by incorporation of degenerate primers with sat-
isfactory hybridization to both primers and probe.

Empirical tests showed that gPCR with 0.1-0.5 mM prim-
ers, in the absence of DNA template, generated nonspecific
amplification (Ct=32 and 30.9, respectively). However, in
the presence of target DNA or nonspecific DNA template,
this amplification disappeared. The reactions carried out
with the probe did not show nonspecific amplification.

Standardization and validation of quantitative
ddPCR

The assay performed well on the ddPCR platform, showing a
LOD in the scatterplots of event number (droplets) versus
fluorescence amplitude (Fig. 2). The QuantaSoft software
provides autoanalysis as well as manual thresholding tools
that allow correct designation of positive and negative drop-
let populations. Positive drops were determined by fluores-
cence intensity using QuantaSoft software. Only drops that
exceeded the threshold value were counted as positive. The
linear regression of 17 points (5 plasmid dilutions in tripli-
cate and 2 NTC) generated an analytical curve with linear
correlation R?=0.9952, sensitivity (slope) of 17,780, and
intercept of —0.2306. Assuming a 95% confidence level, we
could calculate a LOD of 3 copies/uL of reaction volume and
a LOQ of 11 copies/uL of reaction volume. We used 1 puL in
a typical reaction. In a qualitative analysis, animals with a
ddPCR result of >3 copies/uL of reaction were considered
positive.

The selectivity analysis for ddPCR showed no amplifica-
tion when whole blood gDNA from a sheep, a horse, and a
dog, and BLV-uninfected sheep were tested. The in-silico
analysis of the primers with Primer-BLAST found similari-
ties only to BLV (909 of 932 matches) in queries made to nr
databank, considering virus (taxid: 10239) or retrovirus
(taxid: 11632) subsets, respectively.

Sheep infected experimentally with BLV

From 13 dpi, the 4 BLV-inoculated sheep were positive
by nPCR. Specific antibodies were detected on day 28 in
all infected sheep (4 of 4) by AGID and ELISA. Unin-
fected sheep remained negative by nPCR and serologic
tests throughout the experiment (Table 2). On the other
hand, ddPCR detected BLV from 2dpi in 3 of 4 BLV-
positive sheep and at 6 dpi in all animals. Control sheep
remained negative throughout the study by ddPCR (Table
2; Fig. 3).

Cattle infected naturally with BLV

Of the 34 animals analyzed, 20 were positive (BLV+) and 14
remained negative (BLV—) for 12mo by ELISA and nPCR.
The samples from both groups were analyzed by qPCR and
ddPCR. Of the animals determined to be negative by ELISA
and nPCR, 100% were negative by qPCR, whereas 35%
were positive by ddPCR (Table 3). The ddPCR-positive sam-
ples were sent for sequencing, and the presence of the BLV
gp51 gene was confirmed (data not shown). Of the positive
samples that were analyzed twice (0 and 365d), the mean
PVL measured by qPCR at time 0 was 8,266 copies/ug DNA,
and at 365d was 16,510 copies/ug DNA. For ddPCR, the
count at time 0 was 29,325 copies/ug DNA, and at 365 d was
26,611 copies/ug DNA (Fig. 4). When classified by viral
load (high and low load), the tests coincided in 50% of the
samples.

Sensitivity specificity

The proposed ddPCR method was able to detect BLV in the
FLK cell line and recombinant plasmid. Otherwise, no
amplification was obtained from uninfected animal gDNA.
The provirus was not detected in the control sheep (not
experimentally infected) over the test period, demonstrating
100% specificity of the ddPCR in true-negative samples. The
ddPCR was able to detect BLV from 2dpi, whereas nPCR
positive detection was at 13 dpi (Tables 2 and 4). The possi-
bility that these were false-positive results was ruled out by
sequencing digital PCR products and confirming 100% simi-
larity with the BLV gp5/ gene deposited at GenBank using
BLAST (data not shown).

Digestion of gDNA could potentially increase the sensi-
tivity of detection or BLV in positive samples. The results
analysis found 40% more copies/pL in the digested sample
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Table 2. Sheep experimentally infected with bovine leukemia virus (n=4) and controls (n=2) detected by agar gel immunodiffusion
(AGID), ELISA, nested PCR (nPCR), and droplet digital PCR (ddPCR) until day 60.

Infected sheep (no. of positive samples)

Day 1 Day 2 Day 6 Day 9

Day 13

Day 21 Day 28 Day 60 Control sheep (day 60)

AGID 0 0 0 0 0
ELISA 0 0 0 0 0
nPCR 0 0 0 0 4
ddPCR 0 3 4 4 4

0 4 4 0

0
4
4
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(=R =)

1,000

800

Copy number per reaction

600

400
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Time (d)

sheep 4

Figure 3. Number of copies of gp5/ from bovine leukemia virus—infected sheep quantified by droplet digital PCR.

than the nondigested sample, but results were irregular at
1:1,000 and 1:10,000.

Discussion

Quantification of PVL using ddPCR has been established for
human retroviruses, wherein the PVL in HTLV1 infections
was used as a marker of disease progression.* Based on the
similarities in pathogenesis between HTLV and BLV, we
optimized ddPCR for BLV in peripheral blood of naturally
infected cattle and experimentally infected sheep. The result-
ing ddPCR was highly sensitive and specific for BLV from
various infected animals, making it suitable for use in early
detection, to clarify inconclusive samples analyzed by qPCR,
as well as for PVL quantification. Droplet digital PCR has
not been optimized previously for a provirus of animal ori-
gin, to our knowledge, and this technique could be applied to
other viruses of veterinary interest.

The primary challenge of the ddPCR approach is avoiding
accidental subquantification of the proviral gene, which can
be avoided through the complete digestion of the host
genome with restriction enzymes, with the caveat that the
digest does not affect the provirus assay. With this precau-
tion, we found ~40% more copies of BLV after digesting the
samples. Although this strategy significantly increases the
sensitivity of the test,"'® there may still be droplets with
more than one viral target.

Our ddPCR assay was able to detect positive sheep
from 2dpi, whereas nPCR, the OIE reference method,
detected positive sheep from 13dpi. Although not a
replacement for nPCR, the greater sensitivity of ddPCR
has an advantage for the detection of BLV in the earliest
days of infection, when the proviral load is very low We
did not compare the sensitivity of ddPCR to qPCR; how-
ever, it would be expected that the sensitivity of qPCR is
similar to that of nPCR.""**
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Table 3. Molecular detection of bovine leukemia virus in ELISA-negative heifers after 1-y observation in an infected herd. Results of

real-time PCR (rtPCR) and droplet digital PCR (ddPCR) in copies/pL.

rtPCR ddPCR

1D No. of viral copies Qualitative result No. of viral copies Qualitative result

1 0 - 0 -

2 0 - 7.6 +

3 0 - 4.8 +

4 0 - 0 -

5 0 - 0 -

6 0 - 4.0 +

7 0 - 0 -

8 0 - 0 -

9 0 - 0 -

10 0 - 4.0 +

11 0 - 0 -

12 0 - 6.8 +

13 0 - 0 -

14 0 - 0 -
—=negative; +=positive.

Using control sheep not experimentally infected, the 150,000 -

provirus was not detected over the test period in these ani-
mals, demonstrating 100% specificity of the ddPCR in
true-negative samples. The use of DNA from cattle (the < -
natural host of BLV) as truly negative samples is not fea- pd
sible given that the prevalence of BLV in dairy cattle in o 100,000
Uruguay is 80-90%, increasing the possibility of false g_’ .
negatives. We analyzed samples from 14 heifers that were ) 5]
seronegative for BLV by ELISA during 1y, and 5 tested Q —
positive for BLV by digital PCR. To confirm that these 8— 50,000 — [ 4
were true positives and rule out the possibility of cross- (&)
contamination in the DNA samples, these 5 animals were
tested in duplicate, and results were confirmed by sequenc-
ing (data not shown). The LOD of this technique is 3 cop- 0
ies/uL, an improvement compared to 5 copies/uL 0 364
detectable by qPCR of blood samples,*> which may
explain the 5 new positive samples. It may be that these Time (d)
animals carried an undetectable permanently low PVL.
Based on these results, we recommend the cautious use of e rtPCR ® ddPCR

samples from negative cattle diagnosed by the currently
available tests, when comparing detection tools or immune
responses to BLV.

In addition to nucleic acid detection, ddPCR is a platform
designed to provide high precision for quantification of tar-
get molecules because it carries out direct quantification
without requiring a calibration curve.'”* In contrast, the
rtPCR assays used widely in diagnostic laboratories around
the world show significant variability in the measurement of
the BLV proviral DNA copy number among laboratories,
even when qPCR is performed by experienced staff.?**%4°
We found that PVLs were not concordant between qPCR and
ddPCR. In general terms, ddPCR detected a significantly

Figure 4. Quantification of bovine leukemia virus (BLV)
proviral load by droplet digital PCR (ddPCR) and real-time
PCR (rtPCR) of BLV-positive Holstein heifers over 1y. Central
bar=mean; whiskers=1SD.

higher number of virus copies than qPCR, which can be
explained by the higher sensitivity and resistance to inhibi-
tors of ddPCR."7*"*7 This can be an important advantage in
BLV control if we intend to use easily accessible samples
such as milk (bulk tank or individual), but that have signifi-
cantly less provirus and more PCR inhibitors than blood
samples. Other authors have shown that the ddPCR assay
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Table 4. Sensitivity and specificity of tests for detection of infection of sheep with bovine leukemia virus: agar gel immunodiffusion
(AGID), ELISA, nested PCR (nPCR), and droplet digital PCR (ddPCR).

Sensitivity (%) 95% CI (%) Specificity (%)
AGID 25.0 11.5-434 100
ELISA 25.0 11.5-434 100
nPCR 50.0 31.9-68.1 100
ddPCR 84.4 67.2-94.7 100

was more tolerant to sodium dodecyl sulfate and heparin
than the qPCR assay. This phenomenon is a result of reaction
partitioning; the occurrence of individual reactions in each
droplet diminishes the impact of inhibitors on PCR amplifi-
cation by retaining the positive signal even when moderate
PCR inhibition occurs in a droplet.’ Resistance to PCR
inhibitors is a crucial advantage for future development of
ddPCR in milk samples for BLV control.

We detected antibodies by ELISA and AGID ~1 mo post-
infection in sheep and 15d after positive nPCR detection.
Similar findings have been described after the experimental
infection of steers, but proviral DNA was detected via rtPCR
at 24dpi (almost 10d after the ddPCR) and antibodies by
ELISA at 36 dpi."® When we analyzed samples from cattle, we
found animals with low PVLs by ddPCR that were seronega-
tive by ELISA during all tests (12mo). This is likely because,
with a low amount of circulating virus, the immune response
is limited, and antibody titers are not detected by conventional
tools.

The high resistance to inhibitors, independence from the
need for standard curves, and inter- and intra-laboratory
reproducibility of ddPCR make the method attractive. The
correlation with gPCR in determining PVL was not conclu-
sive and should be reviewed in future research.
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4.2 Experimento numero 2:

“Determinar la presencia de BoHV-4 en rodeos del Uruguay. (Articulo cientifico

NO II)”

Animales y toma de muestras

A)

B)

Se utilizaron 550 sueros bovinos del banco de sueros de la Unidad de
Microbiologia de Facultad de Veterinaria de UdelaR. Las muestras fueron
extraidas por venopuncién coccigea y recolectadas en tubos sin
anticoagulantes en el afio 2009. Las mismas correspondian a ganado Holando
multiparo, clinicamente sano, perteneciente a 41 productores de los
Departamentos de Florida (4/41), Durazno (27/41) y Tacuarembo (11/41).
Con la finalidad de la determinacion del genoma viral del BoHV-4, se extrajo
muestras de sangre de 47 vacas de un tambo del departamento de Florida con
400 vacas en ordefie y con antecedentes de metritis posparto. Las muestras,
fueron extraidas mediante venopuncidn coccigea y recolectadas en tubos con
y sin anticoagulantes en el afio 2016.
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Principales aportes de este trabajo:
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(BoHV-4) en rodeos sanos y con antecedentes de problemas reproductivos
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Resumen

El herpesvirus bovino 4 (BoHV-4) es un gammaherpesvirus dis-
tribuido mundialmente. Se ha aislado tanto de animales sanos
como enfermos con afecciones respiratorias, vulvovaginitis,
mastitis, abortos y endometritis. Realiza infeccion latente en cé-
lulas monociticas y del sistema nervioso periférico y/o central.
La baja eficiencia reproductiva es un problema identificado en
la ganaderia uruguaya. Los agentes virales con impacto repro-
ductivo identificados en el pais incluyen el virus de la rinotra-
queitis infecciosa bovina (herpesvirus bovino 1, BoHV-1) y el
virus de la diarrea viral bovina (BVDV). Teniendo en cuenta
que paises de la region han puesto en evidencia la presencia
de BoHV-4 y la posible relacion de este virus con problemas
reproductivos, el objetivo de este estudio fue explorar la pre-
sencia de BoHV-4 en rodeos de bovinos lecheros de Uruguay.
Se utilizdo ELISA comercial para detectar anticuerpos especifi-
cos contra BoHV-1, BoHV-4 y BVDV y PCR para confirmar
la presencia de ADN de BoHV-4, realizando posteriormente
la secuenciacion genética. Se utilizaron 597 muestras de sue-
ro de vacas Holando de los departamentos de Florida, Duraz-
no y Tacuarembo. Del total, 195 (32,7%) tuvieron anticuerpos
para BoHV-4, 285 (47,7%) para BoHV-1 y 564 (94,4%) para
BVDV. Se detecté el ADN de BoHV-4 en 13/17 muestras. El
alineamiento del arbol filogenético demostrd un alto nivel de
identidad (97,2%) entre las cepas uruguayas y de otros pai-
ses. Esta representa la primera comunicaciéon de la detecci-
on de BoHV-4 en Uruguay. Estudios futuros deben evaluar la
diseminacion del virus en la poblaciéon bovina y su eventual
impacto en la salud y produccion ganadera nacional.

Palabras claves: Gammaherpesvirus, PCR, Rumiantes, Se-
rologia.
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Abstract

Bovine herpesvirus type 4 (BoHV-4) is a gammaherpesvirus
worldwide distributed. It has been isolated in healthy and un-
healthy animals with respiratory infections, vulvovaginitis,
mastitis, abortions and endometritis. The persistent infection
of BoHV-4 happens in monocytic cells and tissues that are part
of peripherical and/or central nervous system. The reduced re-
productive efficiency and the low index of procreation are the
main problems in the Uruguayan breeding cattle. Reproduc-
tive tract infections include two main viruses identified in the
country, infectious bovine rhinotracheitis (IBR) virus (bovine
herpesvirus type 1, BoHV-1) and bovine viral diarrhea vi-
rus (BVDYV). In some countries of the region have been evi-
denced the presence of BoHV-4 and your possible relationship
with reproductive problems. Thus, the main aim of this study
is to detect the presence of BoHV-4 in Uruguayan dairy herds.
Commercial ELISA were used to detected BoHV-4, BoHV-1
and BVDV antibodies. PCR was used to detect the presence
of BoHV-4 DNA and the products were confirmed by Sanger
sequencing. Were used 597 samples of Holstein cattle from
Florida, Durazno and Tacuarembo provinces. A total of 195
(32.7%) were positive to BoHV-4, 285 (47.7%) to BoHV-1 and
564 (94.4%) to BVDV antibodies. To BoHV-4 DNA, 13 of 17
samples were positives. The alignment to phylogenetic analysis
showed a high degree of similarity (97.2%) among Uruguayan
and worldwide strains. This is the first diagnosis of the presence
of BoHV-4 in Uruguay. Future studies must evaluate the dis-
semination of the virus in the bovine population and the likely
impact it has in the dairy healthy and national milk production.
Keywords: Gammaherpesvirus, PCR, Ruminants, Serology.
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Introduccion

El herpesvirus bovino 4 (BoHV-4), también llamado gammaher-
pesvirus bovino 4, pertenece a la familia Herpesviridae, subfam-
ilia Gammaherpesviridae, género Rhadinovirus (ICTV, 2018), y
ha sido detectado en bovinos con infecciones respiratorias, vul-
vovaginitis, mastitis, abortos, endometritis e incluso en animales
aparentemente sanos (Moran et al., 2015). Se asocia mayoritar-
iamente a infecciones del tracto reproductivo de los bovinos,
particularmente durante el periodo posparto (Chastant-Maillard,
2013). Estudios epidemioldgicos indican que la seroprevalencia
de BoHV-4 es significativamente mayor en hembras que abortan
y en hembras que manifiestan repeticion de celos, que en aquel-
las que no presentan estos signos (Kale et al., 2011; Motta et al.,
2013), sugiriendo que la exposicion al agente podria tener un
impacto negativo en la eficiencia reproductiva. BoHV-4 se ha
detectado en tejidos de fetos bovinos abortados esporadicamente
(Delooz et al., 2017). Existen estudios que asocian el BoHV-4
con infertilidad en hembras o el desarrollo de enfermedades en
el tracto reproductivo en el posparto, ya sea solo o en coinfec-
cion con otros patdégenos (Monge et al., 2006; Welchman et al.,
2012; Areda et al., 2018).

BoHV-4 puede transmitirse por via horizontal y vertical. La
primera ocurre por contacto directo e indirecto mediante se-
creciones y fomites. Las secreciones nasales, orales o genitales
representan fuentes de infeccion para otros animales. La mul-
tiplicacion primaria del BoHV-4 se lleva a cabo dentro de las
células epiteliales de las mucosas nasales, orales y genitales,
luego el virus se disemina dentro del organismo en macrofa-
gos y linfocitos. Durante la fase aguda de la infeccion el virus
se replica en los linfocitos, ocurriendo la multiplicacion masiva
7-8 semanas postinfeccion. Como otros herpesvirus, el BoHV-4
presenta capacidad para establecer latencia, siendo las células
de la linea linfoide el principal sitio de latencia para los gam-
maherpesvirus, pudiendo ademas alojarse en los ganglios de
los nervios trigéminos (Campos et al., 2014). Los hospedadores
latentemente infectados son fuentes potenciales de transmision
viral para el rebailo y pueden excretar el virus ante condiciones
de estrés, infecciones intercurrentes, el transporte o la adminis-
tracion de glucocorticoides (Moran et al., 2015).

En paises de Sudamérica, el virus ha sido detectado desde hace
varios anos. En Argentina se detectd por primera vez en 2007
en mucus cérvico-vaginal de vacas que abortaron (Verna et al.,
2008), y desde entonces el niimero de animales infectados de-
tectados ha ido en aumento, existiendo actualmente mas de 40
aislamientos de BoHV-4 en este pais (Moran et al., 2015). En
Brasil, Costa et al. (2011), en el estado de Minas Gerais repor-
taron casos de BoHV-4 en terneros con signos neurologicos, en
siete de diez de las regiones de dicho estado, lo que sugiere que
el virus esta extendido en la zona. Otros autores, en el estado de
Parana aislaron BoHV-4 en una de cuatro muestras de hisopado
de descargas vaginales extraidas de hembras con antecedentes
de aborto (Kriiger et al., 2015a) y luego mediante la prueba

serologica de ELISA, Kriiger et al. (2015b) determinaron que
habia exposicion a BoHV-4 en bovinos de 315 establecimientos
de los 13 estados de Brasil que analizaron.

En Uruguay, se estima que las pérdidas reproductivas represen-
tan aproximadamente 11 al 12% y los indices de procreo rondan
el 70% (Uruguay XXI, 2015). Estos han sido identificados como
problemas relevantes en la ganaderia de cria a nivel nacional, y
a pesar de que pueden deberse a una multiplicidad de causas,
los agentes infecciosos con conocido o potencial efecto sobre
la reproduccion, y en particular los agentes virales, no han sido
exhaustivamente explorados. En cuanto a las virosis involucra-
das en fallas reproductivas diagnosticadas en Uruguay, estan el
virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBRV o herpesvirus
bovino 1 -BoHV-1) y el virus de la diarrea viral bovina (BVDV)
(Easton, 2006), ambos ampliamente difundidos en los rodeos
lecheros nacionales y recientemente se encontrd como abortivo
en bovinos al virus de parainfluenza 3 (Macias-Rioseco et al.,
2019). E1 BoHV-1 pertenece a la familia Herpesviridae, subfam-
ilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. Puede producir
infecciones latentes en los ganglios trigéminos, lo cual tiene im-
portancia epizootioldgica dado el peligro que representan en la
transmision los animales asintomaticos y serologicamente neg-
ativos (Jones et al., 2006). Se han descrito para BoHV-1 una
amplia variedad de signos clinicos como consecuencia de su
accion sobre los sistemas respiratorio, genital, digestivo y nerv-
ioso. E1 BVDV perteneciente al género Pestivirus de la familia
Flaviviridae, es responsable de ocasionar un amplio rango de
manifestaciones clinicas y lesiones, siendo los trastornos repro-
ductivos y de inmunosupresion los de mayor impacto econémi-
co (Bielefeldt, 1995). Maya et al., 2016 publicaron la primera
caracterizacion genética del BVDV en Uruguay en predios con
problemas reproductivos, demostrando que las especies BVDV-
1 y -2 circulan en rodeos nacionales, observando supremacia del
subtipo BVDV-1a.

La vacunacion contra BoHV-1 y BVDV en el pais no es oblig-
atoria, pero se realiza desde hace varias décadas. Sin embargo,
ambos agentes siguen teniendo una alta seroprevalencia, estima-
das en aproximadamente 36% y 77% para BoHV-1 y BVDV re-
spectivamente a nivel individual, y de 99% para BoHV-1y 100%
para BVDV a nivel de establecimientos, lo que sugiere una alta
difusion de ambos agentes, dado a la poca implementacion de
la vacunacion en el Pais en esa época los resultados positivos se
atribuyen a anticuerpos generados debido a la exposicion natu-
ral al virus BoHV-1 y BVDV (Repiso et al., 2005; Guarino et
al., 2008). Sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado la
presencia de BoHV-4 en Uruguay ni su posible impacto en la
salud animal. Debido a los diferentes cuadros con los que se ha
asociado a este virus, la complejidad del diagndstico y el interés
creciente de investigaciones en las enfermedades reproductivas
presentes en el pais, es que el proposito de este estudio fue ex-
plorar la presencia de BoHV-4 en rodeos lecheros en Uruguay.
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Materiales y métodos

Muestras

Se analizaron un total de 597 sueros bovinos sin antecedentes de
vacunacion para enfermedades reproductivas, pertenecientes a
42 productores lecheros, distribuidos en dos experimentos que
se detallan a continuacion.

Experimento 1

Se utilizaron 550 sueros bovinos del banco de sueros del Depar-
tamento de Ciencias Microbioldgicas de Facultad de Veterinaria
de UdelaR. Las muestras fueron extraidas por venopuncion coc-
cigea y recolectadas en tubos sin anticoagulantes en el afio 2009.
Las mismas correspondian a ganado Holando multiparo, clinica-
mente sano, perteneciente a 41 productores de los Departamen-
tos de Florida (4/41), Durazno (27/41) y Tacuarembd (11/41).

Experimento 2

Con la finalidad de la determinacion del genoma viral del BoHV-
4, de un tambo del departamento de Florida con 400 vacas en or-
defie se extrajo muestras de sangre de 47 vacas con antecedentes
de metritis posparto, extraidas mediante venopuncion coccigea
y recolectadas en tubos con y sin anticoagulantes en el afio 2016.

A partir de muestras de sangre anticoagulada se extrajo ADN
por el método de fenol-cloroformo, el cual se bas6 en cuatro
pasos secuenciales: lisis celular y nuclear, purificacion del ADN,
precipitacion y lavado con etanol, y re-suspension del ADN
(Hughes et al., 1978).

Deteccion de anticuerpos anti BoHV-4, BoHV-1y BVDV
para ambos Experimentos (1y 2)

Se analizo la presencia de anticuerpos contra BoHV-1, BoHV-4
y BVDV. Para esto se utiliz6é un kit comercial de ELISA indi-
recto marca Bio X Diagnostics (BIO — ABORTION ELISA KIT,
Bélgica), en el cual las placas estan sensibilizadas con antigenos
de los tres virus. Los sueros fueron diluidos 1:100, incubados en
las microplacas sensibilizadas con los 3 antigenos diferentes du-
rante una hora a temperatura ambiente. Luego de los lavados, se
agregd un conjugado anti-inmunoglobulina bovina unida a per-

oxidasa, se incubd nuevamente una hora a temperatura ambiente

y posterior a lavados se reveld la presencia de anticuerpos me-
diante una solucion cromogénica (TMB- tetrametilbenzidina).
La densidad 6ptica (DO) se determiné en un espectrofotometro
a 450 nm. Para cada muestra se calculd el coeficiente mediante
la siguiente formula:

Val (ue) = Delta DO Simple / Delta DO positivo * 100

Los resultados se consideraron segun la tabla nimero 1 y se con-
sideré como muestras débilmente positivas las categorias +y ++
(27<=val<=81%).

Estandarizacion de la PCR anidada para la deteccién de
BoHV-4 en Experimento 2

Se realizdo PCR anidada para la deteccion del genoma viral en
17 muestras tomadas al azar, siguiendo un protocolo de ampli-
ficacion descrito por Wellenberg et al. (2001). En este paso se
obtuvo un fragmento de 615 pb y luego de la segunda ronda de
amplificacion, un fragmento de 364 pb del gen que codifica para
la glicoproteina B (gB) del BoHV-4 (Campos et al., 2014). Los
productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa
al 1,5%, tefiidos con Good View Nucleic Acid Stain. Como con-
trol positivo se utilizé la cepa Movar, gentilmente cedida por
el laboratorio de Virologia del Instituto de Ciéncias Bdsicas da
Saude (ICBS) de la Universidad Federal de Rio Grande del Sur
(UFRGS) - Brasil. El mismo se utiliz6 a diferentes diluciones.

Secuenciacion y analisis filogenético en Experimento 2

Trece productos de amplificacion fueron secuenciados en am-
bos sentidos (Macrogen Inc., Corea) por el método Sanger. La
alineacion de las secuencias de nucleotidos se realiz6 utilizando
el programa Bioedit version 2.0 que emplea la aplicacion Clus-
talW. Se construy6 un arbol filogenético con el software MEGA
6. Este programa permiti6 estimar el modelo evolutivo que mas
se adapto a los datos obtenidos y construir el arbol filogenético
utilizando ademas cepas de referencia, de Europa, de Argen-
tina y Brasil extraidas del GenBank. La relacion evolutiva se
estim6 utilizando el algoritmo de “vecino mas proximo”. Las
secuencias obtenidas fueron depositadas en el banco de datos
del GenBank (Numero de acceso: MH799307, MH799308,
MH799309, MH799310, MH799311, MH799312, MH799313,
MH799314, MH799315, MH799316, MH799317, MH799318,
MH799319).

Tabla 1. Interpretacion de resultados serologicos del Kit Bio X Diagnostics (BIO — ABORTION ELISA KIT, Bélgica)
para cada antigeno.

0 + ++ ++ -+ +++
BoHV-1  wal== 20% <val==  435%  <vyal== 60% =val==  83% <yal== 110%  =wal
BVDW vale=  37% <val<= T4% <val<= 111% <val<= 148%  <wval== 185% <val
BoHV-4  wale== 27% <val==  34%  <vyal== 81% <yal==  108%  <val<= 135%  =wal

BoHV-1: Herpesvirus bovino 1
BVDV: Virus de la Diarrea Viral Bovina
BoHV-4: Herpesvirus bovino 4
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Analisis de los datos

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos mediante el em-
pleo de Microsoft Office Excel. Se elaboraron planillas donde
se identificaron cada una de las muestras con un numero y los
resultados expresados como negativos o positivos, y mediante la
prueba de chi’ se comparo la seropositividad a BoHV-4 segun el
departamento de origen de las muestras, considerando un valor
p<0,05 para establecer diferencias significativas.

Resultados

Del total de 597 sueros (experimento 1y 2), 195 (32,7%) fue-
ron positivos a anticuerpos contra BoHV-4, de los cuales 128
(65,6%) fueron clasificados como “positivos débiles”. Por de-
partamento, 34% (84/163) resultd positivo en Tacuarembd, 23%
(57/247) en Durazno y 52,4% (54/103) en Florida, habiendo di-
ferencias significativas entre departamentos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados serologicos para BoHV-4 en rodeos
lecheros por departamento estudiado

Del total de 597 muestras, 285 (47,7%) fueron positivas a an-
ticuerpos contra BoHV-1, 114/597 (19,1%) fueron positivas
a ambos herpesvirus (BoHV-1 y BoHV-4), las 81 muestras
restantes de las 195 positivas a BoHV-4, no lo fueron para el
BoHV-1. En cuanto al BVDV 564/597 animales fueron seropo-
sitivos (94,5%), 170 de los cuales (30,1%) fueron seropositivos
a BoHV-4 (Tabla 3).

En cuanto a los resultados del experimento 1, de los 550 sueros
analizados, se observo que todos productores tenian la mayoria
de sus animales seropositivos al BVDV, mientras que para el
BoHV-4 siete (7/41) productores (5 de Durazno y 2 de Tacua-
rembo) no presentaron animales seropositivos para este virus,
mientras que los productores de Florida todos tenian algiin ani-
mal seropositivo a BoHV-4. Para BoHV-1 cinco (5/41) produc-
tores no presentaron animales con serologia positiva contra este
virus (Tabla 4).

Tabla 3. Frecuencia de los animales seglin serologia a
BoHV-1, BoHV-4 y BVD

Tabla 4. Serologia para cada virosis por productor y departamento
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De 47 animales del departamento de Florida, correspondientes al
experimento 2, 40 (85,1%) fueron seropositivos a BoHV-4. De
estas, se eligieron 17 muestras al azar que fueron procesadas me-
diante PCR anidado para la deteccion del genoma de BoHV-4,
obteniéndose 4 negativos y 13 positivos (Fig. 1). Posteriormen-
te, se enviaron a secuenciar las 13 amplificaciones obtenidas,
generando asi la filogenia correspondiente a un fragmento del
gen gB del BoHV-4. Las 13 secuencias uruguayas fueron com-
paradas con otras 25 secuencias de BoHV-4, y se utilizé6 como
grupo externo el Macaca mulatta rhadinovirus (Fig. 2). El aline-
amiento del arbol filogenético demostré un alto nivel de identi-
dad (97,2%) entre las cepas uruguayas y de otros paises.

Figura 2. Arbol filogenético del fragmento del gen que codifi-
ca para la glicoproteina B (gB) de BoHV-4. Se muestra la rela-
cion filogenética de las secuencias de Uruguay (rombo negro)
(Numero de acceso: MH799307, MH799308, MH799309,
MH799310, MH799311, MH799312, MH799313, MH799314,
MH799315, MH799316, MH799317, MH799318, MH799319)
y cepas de referencia depositadas en el GenBank provenientes
de Brasil, Argentina, Turquia, Alemania, Bélgica, EE.UU,
Irlanda. El anélisis incluy6 38 secuencias de BoHV-4 y como
virus externo el Macaca mulatta rhadinovirus.

Figura 1. Gel de agarosa al 1,5% de la PCR anidada don-
de se observa la amplificacion del fragmento de 364 pb
correspondiente a un fragmento del gen que codifica para
la glicoproteina B de BoHV-4. En el carril 1 se observa el
marcador de peso molecular de 100 pb, en los carriles 2,
3,4, 6y 8 se observan 5 muestras positivas, en los carri-
les 5, 7 y 9 muestras negativas, en el carril 10 el control
negativo (agua ultra pura), en el carril 11 el control po-
sitivo a una dilucion de 1/100, en el carril 12 el control
positivo a 1/500, y en el carril 13 el control positivo a una
dilucién de 1/1000.

Discusion

En Uruguay hasta el momento, se desconocia la situacién de
BoHV-4 en la poblacion bovina, siendo este el primer reporte de
la deteccion seroldgica y molecular del virus. En diferentes par-
tes del mundo BoHV-4 se ha asociado con una amplia variedad
de cuadros clinicos con infecciones respiratorias, vulvovagini-
tis, mastitis, abortos y endometritis, e incluso se ha identificado
en animales sanos (Izumi et al., 2006; Bilge et al., 2012), y en
bovinos lecheros con repeticion de celo (Kale et al., 2011).

En los paises en los que se ha detectado el virus, las prevalencias
seroldgicas encontradas han variado de 16 a 30%, con titulos de
anticuerpos neutralizantes de 1:8 a 1:64 (Frazier et al., 2002). En
un estudio realizado en Colombia en el afio 2013, en el cual se
estudiaron 7 predios, encontraron todos los rodeos seropositivos
a BoHV-4 y una seropositividad del 72,4% (Motta et al., 2013).

En el presente estudio se detectd un 32,7% de seropositividad
a BoHV-4, habiendo uno de los establecimientos con un 85%
de los animales estudiados positivos. Del total de muestras ana-
lizadas, mas del 50% fueron clasificadas como débilmente po-
sitivas. Esto concuerda con otros estudios que sugieren que la
respuesta inmune humoral del ganado después de la infeccion
BoHV-4 se caracteriza por una escasa produccion de anticuerpos
neutralizantes con baja avidez (Thiry et al., 1990; Donoftrio et
al., 2000), pero si son detectables mediante la técnica ELISA.
En cuanto a la posibilidad de que exista reaccion cruzada en-
tre BoHV-4 y otros herpesvirus bovinos relacionados, Kriiger
et al., (2015b) no encontraron reaccion cruzada entre anticuer-
pos especificos contra BoHV-1 y BoHV-4 mediante ELISA. En
el presente trabajo el 47,7% (285/597) de los animales fueron
positivos a BoHV-1, mientras que 13,6% (81/597) fueron nega-
tivos a BoHV-1 y positivos a BoHV-4 y a la inversa, el 28,6%
(171/597) de los animales fueron positivos a BoHV-1 y negati-
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vos a BoHV-4. Costa et al., (2011) encontraron bovinos coin-
fectados con BoHV-4 y BoHV-5 mediante la deteccion de ADN
de ambos virus en muestras del sistema nervioso central. Coin-
fecciones entre BoHV-1 y BoHV-4 también fueron demostradas
previamente en ganglios trigéminos (Campos et al. 2014). En
cuanto a la seroprevalencia encontrada en este estudio para el
BVDYV, alrededor de un 95%, supera a las estudios anteriores
(Repiso et al., 2005; Guarino et al., 2008; Maya et al., 2016)
concordando en que la totalidad de los predios tienen al menos
un animal positivo. Por lo tanto con estos resultados, no se pue-
de descartar que los antecedentes de los problemas reproducti-
vos en los establecimientos muestreados, se deban a otras virosis
como BoHV-1 0 BVDV.

De la filogenia obtenida, se destaca que las cepas de BoHV-4 de
Uruguay estan agrupadas con otras cepas de la region (Brasil y
Argentina), y otros paises del mundo como Turquia y Estados
Unidos. Esto confirma que la regiéon amplificada es de una re-
gion conservada del gen ORF8 que codifica la glicoproteina B.
De tal modo que no hubo variacion entre las muestras aisladas
desde 1981 hasta el presente en diferentes paises. Conservan-
dose efectivamente entre los distintos aislados de BoHV-4 en
diferentes regiones del mundo. Se deberia analizar la importan-
cia de estos hallazgos, ya sea para entender el origen de estas
cepas, asi como también para evaluar si hay posibles diferencias
en cuadros clinicos seglin las cepas actuantes. En Argentina se
encontr6 una alta variabilidad de cepas aisladas de muestras de
vacas que presentaron abortos, resaltandose asi el significado de
las investigaciones moleculares sobre el papel del virus como
agente infeccioso asociado a enfermedad reproductiva en el ga-
nado bovino (Moran et al., 2015). Donofrio et al. (2009) aislaron
y secuenciaron BoHV-4 del ttero de vacas afectadas con metri-
tis posparto. Otro estudio confirmé en 9 casos analizados, a este
virus como potencial causante de aborto (Verna et al. 2012). A
pesar de estas observaciones, estudios adicionales, incluyendo
reproducciones experimentales, son necesarios para comprender
mejor si BoHV-4 tiene un rol causal en los cuadros clinicos con
los que se lo ha asociado en estudios observacionales.

Si bien en la actualidad, las enfermedades infecciosas cada dia
ocupan un papel mas importante, en Uruguay existen pocas evi-
dencias de los agentes infecciosos involucrados a nivel repro-
ductivo. En base a esa escasez de informacion epidemioldgica
oficial y actualizada y por la falta en muchos casos de un diag-
ndstico etiologico definitivo, la estrategia mas empleada por los
productores es la aplicacion masiva de vacunas polivalentes en
los rodeos bovinos, buscando mejorar el nivel inmunitario de los
animales que permita minimizar las pérdidas reproductivas. La
justificacion de conocer a ciencia cierta los agentes responsables
de las fallas reproductivas, se debe a que para algunos agentes
como Neospora caninum'y en este caso BoHV-4, no existen va-
cunas comerciales. Por lo tanto, y en caso de que se demuestre
que BoHV-4 es un importante agente en Uruguay, se deberian
buscar estrategias de prevencion y control distintas a la vacuna-
cién, teniendo en cuenta que no existe inmunidad cruzada frente
a este y otros herpesvirus que si estan en las vacunas reproduc-

tivas, como BoHV-1. En base a esto, se considera necesario
profundizar los estudios sobre la presencia de BoHV-4 a nivel
del rodeo nacional tanto en ganaderia de carne como de leche,
involucrando ademas las posibles interacciones con los demas
agentes causantes de fallas reproductivas como BVDYV, IBRY,
Leptospira spp., Neospora caninum, Campylobacter fetus y
otros agentes abortivos identificados en el pais (Easton, 2006).

En conclusion, este trabajo demuestra por primera vez la presen-
cia de BoHV-4 en bovinos en Uruguay. Se desconoce comple-
tamente el eventual rol causal del BoHV-4 en distintos cuadros
clinicos y su potencial impacto en la salud animal, lo que deja
abierta la discusion sobre la necesidad de profundizar el estudio
de esta infeccion viral.
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4.3 Experimento numero 3:

“Evaluar la inmunogenicidad de cuatro vacunas comerciales contra BoHV-1
utilizadas en nuestro pais. (Articulo cientifico N° I11)”

Animales

A) Este experimento se llevo a cabo en un establecimiento ganadero ubicado
en el Departamento de Lavalleja, Uruguay. De un rodeo con
aproximadamente 1000 bovinos Herefords, se seleccionaron 120
vaquillonas seronegativas contra BoHV-1 y se dividieron en ocho grupos
de 15 animales cada uno. Se aplicaron diferentes protocolos de
inmunizacion, estando cada grupo detallados en el articulo N° Ill. El
protocolo experimental fue aprobado por el Comité Etico en el Uso de
Animales (CEUA-FVET-972 Exp. 111900-0001057-19).
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Abstract: Bovine alphaherpesvirus 1 is ubiquitous in cattle populations and is associated with several
clinical syndromes, including respiratory disease, genital disease, infertility and abortions. Control of
the virus in many parts of the world is achieved primarily through vaccination with either inactivated
or live modified viral vaccines. The objective of this study was to evaluate the performance of four
commercially available BoHV-1 vaccines commonly used in Central and South America. Animals
were divided into eight groups and vaccinated on days 0 and 30. Groups 1 to 4 received two doses of
four different BoOHV-1 commercial vaccines (named A to D). Groups 5 and 6 received vaccine D plus a
vaccine for either Clostridial or Food-and-Mouth-Disease (FMD), respectively. Group 7 received one
dose of two different brands of reproductive vaccines. Serum samples were collected from all animals
on days 0, 30 and 60 to evaluate neutralizing and isotype-specific (IgG1 and IgG2) antibodies. Of the
four commercial vaccines evaluated, only vaccine A induced neutralizing antibodies to titers > 1:8
in 13/15 (86%) of the animals 60 days post-vaccination. Levels of IgG2 antibody increased in all
groups, except for group 2 after the first dose of vaccine B. These results show that only vaccine
A induced significant and detectable levels of BoHV-1-neutralizing antibodies. The combination
of vaccine D with Clostridial or FMD vaccines did not affect neutralizing antibody responses to
BoHV-1. The antibody responses of three of the four commercial vaccines analyzed here were
lower than admissible by vaccine A. These results may be from vaccination failure, but means to
identify the immune signatures predictive of clinical protection against BoHV-1 in cattle should also
be considered.

Keywords: BoHV-1; BoHV-1 vaccines in a field herd; Clostridial; FMD

1. Introduction

Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) produces a wide variety of clinical manifestations,
including infectious bovine rhinotracheitis (IBR), infectious pustular vulvovaginitis and
balanoposthitis (IPV and IPB), infertility, abortion and systemic infection in newborn calves,
collectively causing substantive economic losses for cattle production chains worldwide.
BoHV-1 isolates are taxonomically divided into three different genotypes and subgenotypes,
based on their antigenic and genomic characteristics, named BoHV-1.1, BoHV-1.2a and
BoVH-1.2b [1,2].

Following infection, BoHV-1 (like other herpesviruses) establishes latent infections
in neuronal ganglia [3,4]. During latency, the virus remains in a non-replicative state
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in the form of episomes in the nuclei of infected cells. Upon reactivation, infectious
virions can then be shed and become a source of infection to other animals. Reactivation
can be experimentally induced by several stimuli, such as transport, parturition and
administration of glucocorticoids [5]. This peculiarity allows the virus to go undetected
and thus persist in herds, ensuring perpetuation of the virus [6].

The infection is widely distributed thought the world, with large differences in preva-
lence between countries. It is present in nearly all the countries of the Americas, Australia,
New Zealand and some countries of Europe, Asia and Africa. In Uruguay, the disease
is highly prevalent [7]. When BoHV-1-infected bulls are introduced into a herd, it has a
negative impact on reproductive performance from low conception rate to abortions [8].
Vaccination for BoHV-1 is thought to minimize reproductive losses and prevent clinical
signs in cattle, such as respiratory symptoms and conjunctivitis. A recently published
meta-analysis shows that the BoHV-1 vaccine is associated with a 60% decrease in the
risk of bovine abortion [9]. Inactivated BoHV-1 vaccines can be safely used in pregnant
animals and so are widely used in breeding herds with other vaccines for pathogens, such
as Bovine Viral Diarrhea (BVD), Leptospira spp and Campylobacter fetus. Other immunogens,
such as Clostridial antigens, and Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) are often applied
simultaneously with vaccines against infectious diseases that affect reproduction in cattle.
However, it is not clear whether such immunization protocols interfere with the immune
response against BoHV-1.

Primary BoHV-1 infection induces strong humoral and cell-mediated immune re-
sponses in cattle, as would be expected under normal conditions [10,11]. The serum
neutralization (SN) test used to quantify BoHV-1 neutralizing antibodies in sera of cat-
tle is recommended by the World Organization for Animal Health (OIE). SN has been
used extensively to evaluate vaccines [11-14], although there is a difference in the titers
obtained according to the sample used [15]. Moreover, it has been shown that the efficacy
of the immune response against BoHV-1 depends on increased Thl-type cell-mediated
responses [16]. The measurement of subclass-specific (IgG1 and IgG2) levels in serum
allows an indirect estimate of the profile of the cellular immune response induced after
vaccination. Thus, elevated IgG1 levels are related to a Th2 response profile, while high
IgG2 levels are associated with a Th1 profile [17,18].

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of four inactivated BoHV-1
vaccines commonly available in Uruguay by measuring levels of neutralizing antibodies
and specific immunoglobulin subclasses induced by the vaccines. Responses were also
evaluated when Clostridial or Foot and Mouth Disease (FMD) vaccines were applied
simultaneously.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

The experiment was carried out in a livestock farm located in the Lavalleja Department,
Uruguay. From a herd with approximately 1000 Herefords, 120 heifers seronegative against
BoHV-1 were selected and divided into eight groups of 15 animals each. The experimental
protocols for the cattle studies performed in this paper were approved by Animal Use
Ethics Commission (CEUA) from the Universidad de la Republica Oriental del Uruguay
(approval number CEUAFVET-972, Exp. 111900-001057-19).

2.2. Vaccination Protocols

The animals were divided into 8 groups of 15 animals each. Groups 1 to 4 received two
doses (day 0 and day 30) of different commercial BoHV-1 vaccines. Groups 5 and 6 received
a BoHV-1 vaccine in combination with a vaccine for Clostridial (double dose—days 0 and
30) or FMD (single dose—day 0) and group 7 received different brands of reproductive
vaccine in each dose. The control group (group 8) was not vaccinated and they were kept
in the same herd as the vaccinated animals. (Table 1).
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Table 1. Groups of animals (1 = 15) and vaccines used in this study.

Groups Vaccines

1 A

2 B

3 C

4 D

5 D + Clostridial vaccine

6 D + FMD vaccine

7 A (1st dose) + D (2nd dose)
Control Non-vaccinated

FMD: Foot and Mouth Disease.

Blood was collected by coccygeal venipuncture on days 0, 30 and 60 from all animals
and sera were stored at —20 °C until processing.

2.3. Vaccines
Six different commercial vaccines with the following antigens were used:

1. Vaccine A: inactivated suspension of BoHV-1, bovine viral diarrhea virus (BVDV)-1,
Campylobacter fetus, Histophilus somni and Leptospira spp in aluminum hydroxide adjuvant.

2. Vaccine B: inactivated suspension of BoHV-1, BoHV-5; BVDV-1, BVDV-2; Leptospira
spp and Campylobacter fetus in aluminum hydroxide adjuvant.

3. Vaccine C: inactivated BoHV-1, BVDV-1, Campylobacter fetus, Leptospira spp and
Histophilus somni in aluminum hydroxide adjuvant.

4. Vaccine D: inactivated suspension of BoHV-1, BoHV-5, BVDV-1, BVDV-2, Leptospira
spp and Campylobacter fetus in oil—adjuvant.

5. Clostridial vaccine: Bacterin-toxoid combined with a water-soluble adjuvant con-
taining Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium haemolyticum,
Clostridium novyi, Clostridium sordellii, Clostridium perfringens types B and C and
Clostridium perfringens type D.

6.  FMD vaccine: Oil emulsion vaccine containing inactivated Foot and Mouth Disease
Virus types O1 Campos and A24 Cruzeiro.

For informational purposes, the reproductive vaccines used were (listed in alphabeti-
cal order): BBOABORTOGEN® H—Biogénesis—Bag6, Buenos Aires, Argentina; BOVISAN
TOTAL Se®—Virbac, Montevideo, Uruguay; TRANSVAC®—Merial, Buenos Aires, Ar-
gentina; and VAC-SULES REPRODUCTIVA FORTE®—Microsules, Montevideo, Uruguay.
The order of appearance of the marks does not necessarily coincide with the description
AtoD.

2.4. Serum Neutralization (SN) Test

Serum samples were submitted to a serum neutralization (SN) test for detection of
antibodies to BoHV-1, according to the OIE protocol [19]. Briefly, 50 uL of a two-fold
dilution of each serum was mixed with an equal volume of a suspension containing
100 TCIDs (50% tissue culture infectious dose) of BoHV-1 Los Angeles strain (LA—BoHV-
1.1). After 24 h incubation at 37 °C, 50 uL of a cell suspension (3 x 10* cells) was added
to wells and plates incubated at 37 °C in a 5% CO; incubator. Plates were examined for
cytopathic effect (CPE) using a light microscope daily for five days. Antibody titers were
expressed as the reciprocal of the highest serum dilution that prevented the induction
of CPE after 5 days of incubation. SN antibody titers > 1:8 was used as the cut-off for
protection [20].
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2.5. Indirect ELISA

For the quantification of BoHV-1-specific total IgG, IgG1 and IgG2, three indirect
ELISAs were developed. A stock ELISA antigen was prepared on MDBK cells infected
with BoHV-1 LA strain at a multiplicity of infection (MOI) between 0.1 and 1 and further
treated with 0.2% N-octyl-glucopyranoside (OGP) following previously described meth-
ods [11]. Class and subclass-specific peroxidase conjugates (anti-bovine IgG, IgG1 and
IgG2 antibodies) were purchased commercially and employed following the manufacturers’
instructions (Jackson Immunoresearch Laboratories INC, West Grove, PA, USA). The plates
were coated with a 1:1500 dilution of the antigen in bicarbonate buffer overnight at 4 °C.
After the adsorption of the antigen, plates were washed once with 100 uL of PBST-20 (0.5%
Tween 20 in 83.3 mM KH,PO,4, 66 mM Na,HPOy, 14.5 mM NaCl), filled with another
100 pL of PBST-20 and allowed to stand at room temperature for 1 h. For testing, sera were
diluted 1:2 in PBST-20 and added to wells in duplicate. After 1 h incubation at 37 °C, plates
were washed three times with PBST-20. Class or subclass-specific peroxidase conjugates
(diluted in PBS as previously titrated) were then added to wells and the plates were again
incubated for 1 h at 37 °C. After another series of washings with PBST-20, 100 uL of the
substrate ortho-phenylenediamine (OPD; Sigma, Darmstadt, Germany) with 0.03% HyO,
were added to plates [11]. After 30-min incubation at room temperature, the optical density
(OD) was determined at 405 nm in a Multiskan (Titertek, Waltham, Massachusetts, EUA)
ELISA reader.

2.6. Statistical Analysis

Fisher’s exact test was used in the analysis of contingency tables and a Student’s ¢ test
was conducted to compare the means between groups for the different isotypes considering
the time factor (GraphPad Prism 6). The significance level was p < 0.05.

3. Results

The results of the neutralizing antibody titrations of each experimental group are
shown in Table 2 and a supplemental file is provided with the complete results. Only
vaccine A induced antibody titers >1:8 in most animals (86%) at day 60.

Table 2. Neutralization antibodies for BoHV-1 at 30 and 60 days post-vaccination (dpv) in cattle immunized with four

commercial vaccines.

R t
Groups Vaccines Number of Animals cagents
30 dpv 60 dpv
13 *,a
#2(8)
4 #2(12)
1 A 15 #2(16)
#4(8) #1(24)
#5(32)
#1(64)
2 B 15 0* ob
1* 1P
3 ¢ 15 #1(8) #1(8)
2% 3P
4 D 15 #2(8)
#2(8) #1(16)
3 * 3 b,c
5 D + Clostridial 15 #2(8) #2(16)
1(12) #1(24)
* b
6 D + FMD 15 1 1

#1(8) #1(8)
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Table 2. Cont.

R
Groups Vaccines Number of Animals eagents

30 dpv 60 dpv

5 *C

2% #1(8)
7 A (la dose) + D (2a dose) 15 #(8) #1(12)

3(16)

Control Non-vaccinated 15 0* 0*b

* Number of reactive animals; # Number of animals and neutralizing antibody titers detected (in parentheses). All animals were seronegative
for SN test at day 0. The different letters (3, and ©) show significant differences (p < 0.05).

The indirect ELISA for total antibodies (p < 0.05) relative to IgG1 and IgG2 against
BoHV-1 demonstrated that commercial vaccine A used in group 1 induced higher titers of
antibodies (p < 0.05) compared to the groups that received vaccines C and D, while vaccine
B did not induce detectable antibodies in any of the samples collected (Figure 1A).
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Figure 1. Antibodies to BoHV-1 evaluated by ELISA in sera of cattle immunized with four commercial BoHV-1 vaccines.
Group 1 = vaccine A; group 2 = vaccine B; group 3 = vaccine C; group 4 = vaccine D; and Control group (not vaccinated).
Mean titers + standard errors (SEM) are depicted. Letters (a, b and c) highlight significant differences (p < 0.05) between
groups. A: Total IgG antibodies. B: IgG1 subclass antibodies. C: IgG2 subclass antibodies.
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The subclass-specific antibody revealed a low IgG1 response in all groups (Figure 1B),
while IgG2 showed a significant increase in groups 1, 3 and 4 on day 60 post-immunization
(Figure 1C).

Additionally, the antibody response against BoHV-1 was evaluated when other vac-
cines were given simultaneously (Clostridial—group 5 or FMD—group 6). At day 30, the
animals immunized with BoHV-1 + Clostridial or BoHV-1 + FMD produced a significantly
lower antibody response than the group immunized only with BoHV-1. However, on day
60, this difference had disappeared (Figure 2A). For the antibody subclasses analyzed,
a weak IgG1 response was evident in all groups at 30 and 60 days after immunization
(Figure 2B), while IgG2 showed a significant increase in vaccinated groups 4, 5 and 6 on
day 60 of the experiment (Figure 2C).
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Figure 2. Antibodies to BoHV-1 evaluated by ELISA in sera of cattle immunized with commercial reproductive vaccines
applied simultaneously with Clostridial or FMD vaccines. Group 4 = vaccine D; group 5 = vaccine D + Clostridial vaccine;
group 6 = vaccine D + FMD vaccine and Control group (not vaccinated). Mean titers & standard errors (SEM) are shown.
Letters (a, b and c) highlight significant differences (p < 0.05) between groups. A: Total IgG antibodies. B: IgG1 subclass
antibodies. C: IgG2 subclass antibodies.

The antibody titer showed that on day 60, the titers were significantly different when the
vaccine brand was changed between the first and second dose (group 7—vaccine D on day 0
and vaccine A on day 30). At day 60, vaccine A induced the highest antibody titers, while
vaccine D induced the lowest antibody titers (p < 0.05). When the vaccine brand between
both immunizations was changed (group 7), the response at day 60, an intermediate response
between the response of vaccine A and D (Figure 3A), was achieved. For the antibody



Vaccines 2021, 9, 408

7of11

subclasses analyzed, IgG1 level was not different between the groups (Figure 3B), while the
IgG2 values at day 60 were significantly higher in group 7 (Figure 3C).

Total 1IgG IgG1
1.0 1.0
E 0.8 = 0.8
5 d g
= n
=+ =
Z 0.6 3 Z 0.6
N . s
[#] b
- g
S 041 T b £ 04+
- -
= ° a
2 2 a
< ’ <0 =
0.0 T T T 0.0 T T T
Q S & Q N N
Days after immunization Days after immunization

1gG2

Absorbance (405nm)

N S &

Days after immunization

~®- Groupl =% Group4 Group7 =4 Control

Figure 3. Antibody titers evaluated by ELISA in bovine sera immunized on day 0 with vaccine A and day 30 with vaccine

D. Group 1 = vaccine A; group 4 = vaccine D; group 7 = vaccine A + D; and Control group = not vaccinated. Mean

titers &+ standard errors (SEM) are shown. Letters (a, b, c and d) highlight significant differences (p < 0.05) between groups.
A: Total IgG antibodies. B: IgG1 subclass antibodies. C: IgG2 subclass antibodies.

4. Discussion

Uruguay has one of the highest beef and milk production volumes per capita in
the world, as well as being one of the largest consumers of beef per inhabitant. Thus,
livestock production is not only of economic importance but also is a major part of the
diet of the country’s population. As such, animal health is a substantial concern for the
production chain in the management system regularly employed in Uruguay’s cattle
farms. At the production level, there is discussion about the efficacy and durability of the
response obtained with the available reproductive vaccines, despite the ample number
of recognized national and international vaccines available. Here, different protocols
have been developed to analyze the antibody response against BoHV-1 using multivalent
commercial vaccines in a field herd. It is necessary to clarify that none of the BoHV-1
vaccines tested in this study were monovalent, although the objective here was to evaluate
the response of these multivalent vaccines against BoHV-1. In addition, the responses to
the Clostridial and FMDYV in this study have not been evaluated.
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At the international level, vaccines that protect against BoHV-1 are expected to gener-
ate at least a neutralizing antibody titer of >1:8 [20], although it cannot be ruled out that
immunization may still have a protective effect in animals with medium or low antibody
titers. It is necessary to clearly define the immune signatures predictive of clinical protec-
tion against BoHV-1 in cattle. Variation in responses observed among vaccines may be
associated with the lack of specific parameters outlined for their production, inadequate
quality control and/or use of inefficient adjuvants. Inappropriate handling and storage
are also factors that negatively affect the immunogenicity of vaccines [21]. Here, we use
registered vaccines that have been commercially available for many years. Two of these
vaccines are manufactured abroad, while the other two are manufactured in Uruguay
and exported to various countries. Presumably, the commercial vaccines have undergone
rigorous quality controls; however, 3 out of the 4 vaccines evaluated here did not generate
satisfactory levels of antibodies to ensure that they would protect against infection in the
field with BoHV-1, or we must assume that the protective response is not based exclusively
on the production of detectable levels of neutralizing antibodies.

The humoral responses of the vaccines differed from previous studies which detected
higher levels of neutralization antibodies against BoHV-1 by SN test [20-22]. In particular,
Anziliero et al. [20] found a level of protection against BoHV-1 between 80 and 100% in eight
commercial vaccines tested in Brazil. In these studies, the differences found may have been
due to the brands of vaccines tested, the control strain used (they used the Cooper strain
and we used the Los Angeles strain), as well as the viral incubation neutralization time,
which, in our case, was 24 h [19], while they used two hours. Another study showed that
SN sensitivity varied greatly depending on the challenge virus used in the test, particularly
when results against each virus were considered individually [15]. In addition, there is
a difference between the vaccine strains (we have to say which strain the vaccines use)
and the Los Angeles samples used in the SN test, which can also influence the detected
antibody titer. Thus, the comparison of results with previous studies has to be done
with reservations.

Recently, other researchers have analyzed the serological response against BoHV-1
by comparing live vaccines (MLV) and inactivated vaccines [23,24]. The best protective
response was observed in heifers vaccinated with live modified thermosensitive virus [24].
However, in a meta-analysis where the prevention of abortion in cattle following vaccina-
tion against BoHV-1 was reviewed, it was found that both MLV and inactivated vaccines
decrease abortion risk. Regardless of potential risk, the overall effect of MLV vaccines
was a protective effect against abortion [9]. In Uruguay, live vaccines are prohibited and
therefore their use in our experiment was not possible.

Additionally, we tested the immunogenicity of vaccine D applied simultaneously with
a Clostridial vaccine (Group 5), as well as when applied with an FMD vaccine (Group 6).
The practice of applying two or more vaccines simultaneously is widely used in Uruguay
and in various countries of the region to optimize the handling of animals. However, there
is a lack of field experiments that demonstrate that this practice does not affect the quality
of the expected immune response for each immunogen used. Here, it did not generate
acceptable levels of protection against BoHV-1 (Table 2), though a significant difference
was observed in the IgG titers at day 30 in both groups (5 and 6) compared to the control.
This shows that the simultaneous immunization could have affected the initial activation
of the immune system (primary response), but then this difference disappeared at day
60. This allows us to assume then that there would be no interference with the response
against BoHV-1, at least with the titers of generated antibodies. Despite this, the quality and
duration of the humoral and cellular immune response to vaccination should be studied in
future experiments.

It is not uncommon for farmers to use a different brand of vaccine for the second
dose of the vaccine. Anecdotally, this practice is associated with a higher-quality immune
response than applying the same brand in both immunizations. Here, in group 7, we
applied vaccine A in the first dose and vaccine D in the second dose. The levels of
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protection determined by the neutralizing antibody titers for vaccine A and D were 86%
and 20%, respectively, while the combination of brands A + D (group 7) achieved protective
titers in 33% of animals (Table 1). Therefore, it was found that the response of vaccine
A was affected by changing the brand, while the response of vaccine D was favored in
that group.

Most immune responses associated with vaccination are controlled by specific T cells
of a CD4+ helper phenotype, which mediate the generation of effector antibodies, cytotoxic
T lymphocytes (CTLs), or the activation of innate immune effector cells [25]. Although T
helper cells play a central role in the induction of a protective immune response against
infections from viral pathogens, Th2 cells producing interleukin (IL)-4, IL-13 and IL-5 can
be detrimental in an infection. Several murine studies firmly established that IL-4 regulates
B cells for the secretion of IgG1 antibodies, whereas interferon-y stimulates the expression
of IgG2a antibodies, rendering either isotype an indicator of the underlying Th2 or Th1
response in mice [26]. It has also been shown in cattle that I[gG1 expression is positively
regulated by IL-4, and IgG2 expression is positively regulated by IFN-gamma [17]. In
examining the results of the in-house ELISA employed here, high levels of IgG2 were
detected in sera of animals vaccinated with all four vaccines and combinations of vaccines,
except vaccine B, where no antibody levels were detected. This significant increase in IgG2
would suggest that a Th1 response profile was activated after vaccination. In addition, we
had previously found an IgG2 response in animals naturally infected with BoHV-1 [27],
as well as animals vaccinated against BoHV-1; the immune response profile is Th1 with a
predominance of IgG2.

In conclusion, our study showed that the four commercial BoHV-1 multivalent vac-
cines tested produced different antibody levels in cattle after the complete vaccination
protocol. Only one vaccine fulfilled the minimum requirements of immunogenicity, confer-
ring adequate neutralizing antibodies in the vaccinated animals. When we evaluate the
IgG response, high IgG2 titers were found for all vaccines that had a detectable serological
response, indicating a Th1 response profile that is adequate for antiviral response. Taken
together, these results demonstrate that the level of neutralizing antibodies alone may not
be an adequate parameter for determining protection against BoHV-1. A virus challenge
was not carried out in this study and would be an appropriate follow-up study to this work.
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4.4 Experimento numero 4:

“Analizar la respuesta inmune frente a la vacunacion contra el virus de la
Diarrea viral bovina (BVDV) y el virus de la Rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR) en vaquillonas infectadas con el virus de la Leucosis bovina Enzodtica
(BLV) y evaluar la performance reproductiva de las mismas.”

Datos atin no publicados

(objetivos especificos 4,5 y 6)

4.4.1 Materiales y métodos del experimento 4

Caracterizacion del establecimiento y medidas de manejo

El estudio se llevd a cabo en un establecimiento de La Cruz, Departamento de Florida,
Uruguay, donde se realiza la recria de terneras de raza Holando de diferentes
productores lecheros de la zona. Un lote de ingreso con aproximadamente 8 meses de
edad permanecio en el campo en torno a 18 meses, hasta su regreso al productor
original con alrededor de 7 meses de gestacion. Se llevan registros reproductivos
histdricos del predio. Es de destacar que el establecimiento no presenta exigencias
sanitarias en relacion con el ingreso de animales con serologia positiva a BLV.
Ingresaron al periodo reproductivo Noviembre-Diciembre de 2019, 562 animales.
Cada uno fue identificado, y aproximadamente la mitad de las vaquillonas (n=276)
fueron inmunizadas con doble dosis los dias - 60 y - 30 pre-servicio, con una vacuna
comercial. La misma esta aprobada por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca (MGAP) de acuerdo con la normativa nacional vigente en Uruguay y contiene
una suspension inactivada de Herpesvirus Bovino tipo 1 y tipo 5; virus de Diarrea
Viral Bovina tipo 1 y tipo 2; Leptospira interrogans serovares: Canicola,
Grippotyphosa, Hardjo tipo Hardjo-prajitno, Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Tarassovi, Wolffi, y Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo tipo Hardjo-
bovis; Campylobacter fetus subsp. Fetus, subsp. venerealis, y subsp. venerealis
biotipo intermedius.

Toma de muestras

De cada animal se extrajo sangre de la vena coccigea con y sin anticoagulante
(EDTA), los dias 0, 30, 60 y 160 post-inmunizacién. Estas ultimas, correctamente
rotuladas en tubo seco, fueron coaguladas a temperatura ambiente y luego
centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. El suero fue extraido y almacenado a -20°C
hasta su procesamiento.

Se conté con la aprobacion del protocolo experimental para la utilizacion de ganado,
por parte de la Comision Honoraria de Experimentacion Animal — UdelaR (CEUA-
FVET-972 111900-001057-19).
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Conformacion de grupos

De un grupo aleatorio de muestras analizadas en el laboratorio (n=217), 113
vaquillonas eran BLV+. De estas, 106 fueron vacunadas con doble dosis los dias - 60
y - 30 pre-servicio y el restante utilizadas como control. Por otra parte, 104 (104/217)
vaquillonas eran BLV-. De estas, 92 fueron vacunadas y el restante utilizadas como
control. Se registro la denticion de cada animal en el ingreso al periodo reproductivo.
Se determin0 el estatus seroldgico de los animales contra BLV mediante un ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA). Se utilizaron kits comerciales para la
deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina gp51 del BLV en suero, con 98% de
sensibilidad y 100% de especificidad (IDEXX Leukosis Blocking Test, IDEXX
Laboratories).

Hemograma

A fin de conocer aquellos animales BLV con linfocitosis persistente, se realizd
hemograma a cada una de las muestras con EDTA, en los primeros tres muestreos. Se
utiliz el protocolo descrito por Marshak (1968), considerandose como normales
4000-12000 Ileucocitos/ul. y 2500-7500 linfocitos/ul. (Veterinary Diagnostic
Laboratory, Oregon State University).

Deteccidn de anticuerpos neutralizantes mediante
seroneutralizacion in vitro contra BoHV-1

Para cuantificar los anticuerpos neutralizantes contra BoHV-1 en los animales
inmunizados, se realizO la técnica Seroneutralizacion in vitro, siguiendo las
recomendaciones de la OIE (OIE, 2019).

Las células utilizadas en esta técnica se obtuvieron realizando cultivos de la linea
celular MDBK — CRIB (Flores & Donis, 1995) que fueron mantenidas en crecimiento
a 37°C en Medio Esencial Minimo (MEM) (Gibco®), , suplementado con suero fetal
bovino SFB (Capricorn scientific®) al 10% y antibioticos al 1% (solucién de
Penicilina/Streptomicina 100x con L-glutamina). Dichas células se incubaron con el
medio hasta obtener confluencia celular del 80 a 100%.

Inicialmente se realizé la inactivacion del complemento a 56°C durante 30 minutos de
cada una de las muestras. Luego en placas estériles de 96 pocillos, se colocaron 50pul
de cada suero por duplicado y en diluciones crecientes (1:2 hasta 1:256) junto a la
misma cantidad del virus conteniendo 100 unidades infectantes (Ul) de BoHV-1. En
cada placa se utilizaron controles celulares, asi como control de virus descarga de 100,
1y 0 Ul Tras una incubacion de 24 horas en estufa a 37°C, en atmdsfera con 5% de
COq, se adicionaron 50ul de una suspension de células CRIB (ajustada a una
concentracion de 30.000 células/50ul en MEM suplementado con SFB al 10% y
antibiotico al 1%). En los siguientes 5 dias de incubacion y cada 24hs
aproximadamente, se evaluo el efecto citopéatico en cada pocillo, determinandose el
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titulo seroneutralizante para cada uno de los sueros problemas, previa verificacion del
resultado en los sueros controles empleados en la prueba. Se consideraron como
titulos protectores, aquellas muestras cuyo titulo de anticuerpos neutralizantes fue
igual o superior a 1/16 (Pospisil et al., 1996).

Deteccidn de anticuerpos mediante ELISA contra BoHV-1

Anticuerpos totales

Para la deteccidn de anticuerpos totales anti BoHV-1 se utilizé un kit comercial de
ELISA (IDEXX Trachitest Serum Screening Ab Test, IDEXX Laboratories),
siguiendo las indicaciones del fabricante. En cada placa sensibilizada con un lisado
ultrapurificado del BoHV-1, se colocaron 100ul de los sueros problema diluidos
1:100, al igual que los controles positivos y negativos, tras lo cual se incub6 durante
1 hora a temperatura ambiente. Luego de los lavados correspondientes se le
adicionaron 100ul del conjugado diluido 1:50 (proteina G marcada con peroxidasa),
incubandose durante 30 minutos a la misma temperatura. Finalmente, y tras un nuevo
lavado, se agregd 100ul del substrato (3,3°,5,5'-Tetrametilbencidina o0 TMB) vy se
incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz (placas
cubiertas). Luego de colocar 100ul de solucion de frenado en cada pocillo, se procedio
a realizar la lectura a 450nm en un espectofotémetro de rango visible (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA). La intensidad del color fue proporcional al titulo de anticuerpos
en la muestra y se consideraron positivas aquellas que resultaron por encima del 50%.

Cuantificacion de isotipos 1gG1 e 1gG2

Para detectar los isotipos 1gG1 e 1gG2, se utiliz6 un kit de ELISA in house indirecto,
desarrollado en el laboratorio de Facultad de Veterinaria de la Universidad de la
Republica, Uruguay (Leites y Puentes, 2017), utilizando conjugados bovinos
comerciales (Jackson Inmuno Research Laboratories INC).

En placas previamente sensibilizadas con antigeno viral (cepa LA de BoHV-1), se
agregaron 50ul de los sueros por duplicado y diluidos 1:2 con solucion de dilucion
rojo fenol. Cada placa presentd sueros controles positivo y negativo, control celular y
de antigeno. Se incubd por 1 hora a 37°C. Luego de los lavados correspondientes, se
adicioné el conjugado apropiado para cada subclase de IgG, y se realiz6 una nueva
incubacion por 1 hora a la misma temperatura. Tras ello se colocaron 50ul de solucién
TMB en cada pocillo, incubandose por 20 minutos y efectuandose el revelado luego
de colocar 50ul de solucion de frenado. La lectura de la D.O. se realiz6é a 450nm en
un espectofotometro de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

Deteccidn de anticuerpos totales mediante ELISA contra BVDV

Utilizando un kit de ELISA comercial (BIO-X Diagnostics, Blocking test for blood
sera and plasma), se colocaron tanto los controles positivo y negativo como los sueros
en una dilucién 1:2, en placas sensibilizadas con la proteina EO del BVDV. Se incubd
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por 2 horas a 37°C y luego de los lavados correspondientes, se colocaron 100ul del
conjugado en dilucion 1:50 (anticuerpo monoclonal especifico contra la proteina EO
del BVDV, adherido a peroxidasa) y se incubé por 30 minutos a la misma temperatura.
Posteriormente a un nuevo lavado, se adiciond la solucion cromogénica (TMB) y se
dejo la placa en un ambiente oscuro por 10 minutos. Finalmente se colocd la solucion
de frenado y se realizo la lectura de la D.O. a 450nm en un espectofotémetro de rango
visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). La intensidad del color fue inversamente
proporcional al titulo de la muestra de suero y se consideraron positivas aquellas
muestras con un resultado superior a 50%.

Deteccidn de antigeno contra BVDV

Se utilizo el kit de ELISA comercial (IDEXX Bovine Diarrhoea Virus Antigen Test
Kit/Serum Plus, IDEXX Laboratories), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Brevemente, en placas sensibilizadas con anticuerpos monoclonales especificos para
la glicoproteina Erns de BVDV, se colocaron 50ul de solucion de deteccion en cada
pocillo, ademas de los controles positivo y negativo. Posteriormente se afiadieron 50pl
de cada muestra, siendo el antigeno capturado por los anticuerpos de la placa. Se
incubd a 37°C + 3°C durante dos horas y se realizaron lavados, tras lo cual se
agregaron en cada pocillo 100ul de conjugado, incubandose a la misma temperatura
por 30 minutos. Luego de este paso y otro lavado, se agregé 100ul de cromogeno
(TMB) a la placa y se incubo protegido de la luz durante 10 minutos. La formacion
de inmunocomplejos se detectd por la aparicion de un color azul y tras afiadirse 100ul
de solucién de frenado se gener6 un viraje hacia el amarillo. La intensidad del color
resultante de la actividad enzimatica es proporcional al contenido de elementos
patdgenos en las muestras. La lectura de la D.O. se efectu6 a 450 nm. en un
espectofotometro de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Esta prueba
ELISA permitié la deteccion de animales Pl para BVD, y se consideraron como
positivas aquellas muestras cuyo coeficiente fue mayor a 0,300.

Es importante mencionar que esta técnica fue efectuada a los dias 0 y 30 del ensayo.

Deteccion del virus BVDV mediante PCR

Se realiz6 una PCR convencional utilizando protocolos descritos previamente para
amplificar la region 5"UTR del genoma de BVDV (amplicon de 207 pb) (Vileck et al
1994, Gaede et al 2005; Hoffman et al 2006, Maya et al., 2016). Los primers utilizados
BVDV 190Fmod: 5- GDA GTC GTC ART GGT TCG AC - 3" (Forward), y
V326mod 5 - WCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC - 3" (Reverse), enviandose a
secuenciar el producto de PCR a MACROGEN-Corea.

Determinacién de la carga proviral mediante ddPCR

Se utiliz6 la técnica droplets digital PCR puesta a punto en el Experimento nimero
1 (Ver Articulo I).
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Deteccion de agentes etioldgicos en abortos bovinos

Con el fin de diagnosticar la causa de los abortos ocurridos en el rodeo de estudio, se
realizé el diagnostico de Leptospirosis mediante la técnica de Microaglutinacion
(MAT), realizada en colaboracion por el instituto de Higiene, de la Facultad de
Medicina, de BoHV-4 mediante nPCR, estandarizada en el experimento nimero 2
(Ver Articulo 11), de Neosporosis mediante ELISA comercial (IDEXX Neospora
caninum Antibody Test Kit y BVD (BIO-X Diagnostics, Blocking test for blood sera
and plasma K 283/5) e IBR (IDEXX Trachitest Serum Screening Ab Test, IDEXX
Laboratories).

Elaboracion de registros y analisis de resultados

Se elaboraron planillas utilizando Microsoft Office Excel, registrandose a cada animal
individualmente y los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos. Para comparar
el titulo de anticuerpos obtenidos a las virosis reproductivas entre grupos positivos y
negativos a BLV, se realizd una comparacion de medias por la prueba t de student con
un nivel de significancia del 95 %, utilizando el software Graphpad prism version
8.4.3 y un analisis de varianza de la media ANOVA

4.4.2. Resultados del experimento 4

Prevalencia serologica de BLV en el rodeo

La prevalencia serologica para BLV al ingreso de las vaquillonas al periodo
reproductivo fue de 63,2% (352/557), con 5,97% (21/352) de animales que al
hemograma evidenciaron linfocitosis. Luego de pasados los 160 dias, se pudo
constatar la seroconversion de 43 animales, llegando a obtenerse una prevalencia de
74,6% (397/532), para lo cual se contemplaron 25 animales que salieron del
establecimiento antes de lo previsto. La prevalencia de animales con linfocitosis
persistente al final del periodo reproductivo fue de 5,54% (22/397).

Al final del periodo reproductivo de las 217 muestras analizadas para la respuesta a la
vacunacion, seroconvirtieron 26 vaquillonas, las cuales no se utilizaron para el
analisis.

Por ultimo, el 76,7% (366/477) de los animales se encontraron dentro de la categoria
2 dientes, mientras que el 19,9% (95/477) eran de la categoria diente de leche y 3,35%
(16/477) de la categoria 4 dientes. No existieron diferencias significativas entre la
edad (todas vaquillonas) y la condicion a BLV (p=0,421).
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Anticuerpos neutralizantes contra BoHV-1

Al inicio del experimento, se realizd Seroneutralizacién in vitro a una muestra de 217
animales en cada uno de los sangrados del ensayo (dia 0, 30, 60 y 160). De ellos, el
30,4% (66/217) presento titulos de anticuerpos neutralizantes mayor o igual a 16 al
dia 0, de los cuales 62 pertenecian al grupo de vaquillonas falladas en el primer
periodo reproductivo del afio del establecimiento (Junio-Julio). Los mismos no fueron
utilizados al momento de analizar la respuesta a la vacunacion.

Con los resultados de BoHV-1 obtenidos al inicio, se conformaron tres subgrupos de
animales vacunados: el primero con n=64 BLV+ aleucémicos (BLV+ AL); el segundo
con n=6 BLV+ que presentaron LP (BLV+ LP), y por Gltimo un grupo con n=40 BLV.
Seguln se expresa en la Tabla 1, tanto animales BLV- como el BLV+ desarrollaron
anticuerpos neutralizantes frente a la primovacunacion el dia 30, con mayor nimero
de animales que respondieron luego de la segunda vacunacion el dia 60. El titulo de
anticuerpos protectores luego del tercer sangrado en todos los casos disminuy6 hacia
el dia 160. A pesar de ello, no existieron diferencias significativas entre los subgrupos
conformados, en ninguno de los sangrados.

Tabla 1 Titulo de anticuerpos neutralizantes mayor o igual a 16 contra Herpesvirus
Bovino tipo 1 (BoHV-1) en cada sangrado post-vacunacion y segun status contra
BLV, mediante Seroneutralizacion in vitro

Grupo Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 160
BLV+ AL n=64 #0 #19 #34 #13
1(16)6(32)6 16 (16) 13(32) 12(16)0(32)
(64) 4 (128)2 3(64)2(128)0 1(64)0(128)
(256) (256) 0 (256)
BLV+ LP n=6 #0 #2 #3 #2
0(16)0(32)2 2(16)1(32)0 1(16)1(32)0
(64)0(128) 0 (64)0(128)0  (64)0(128)0
(256) (256) (256)
BLV- n=40 #0 #11 #25 #11
1(16)2(32)2 14(16)5(32)4 8(16)3(32)0
(64) 2 (128) 4 (64)2(128)0  (64)0(128)0
(256) (256) (256)
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BLV+ AL (animales positivos al virus de la leucosis bovina, aleucémicos); BLV+ LP (animales positivos al virus
de la leucosis bovina, con linfocitosis persistente); BLV- (animales negativos al virus de la leucosis bovina). Todos
los animales recibieron doble dosis de vacuna comercial polivalente # Nimero de animales y entre paréntesis ()
titulo de anticuerpos neutralizantes

Anticuerpos totales e isotipos contra BoHV-1

Anticuerpos totales

Para el estudio de la cinética de anticuerpos totales contra BoHV -1 se utilizaron los
mismos sub-grupos antes mencionados.

Como se observa en la Figura 1, se evidencidé un claro aumento en el titulo de
anticuerpos totales a los 30 (x=98,23) y 60 (x= 191,8) dias post vacunacion (dpv), en
relacion a los animales no vacunados. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p=0,025000 y p=0,000002 respectivamente).

Por su parte, evaluando los subgrupos de animales vacunados por separado (Figura
2), si bien numéricamente aquellos animales BLV- presentaron mayor titulo de
anticuerpos totales contra BoHV-1, con respecto a los BLV+ AL, y BLV+ LP, esta
diferencia no fue significativa. De todos modos, hacia los 60 dpv existié una tendencia
(p=0,1), donde los animales BLV+ LP presentaron menor titulo de anticuerpos totales.
Luego del tercer sangrado, los titulos de anticuerpos totales disminuyeron hacia el dia
160, pero de todos modos manteniéndose por encima de los niveles encontrados 30
dpv.

250

200 -

150 —

100 —

50—

Titulo de Ac BoHV-1

0 T[TV TTT[TIT [T T[T T[T I T
0 50 100 150 200

Dias posvacunacion
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Figura 1 Cinética de anticuerpos totales contra Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1)

para animales vacunados y no vacunados, mediante ELISA a lo largo del ensayo
Animales vacunados representados con circulos (n=110); animales no vacunados representados con cuadrados
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(n=19). El eje de las ordenadas corresponde al titulo de anticuerpos contra BoHV-1; el eje de las abscisas
corresponde a los dias post-vacunacion con vacuna comercial. La linea punteada representa el punto de corte para
considerar muestras como positivas. Se representan los errores estandar de los titulos medios. El grupo de animales
vacunados recibieron doble dosis de vacuna comercial polivalente *diferencia significativa de p=0.025 dia 30,
p=0.000002 dia 60 y p=0.0027 dia 160
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Figura 2 Cinética del titulo de anticuerpos totales contra Herpesvirus Bovino tipo 1
(BoHV-1) en animales vacunados y segun estado para BLV, mediante ELISA a lo

Iargo del ensayo Animales positivos al virus de la leucosis bovina y aleucémicos (BLV+ AL n=64) en
circulos, animales positivos al virus de la leucosis bovina y con linfocitosis persistente (BLV+ LP n=6) en
cuadrados, animales negativos al virus de la leucosis bovina (BLV- n=40) en triangulos. El eje de las ordenadas
corresponde al titulo de anticuerpos expresados en porcentaje de inhibicion (% inh) contra BoHV-1; el eje de las
abscisas corresponde a los dias post-vacunacion con vacuna comercial. La linea punteada representa el punto de
corte para considerar muestras como positivas. Se representan los errores estandar de los titulos medios. Todos los
animales recibieron doble dosis de vacuna comercial polivalente. No se encontraron diferencias significativas entre
los diferentes status a BLV

Isotipos 1gG1 e 1gG2

Como se expresa en la Figura 3 a), luego de la vacunacion los animales BLV+ LP
presentaron un aumento en el titulo del isotipo 1gG1l numéricamente mayor que
aquellos BLV+ AL y BLV-. Estos valores se mantuvieron consistente durante todos
los sangrados posteriores a la inmunizacion, existiendo una tendencia (p=0,1) 30 dpv
entre los BLV- (x=0,38) y los BLV+ LP (x=0,51).

En relacion con el isotipo 1gG2 (Figura 3 b), el titulo fue numéricamente mayor en el
subgrupo BLV- con respecto al BLV+ (AL/LP), con una tendencia al dia 60 luego de
la vacunacion (p=0,08) pero desaparece hacia al 160 dpv.
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Figura 3 Cinética del titulo de anticuerpos (isotipos IgG1 e 1gG2) contra Herpesvirus
Bovino tipo 1 (BoHV-1) en animales vacunados y segun estado para BLV, mediante
ELISA a lo largo del ensayo Animales positivos al virus de la leucosis bovina y
aleucémicos (BLV+ AL n=64) en circulos, animales positivos al virus de la leucosis
bovina y con linfocitosis persistente (BLV+ LP n=6) en cuadrados, animales
negativos al virus de la leucosis bovina (BLV- n=40) en triangulos. a) isotipo 1gG1
b) isotipo 1gG2. El eje de las ordenadas representa la densidad 6ptica (DO); el eje de
las abscisas representa los dias post-vacunacion. Se representan los errores estandar
de los titulos medios. Todos los animales recibieron doble dosis de vacuna comercial
polivalente. No se observaron diferencias significativas entre grupos
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Anticuerpos totales para BVDV y prevalencia de animales
persistentemente infectados en el rodeo

La seroprevalencia al dia 0 para el BVDV fue de 97,6% (453/464). A los 11 (11/464)
animales seronegativos en el primer sangrado se les realizo el seguimiento en los
sangrados posteriores a la vacunacion (dia 30, 60, 160). En general, se observa que el
grupo en estudio (n=11) no respondio a la utilizacién de la vacuna contra el BVDV y
solo 2 animales presentaron una respuesta numéricamente mayor a 50%. En este
sentido no se puedo evidenciar diferencias significativas en la respuesta inmune
humoral de animales BLV+ y BLV- para BVDV.

Tras la realizacion de la técnica ELISA antigeno en dos muestreos (a los dias 0 y 160)
en el grupo seronegativo, se encontrd una prevalencia de 0,2% de animales PI dentro
del total en estudio (1/464), confirmado por PCR. Por su parte, mediante su
seguimiento durante los sangrados de todo el ensayo, se pudo confirmar que el animal
P1 tampoco desarroll6 respuesta inmune a la vacunacion. Paralelamente se realiz6 en
marco de una tesis de maestria de la Unidad de Microbiologia, la puesta a punto de la
técnica ddPCR para BVD (datos no publicados) donde se cuantificé para el PI de este
ensayo, encontrandose las siguientes cargas virales: muestra Pl pura 17,4 copias/pl,
Pl -1: 1,6 copias/ul, PI1 -2: 0,45 copias/ul y las diluciones -3 a -5: 0 copias/ul. En
cuanto al analisis filogenético de esta muestra se determind que pertenecia a genotipo
BVDL1.

Agentes etioldgicos diagnosticados en los abortos bovinos

Un 2,6% (12/459) de vaquillonas presentaron aborto. Recordamos que las
seroprevalencias iniciales en el rodeo fueron de 63,2% para Leucosis Bovina, 97,6%
para Diarrea viral bovina y 22,5% para la Rinotraqueitis infecciosa Bovina. Se
encontro una relacion significativa (Pr=0,027) entre la presencia de anticuerpos contra
Neospora canimum en vacas que abortaron. ElI 67% (8/12) de las vaquillonas
abortadas eran seropositivas a neosporosis, mientras que de los 7 animales control
solo 1 era seropositivo a neosporosis (14,2%).

Por otro lado se estudio la seroprevalencia a Neopsorosis al dia 0 siendo de 33%
(84/248) y dia 160 de 31,7% (108/340). En cuanto a Leptospirosis, se destaca la
reactividad alta de anticuerpos (1/200-1/1600) contra el serogrupo Ballum cepa
Castellonis en las vacas abortadas (9/12), siendo éste predominante en 6 de las 9 vacas
abortadas (Pr=0.003). Se evidencia una elevada presencia de BoHV-4 tanto en
abortadas (11/12) como en controles (7/7), aunque los mayores titulos de anticuerpos
se encontraron en 3 animales de los abortados.

Performance reproductiva de las vaquillonas

La prefiez general del rodeo fue de 89,7% (412/459), superando la media historica
desde el 2002-2019, de un 82% de prefiez (Figura 4).
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La prefiez del grupo BLV+ fue de 90,5% y 89,7% del grupo BLV negativo. El grupo
vacunado con una vacuna comercial reproductiva polivalente fue de 237 vaquillonas
y la prefiez fue de 88,2%, mientras que el grupo no vacuno de 222 vaquillonas
presentd una prefiez de 90,8%. No se encontraron diferencias significativas entre la
seropositividad a BLV y la vacunacion con los porcentajes de prefiez.
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Figura 4 Porcentaje de prefiez histérico desde 2002 a 2019. Se diferencia en el
periodo de estudio entre animales vacunados y no vacunados con vacuna
reproductiva polivalente.

Carga proviral y respuesta inmune de las vaquillonas contra BoHV-
1

Se realizé mediante ddPCR la cuantificacion absoluta de la carga proviral de BLV a
56 vaquillonas el dia 0 y el dia 160 del estudio. Se constaté que el 35% fueron
catalogados de baja carga proviral, 30% de animales con alta carga proviral y 35% de
animales que cambiaron en el periodo de 6 meses su categorizacion de carga proviral,
de ellos el 30% aumento su carga viral de baja a alta carga proviral y 2 animales el
cambio fue inverso de alta carga a baja carga proviral.

En cuanto a la respuesta inmune de los animales frente a la vacunacion de BoHV-1,
se encontraron diferencias significativas entre el grupo que cambia la carga proviral
(L-HPL) al dia 60 y160 posvacunacion con respecto al grupo de baja carga proviral,
presentando el grupo L-HLP mayores titulos de 1gG1 (p=0.02 en ambos dias). En
cuanto a la respuesta del isotipo 1gG2 el grupo de alta carga proviral (HLP) se
diferencia del grupo L-HLP pero de forma la inversa, presentando estos ultimos los
menores titulos de 1gG2 los dias 30 y 160 posvacunacion.

En cuanto al porcentaje de prefiez por carga proviral no se encontraron diferencias
significativas.
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Figura 5 Cinética del titulo de anticuerpos (isotipos IgG1 e 1gG2) contra Herpesvirus
Bovino tipo 1 (BoHV-1) en animales vacunados y segun carga proviral para BLV,

mediante ddPCR a lo largo del ensayo Animales positivos al virus de la leucosis bovina de alta carga
proviral (HLP) (n=16) en cuadrados, animales positivos al virus de la leucosis bovina y con baja carga proviral
(LPL) (n=10) en tridngulos vértice hacia arriba, animales positivos al virus de la leucosis bovina que cambian su
carga proviral de baja a alta carga proviral (LHPL) (n=10) en triangulos vértice hacia abajo, animales negativos al
virus de la leucosis bovina (BLV-) (n=41) en circulos . a) isotipo 1gG1 b) isotipo 1gG2. El eje de las ordenadas
representa la densidad dptica (DO); el eje de las abscisas representa los dias post-vacunacion. Se representan los
errores estandar de los titulos medios. Todos los animales recibieron doble dosis de vacuna comercial polivalente.
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4.4.3 Discusion del experimento 4

ElI BLV es la principal virosis que afecta a los rodeos lecheros en nuestro pais. EI 90%
de los animales infectados son asintomaticos (60% aleucémicos y 30% con LP),
produciendo pérdidas productivas asociadas principalmente a la limitacion en la
exportacion de animales en pie, disminucién de la produccion lactea, disminucion de
la longevidad de los animales y disfunciones importantes en su sistema inmune
(Bartlett et al., 2013; Bartlett et al., 2014). Es conocido que la infeccion por este
retrovirus genera disturbios a nivel de la inmunidad humoral y celular (Kabeya et al.,
2001; Gillet et al., 2007; Frie & Coussens, 2015; Blagitz et al., 2017),
desconociéndose hasta el momento el impacto econdmico que ello supone. Se ha
determinado que existe un incremento muy importante en la poblacién de linfocitos
B, con disminucion en los porcentajes tanto de linfocitos T CD4+ como T CD8+
(Sordillo et al., 1994; Nieto Farias et al., 2018). A pesar de que el linfosarcoma ocurra
en una proporcion pequefia del ganado infectado con BLV, el virus puede tener efectos
mas sutiles sobre la salud del rodeo, incluso teniendo impacto sobre los programas de
vacunacion (Erskine et al., 2011; Puentes, et al., 2016a; Frie et al., 2016). Vinculado
a ello, en este estudio se busco determinar si las vaquillonas BLV- y BLV+ eran
capaces de generar una respuesta inmune diferencial frente a la administracion de una
vacuna comercial contra BoHV-1 y BVDV, ambos patdgenos virales ampliamente
distribuidos, y con gran impacto reproductivo en la produccién lechera a nivel local y
mundial (Houe, 1999; Muylkens et al., 2007; Guarino et al., 2008; Richter et al.,
2017).

La prevalencia serologica contra BLV al ingreso de los animales al periodo
reproductivo fue de 63,2% y 74,6% al finalizar el ensayo (6 meses). Estos resultados
fueron algo superiores en relacion a estudios previos realizados en Uruguay, donde en
2013-2014 se encontrd una seroprevalencia de 45% en el mismo sistema de recria de
ganado lechero y bajo las mismas condiciones del presente trabajo, y 52,7% luego de
los periodos reproductivos (18 meses) (Puentes, et al., 2016b) y similares a los
resultados obtenidos en 2015 en un estudio representativo de toda la cuenca lechera
del pais, donde la prevalencia seroldgica media para BLV fue de 78,8% (Riet Correa
et al., 2019). A pesar de ello, en el presente ensayo la mayoria de los animales eran
jévenes, siendo el 76,7% categoria dos dientes, mientras que en el trabajo antes
mencionado se trataba de animales en produccién. En tanto, es importante destacar
que el hecho de tener altas prevalencias en el rodeo condiciona a la aparicién de la
infeccién a mas temprana edad (Gutiérrez et al., 2011; Ruiz et al., 2018) lo que se
puede asociar a los resultados encontrados en este ensayo.

Por su parte, el porcentaje de animales con LP rondé valores cercanos al 6%, lo cual
es llamativo, teniendo en cuenta que en general, al tratarse de una infeccion cronica,
se requiere de largos periodos de latencia antes de llegar a dicha fase. En este sentido
Gutiérrez et al. (2014), trabajaron con animales en su etapa perinatal (hasta los 36
meses), al igual que en el presente trabajo, y establecieron que tras el contagio ya sea
pre o postnatal, el rapido aumento de la carga proviral es indicativo de que la respuesta
inmune, atn en desarrollo de los animales, no detiene la replicacion del BLV. Algunas
citoquinas que regulan la expresion del virus y retrasan la progresion a LP en adultos,
incluidos el IFNYy e IL-2, son deficientemente expresados en animales jovenes. A su
vez, la alta carga proviral en las madres de estos animales podria relacionarse con la
alta probabilidad de infeccion de sus terneros (Gutiérrez et al., 2014). Los animales
jovenes son los que mas se movilizan y por lo tanto pueden desempefiar un papel
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activo en la diseminacion del BLV. A pesar de que en el establecimiento de esta
investigacion se aplicaron buenas practicas de higiene en los diferentes
procedimientos, desinfectando instrumental quirdrgico, cortantes y agujas, es igual de
importante la identificacion temprana de vaquillonas con LP para su posterior
eliminacién. En efecto, en un estudio realizado por Juliarena et al. (2007), se pudo
establecer que animales con LP presentan consistentemente alta carga proviral en
leucocitos de sangre periférica (clasificados como HPL). Se trata de animales con gran
capacidad propagadora del virus y su correcto manejo permitiria disminuir la
prevalencia de BLV en los rodeos lecheros de nuestro pais (Juliarena et al., 2016).

El BoHV-1 es la principal causa de abortos de etiologia viral en bovinos a nivel
mundial, produciendo grandes pérdidas econdmicas en la industria ganadera
(Muylkens et al., 2007). En Uruguay, la infeccion con este virus se encuentra
ampliamente distribuida. En el presente estudio, la prueba de Seroneutralizacion in
vitro (técnica de referencia por la OIE) revelé la presencia de anticuerpos
neutralizantes en el 30,4% (66/217) de los animales estudiados, al inicio del ensayo.
Segun un trabajo realizado por Repiso et al. (2005), la prevalencia seroldgica general
fue de 36,6%, mientras que Guarino et al. (2008) encontrd seroprevalencias de 45%.
Asimismo, es importante destacar que de las 66 vaquillonas inicialmente seropositivas
contra el BoHV-1, 62 (94%) pertenecian al grupo de animales fallados en el primer
periodo reproductivo del afio del establecimiento (Junio-Julio 2019). En este sentido
es posible sugerir que, sabiendo que previamente los animales no habian sido
vacunados, la causa de infertilidad podria estar asociada a la exposicion natural al
BoHV-1, ya que es conocida su capacidad de provocar muertes embrionarias con
retorno al celo, como consecuencia de la infeccidn del tracto respiratorio o genital
(Miller et al., 1991; Alonzo et al., 2012). En este sentido, Alonzo et al., (2012) en su
trabajo realizado en Uruguay, concluyeron que el porcentaje de prefiez en su
diagnostico a los 52 dias, en un grupo de animales con infeccion aguda fue menor que
el grupo control (33% y 86%, respectivamente), lo cual determind un retraso en la
prefiez de los animales infectados con el virus.

Si se considera el grupo de animales sin anticuerpos neutralizantes al comienzo del
ensayo, e independientemente del estatus para BLV, la doble dosis de inmunizacion
aplicada, segin demuestran los resultados obtenidos, generd una seroconversion en
56% de las vaquillonas (62/110), con titulos aceptables para estar protegidos (igual o
superior a 1/16) (Pospisil y col., 1996). Se observd una media en los titulos de
anticuerpos de x= 98.23 y x= 191.8, 30 y 60 dpv respectivamente, demostrandose
diferencia significativa (p<0.05) con el grupo control no vacunado. En un estudio
realizado por Silva et al. (2007), de las seis vacunas comerciales contra el BoHV-1
testeadas, dos de ellas de origen uruguayo, generaron titulos de anticuerpos
neutralizantes compatibles en todos los animales (titulos>1/2), pero cuando
consideramos anticuerpos protectores titulos iguales o superiores a 1/16, como en
nuestro estudio, se reduce la respuesta a 67% (6/9) en una de las vacunas y 18% (2/9)
en la otra. Mientras que si consideramos en nuestro ensayo titulos 1/2 los porcentajes
de animales positivos son 66% Yy 94% al dia 30 y 60 respectivamente, simulando la
vacuna utilizada con los trabajos anteriores. Anziliero et al. (2014), en sus estudios
concluyeron que a excepcion de dos vacunas que indujeron seroconversion en 8/10 y
9/10 animales, los demas productos utilizados generaron anticuerpos neutralizantes
contra BoHV-1 en todos los animales vacunados, con titulos protectores aceptables.
Asi pues, concluyeron que la inmunogenicidad de la mayoria de las vacunas
comerciales utilizadas fue aceptable y, probablemente, suficiente para lograr la
inmunizacion adecuada de los rebafios. Del mismo modo, Newcomer et al. (2017b),
describen que la vacunacion (tanto con vacunas virales vivas modificadas como
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inactivadas) contra el BoHV-1 disminuyo el riesgo de aborto en un 60%, confirmando
el beneficio de incluir este método como un componente méas en el programa de salud
en los establecimientos.

En este contexto, en el presente ensayo es relevante mencionar la importancia de la
activacion primaria del sistema inmune generada 30 dpv, tras la dosis vacunal inicial.
Con ello, luego de la segunda inmunizacion, los titulos de anticuerpos alcanzados
fueron alin mayores, lo cual permitiria a los animales desencadenar una respuesta
inmunitaria rapida y eficaz tras la posible re-exposicion al BoHV-1. Aunado a ello, si
bien luego del dia 60 los titulos de anticuerpos totales disminuyen, no lo hacen por
debajo del limite de proteccidn aceptable, al menos hasta el sangrado al dia 160. Si
bien no se conoce la dinamica luego de dicho momento, no podemos descartar que
efectivamente se genere una meseta en la respuesta inmunoldgica a la vacuna, lo cual
seria deseable para mantener la proteccion. En este sentido podria haber sido
necesario, realizar un sangrado posterior.

A pesar de la respuesta satisfactoria a la vacunacion en todos los casos, no existieron
diferencias significativas entre los subgrupos BLV+ AL, BLV+ LP y BLV-, tanto para
anticuerpos neutralizantes como totales, en ninguno de los sangrados. Si bien no fue
posible establecer una asociacion estadistica entre la condicion a BLV vy la respuesta
inmune humoral generada por la vacuna, se registrd una tendencia hacia los 60 dpv
(p=0,1), donde animales BLV+ LP presentaron menor titulo de anticuerpos totales. Al
respecto, ha sido comprobado que el ganado infectado con BLV genera una respuesta
de anticuerpos defectuosa a desafios especificos, con mecanismos de supresién
inmunoldgica que afectan tanto la via humoral como la celular (Sordillo et al., 1994;
Frie et al. 2016).

Sin embargo, como ha sido comprobado previamente por nuestro grupo de trabajo,
para otro virus, el virus de la Fiebre Aftosa (Puentes, et al., 2016a), si bien no se
observan diferencias a nivel de anticuerpos totales, si se aprecian en el perfil
especifico de respuesta a la vacunacion. En tal sentido es importante mencionar que
la induccion de isotipos especificos favorece el desarrollo de mecanismos efectores y,
junto a la inmunidad celular, es importante en la respuesta a la vacunacion. Se ha
determinado que la vacunacién contra el BoHV-1 genera un incremento en los titulos
de IgG1 e 1gG2, estableciéndose que valores de la relacion 1gG2/1gG1 mayores a 1 se
asocian con mayores niveles de proteccion frente al desafio posterior con el virus
(Romera, 2001). Segun los datos obtenidos en el presente estudio, la relacion
IgG2/1gG1 se mantuvo en todos los sangrados por encima a 1. De este modo,
evaluando la respuesta diferencial de isotipos, el subgrupo BLV+ LP presentd un
aumento en el titulo del isotipo IgG1 numéricamente mayor que los animales BLV+
AL y BLV-, existiendo una tendencia al dia 30 (p=0,1). Vinculado a dichos resultados,
es posible referir a estudios que han demostrado que las alternancias en la expresion
de citoquinas se correlacionan y pueden contribuir con la progresion de la enfermedad
en infecciones retrovirales cronicas (Kabeya et al., 2001). Asi, segun Pyeon & Splitter
(1998), animales BLV+ en las primeras etapas de la infeccion (AL) desarrollan una
respuesta celular mediada principalmente por linfocitos T helper 1 (Th1), productores
de IL-2, IL-12 e IFN-y; pero tras la progresion de la enfermedad, junto con la LP, se
producen cambios en el perfil de células T. En efecto, la respuesta se modifica por
linfocitos T helper 2 (Th2), productores de IL10 e IL-4(Sordillo et al., 1994; Kabeya
et al., 2001; Konnai et al., 2017). Asociado a ello, también se ha demostrado que la
expresion de 1gG1 esta regulada positivamente por IL-4, mientras que la expresion de
IgG2 esta regulada positivamente por el IFN-y (Estes & Brown, 2002). Por lo tanto, a
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pesar de no encontrar evidencia estadistica de que el subgrupo BLV+ LP produjo
mayor titulo de IgG1 que el BLV-, si existe una tendencia a los 30 dpv, que podria
responder al cambio hacia una respuesta Th2, con disminucion de la expresion de
citoquinas tipo 1 y aumento de IL4, lo cual favorece la produccion de IgG1 por los
animales con LP. La ausencia de diferencias significativas podria verse argumentada
por el limitado nidmero de animales LP (n=6). Segun Romera (2001), la mayor
respuesta de 1gG2 en animales vacunados contra BoHV-1 se logra recién tras una
segunda revacunacion. Es asi que, en el presente ensayo solo se aplicaron dos dosis
de vacuna comercial, obteniéndose datos hasta el dia 160, por lo cual el hallazgo de
mayores cantidades de IgG1 seria consistente con lo antes mencionado.

En relacion con el isotipo 1gG2, se encontro que el titulo fue numéricamente mayor
en el subgrupo BLV- con respecto al BLV+ (AL/LP), con una tendencia a su favor, al
dia 60 luego de la vacunacion (p=0,08). Esto es consistente con el estudio realizado
por Erskine et al. (2011), en el cual el ganado libre de BLV y vacunado contra la
bacterina J5 de E.coli se produjo una cantidad significativamente mayor de 1gG2
sérica especifica de antigeno, en comparacion los animales infectados con el
retrovirus. Mé&s recientemente en el trabajo realizado por Frie et al. (2016), tras la
vacunacion contra BoHV-1, los bovinos BLV+ produjeron menores titulos de
anticuerpos, particularmente IgG2 contra dicho virus, en comparacion con el ganado
libre de BLV. A su vez, los niveles altos de 1gG2 pueden explicar por qué no existieron
diferencias significativas en el anlisis de los titulos de anticuerpos totales.

Junto al BoHV-1, el BVDV es otro de los patdgenos que tienen gran impacto a nivel
reproductivo en Uruguay, asociado a enfermedades y mortalidad en la industria
ganadera. Recientemente Maya et al. (2016), encontraron que el 100% de los rodeos
de su ensayo eran seropositivos, revelandose que BVDV-1 (BVDV-1a, BVDV-1i) es
el genotipo encontrado con mayor frecuencia en el pais, seguido por BVDV-2
(BVDV-2Db). En el presente trabajo se obtuvo una seroprevalencia contra BVDV de
97,6%, y esta alta proporcion de animales seropositivos se puede asociar a una
exposicion directa al virus, dada probablemente por la presencia de animales Pl en el
grupo en estudio. EI mismo represent6 el 0,2% de rodeo, encontrandose dentro de los
valores esperados para la prevalencia de animales Pl, donde segiin Newcomer et al.
(2017a), pueden llegar a ser menores al 1%. La identificacion y eliminacion de estos
bovinos es esencial en los planes de control contra la BVD, pues significan una fuente
de infeccion muy importante para la perpetuacion del virus en el rodeo, eliminando
entre 1 y 10 millones de particulas virales infecciosas por mililitro de fluido corporal
por dia (Hanon et al., 2014; Moennig & Becher, 2018; Gates et al., 2019). Se destaca
en esta tesis, el bajo numero de copias virales encontradas en esta vaquillona
persistentemente infectada del rodeo y gestacion normal. Otros autores realizaron la
prueba de RT-PCR en tiempo real de cuatro sueros Pl y la amplificacion fue de un
producto especifico del genotipo 1 con valores Ct (Ciclo threshold o ciclo umbral) de
32,36, 36,29, 37,14 y 34,92 para cada muestra frente al control positivo del genotipo
1 conun Ctde 15,14, (Valdez et al., 2018) sugiriendo bajas cargas virales en animales
PI.

La recomendacion en este caso, en base al éxito de planes nacionales obligatorios en
paises donde BVD es endémica (Moennig et al., 2005;Houe et al., 2006; Presi et al.,
2011), es la eliminacion del animal Pl. En este sentido es interesante mencionar la
estrategia del programa nacional irlandés de erradicacion de BVD, donde ha sido
obligatorio para todos los terneros recién nacidos el andlisis mediante el llamado
“modelo suizo” de antigeno en tejido (método directo). Con ello, tras su identificacion
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y eliminacion, se logré disminuir sustancialmente la incidencia de animales PI
(Thulke et al., 2018). Actualmente en Uruguay, dentro de los métodos de control para
la BVD se aplica de forma voluntaria, pero seria conveniente poder implementar un
marco legal para su obligatoriedad, pudiéndose establecer asi un manejo eficaz de la
enfermedad. Para tal efecto seria Util una investigacion previa en relacion con la
prevalencia nacional de animales Pl, asi como de las capacidades econdmico/humanas
para llevar a cabo el control por las vias mencionadas.

En paralelo, otro de los métodos mundialmente utilizados en el control de BVD es la
vacunacion. En la actualidad, tanto vacunas vivas modificadas como inactivadas se
encuentran disponibles contra el BVDV, a menudo combinadas con otros agentes
virales y/o bacterianos, como es el caso de la vacuna utilizada en el presente ensayo.
La vacunacion del ganado en edad reproductiva, manejo aplicado en esta
investigacion, previene la incidencia de abortos, asi como la viremia y consecuente
transmision transplacentaria, que puede derivar en el nacimiento de crias Pl. Esto
altimo, si bien se considera uno de los objetivos méas importantes de la vacunacion, es
maés dificil de lograr que la prevencién de la enfermedad clinica (Newcomer et al.,
2017a).

En este contexto, la eficacia vacunal cobra vital importancia en los sistemas
productivos. En efecto, los resultados del presente estudio indican una ausencia de
respuesta a la inmunizacion contra el BVDV. De manera similar, en un trabajo donde
se evaluo la respuesta seroldgica contra el BVDV inducida por vacunas comerciales
del mercado brasilero, Anziliero y col. (2014) demostraron que cuatro vacunas no
indujeron respuesta serolégica neutralizante contra BVDV-1 en ningun animal, y una
de ellas sélo en un animal (9%). Por su parte, cinco vacunas no indujeron anticuerpos
contra BVDV-2 en ningun animal, y una de las mismas solo en dos animales (20%).
Mas recientemente, en un trabajo publicado por Merchioratto et al., (2020), se
evaluaron las respuestas serologicas inducidas por cuatro vacunas comerciales
inactivadas de origen uruguayo en ovinos, y solo una de ellas demostré producir
titulos de anticuerpos neutralizantes moderados contra BVDV-1 y -2. En virtud de
ello, se puede constatar que la variabilidad del virus y la existencia de tipos
antigenicos distintos (Ridpath, 2005; Evans et al., 2019) con deficiente nivel de
reactividad cruzada, significan uno de los obstaculos para el éxito en los planes de
vacunacion. Si bien el uso de vacunas monovalentes genera la produccion de
anticuerpos neutralizantes a antigenos virales heter6logos, como pudieron
demostrarlo Kelling et al., (2007), generalmente la proteccién homdloga es superior (
Van Campen et al., 2000; Fulton et al., 2003). En un estudio realizado por Sozzi et al.,
(2020), se confirmo una minima reaccion cruzada entre los subgenotipos 1lay 1b del
BVDV. En Uruguay las vacunas mas utilizadas acusan tener ambas cepas, sin
especificar subgenotipos. Por lo tanto, la eleccién de una vacuna deberia basarse en
estos aspectos epidemioldgicos, para lograr quizas mejores resultados. En efecto, la
aplicacion de vacunas polivalentes, involucrando tanto diferentes genotipos como
subgenotipos, seria de utilidad (Newcomer, et al., 2017a). En un meta-analisis llevado
a cabo por Newcomer et al., (2015), se llego a concluir que vacunas polivalentes
demostraron ser mas eficaces en la proteccion contra la infeccion fetal y la prevencion
del aborto, en comparacion con aquellas monovalentes. Por lo tanto, este tipo de
productos son méas recomendables a fin de proporcionar maxima cobertura contra una
potencial variedad de cepas de desafio.

Otro aspecto que se debe tener en cuenta al momento de evaluar la respuesta a la
vacunacion es si se trata de productos inactivados o a virus vivo modificado. En el
presente estudio se utilizé una vacuna inactivada, conteniendo antigeno viral incapaz
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de replicarse. Ello condujo invariablemente a que se redujeran los riesgos adversos
asociados a la vacunacién, pero también se vio limitada la capacidad inmundgena de
la vacuna, produciéndose anticuerpos dirigidos principalmente a proteinas
estructurales, como E2. Si bien esto se pudo ver compensado, como lo fue realizado
en esta investigacion, con la aplicacion de una doble dosis (al dia 0 y un booster al dia
30), de todos modos no se alcanzaron los niveles de anticuerpos protectores en el lote
en estudio. Una alternativa a esta problematica podria ser la utilizacion de vacunas a
virus vivo modificado, que son capaces de estimular mas rapidamente la produccién
de niveles mas altos de anticuerpos, al igual que la inmunidad mediada por células.
Esto ha sido comprobado por diversos autores, como Brock et al., (2007), quienes
determinaron que la proteccién estuvo presente tan pronto como 5 dias luego de la
vacunacion con una Unica dosis contra BVDV-2 de vacuna viva modificada. De todos
modos, debiera tenerse en cuenta que estos productos son menos seguros al momento
de evitar la infeccidn y sus consecuencias reproductivas en hembras gestantes. Se trata
vacunas que simulan de mejor manera una infeccion natural, generando la produccién
de anticuerpos contra proteinas estructurales y no estructurales del BVDV, expresadas
durante la replicacién en células infectadas. Las proteinas no estructurales se asocian
a regiones altamente conservadas en los diferentes genotipos de BVDV, lo cual
representaria una ventaja frente a la variabilidad de estos virus. A pesar de sus
beneficios, las vacunas a virus vivo modificado aiin no se encuentran autorizadas para
su uso en Uruguay.

Debido a los resultados presentados en esta tesis doctoral, se puede afirmar que la
vacuna utilizada no generd una respuesta seroldgica con la magnitud deseada en el
lote de animales estudiado, mediante la prueba de ELISA. En efecto, es importante
revisar de manera periddica las formulaciones y composicion de los productos
comerciales que se utilizan contra el BVDV. Esta carencia de respuesta puede estar
dada por la falta de parametros especificos para la produccion de vacunas en Uruguay,
si se tiene en cuenta que los factores de manipulacion y almacenamiento fueron
adecuados al momento de la vacunacion. La concentracion de antigeno y adyuvante
pueden afectar directamente la respuesta inmune en lo bovinos y probablemente sean
las fallas principales en la formulacion de vacunas (Anziliero et al., 2014: da Silva et
al., 2007)

Por otra parte, es interesante mencionar que en virtud de los resultados obtenidos con
respecto a la seroprevalencia por un lado (animales seropositivos contra BVDV al
inicio del ensayo, aun cuando el rodeo se declar6 sin vacunacion), y por el otro, a la
respuesta a la vacunacion (grupo de animales libres de BVDV al inicio del ensayo, no
respondio a la misma), no fue posible determinar si existen diferencias en la respuesta
inmune generada en vaquillonas BLV+ con respecto a las BLV-. Es necesario
continuar investigando al respecto, asegurando animales negativos al BVDV al inicio
de los ensayos, a pesar de que la experiencia en nuestro grupo de trabajo, significa
una dificultad en Uruguay encontrar rodeos libres de esta infeccion. Otra alternativa
a ello podria ser la utilizacion durante el ensayo, de técnicas diagnosticas capaces de
diferenciar anticuerpos vacunales de aquellos generados en infecciones naturales.

En cuanto al grupo de animales seronegativos al inicio del ensayo (2,4%) a BVDV,
se trata de bovinos que, si bien no presentaron infeccién natural, mas alla de la
presencia de un animal Pl en el rodeo, tampoco respondieron a la vacunacion. Ello
nos permite cuestionarnos si existe alguna condicion propia que los hiciera resistentes
a la infeccion contra el BVDV. Al respecto, se conoce que la glicoproteina de
membrana CD46 es utilizada por el BVDV como plataforma para la union a células
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bovinas (Maurer et al., 2004) y esta demostrada la variabilidad del ligando especifico
de dicha glucoproteina para el virus (llamado CCP1), existiendo versiones alélicas
con union significativamente menor al BVDV(Zezafoun et al., 2011). En este
sentido, segun Alzamel et al., (2016), la version soluble de CD46 (sCD46),
presumiblemente tiene capacidad de inhibir la union al BVDV, lo que sugiere que el
ganado naturalmente podria controlar de manera parcial la propagacién hematégena
del virus. La concentracion de sCD46 en suero podria afectar la resistencia o
susceptibilidad de un animal individual a la enfermedad asociada con la infeccion
por el BVDV.

En cuanto a los hallazgos encontrados en los abortos en el periodo de estudio, se puede
concluir que la serologia positiva a Neospora caninum se encuentra asociada
significativamente a los abortos en este rodeo, si bien se evidencia que existe
circulacion tanto de enfermedades virales como bacterianas, que pueden estar
interactuando en los resultados. El porcentaje de abortos de este rodeos fue inferior al
promedio reportado en una encuesta nacional del 4,4% (Suanes et al., 2021). Variedad
de estudios han determinado que la principal causa de aborto bovino en Uruguay es
la Neosporosis (Easton C., 2006; Da Silva Silveira, 2019; Macias-Rioseco M., 2019).
Neospora caninum ha sido identificado mundialmente como una de las principales
causa de aborto en bovinos (Koutsodontis et al., 2017; Lindsay & Dubey, 2020).
Actualmente, en bovinos de leche se determind prevalencias prediales de 21,5% e
individuales de 96% (Macchi et al., 2020). Por otro lado, en cuanto a Leptospirosis,
la creciente importancia en los casos humanos del serovar Ballum, un serotipo
asociado con la vida silvestre, sugiere que la vida silvestre puede ser una fuente de
infeccion pasada por alto y el ganado también podria actuar como puente para los
humanos (Moinet et al., 2021). Los ratones son el principal huésped de mantenimiento
de este serovar y, otras especies, como los erizos, las ratas de barco y las ratas
marrones, también pueden mantener a Ballum. Se desconoce la patogenicidad de la
Leptospira borgpetersenii Ballum Castellonis en la especie bovina y la epidemiologia
de esta en relacion a la infeccion en humanos. En este trabajo se encontro en un alto
porcentaje de esta serovariedad en las vacas abortadas, siendo que no se encuentra
disponible en las vacunas utilizadas en nuestro pais. Mas estudios se deben realizar
para identificar la relevancia de este patdgeno. Finalmente, se cree que la disminucién
de la incidencia de casos en humanos de Hardjobovis y Pomona esta influenciada por
la implementacién de la vacunacién en las industrias lactea y porcina con estas
serovariedades (Marshall & Chereshsky, 1996).

Los datos recientes indican que los niveles de carga proviral en sangre entera (PVL)
en vacas infectadas con BLV podrian ser un indicador de la progresion de la
enfermedad en el campo (Kobayashi et al., 2020). Estudios transversales previos
informaron que los niveles de PVL en sangre entera de ganado con linfocitosis
persistente eran significativamente mas altos que los del ganado asintomatico
infectado con BLV (Panei et al., 2013). Sin embargo, el ganado asintomético infectado
con BLV exhibi6 un rango muy amplio de niveles de PVL (Panei et al., 2013). En esta
tesis y en relacién a la carga proviral de BLV, se observé un aumento de la misma
luego de 160 dias de experimento. Se ha observado en otros estudios 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
et al., 2016), porcentaje de animales superado en esta tesis. 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 et al., 2016). Se
propone como estrategia de control, separar los animales acorde a su carga proviral
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en sangre periférica ya que existen dos perfiles de infeccion. Los animales de alta
carga proviral y los de baja carga proviral (Juliarena et al., 2007, 2016; Ruggiero et
al., 2019). Una consideracion importante sobre este hecho es que el ganado infectado
con altas cargas virales o LP son considerados una importante fuente de infeccién
dentro del rodeo (Mekata et al., 2015).

En base a la carga proviral, se ha encontrado que los animales con alta carga proviral
tienen un porcentaje significativamente menor de células T, tanto células CD4 + como
CD8 + (Nieto Farias et al., 2018). La proporcion de células T CD4 + y CD8 + puede
estar relacionada con la secrecion diferencial de citoquinas en las diferentes
condiciones para BLV. En efecto, se ha visto que la expresion de citoquinas en
respuesta a la infeccion por BLV se desregula de manera significativa (Nieto Farias
et al., 2018). Por otra parte se ha relacionado la presencia de mastitis y la infeccion
con BLV (Watanabe et al., 2019), sugiriendo que la PVL y la estacion estan asociadas
con la severidad de la mastitis clinica, y que la funcion inmunoldgica de las células
epiteliales en la glandula mamaria estd disminuida en vacas con alta PVL en
comparacién con vacas con las de baja PVL (Watanuki et al., 2019). Las hembras
prefiadas con una alta carga proviral tienen una mayor probabilidad de infectar a sus
terneros en el Gtero o periparto que aquellos con menor carga proviral (Mekata et al.,
2015; Sajiki et al., 2017) y han aumentado los niveles de provirus asi como
anticuerpos anti-BLV en su calostro (Gutiérrez et al., 2015) en comparacion con los
con baja carga proviral. Por otro lado la inmunosupresion durante la prefiez y el parto
se considera un factor de riesgo que se relaciona con la progresion de enfermedades
de los bovinos cronicas, como la leucosis bovina. En este sentido, Sajiki et al. (2022)
sugieren que la PGE2 inducida por estradiol esta involucrada en la supresion de las
respuestas Thl durante el prefiez y el parto en el ganado, lo que podria contribuir a la
progresion de la infeccion por BLV (Sajiki et al., 2022). Por lo que refiere al estado
de prefiez y BLV, sumado a la potenciada disminucion de respuesta inmune, este
trabajo no encontro asociacion entre las carga proviral al virus y los porcentajes de
prefiez en las vaquillonas estudiadas.
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5. COMENTARIOS GENERALES

Como objetivo general de esta tesis, en contribuir en técnicas de diagndstico para
enfermedades de impacto en la produccion y reproduccion de nuestro pais, se ha logrado
el desarrollo de dos técnicas moleculares, disponibles en el laboratorio de la Unidad de
Microbiologia de la Facultad de Veterinaria.

Una de ellas, una técnica molecular innovadora como lo es la droplet digital PCR para el
diagndstico y cuantificacion con alta sensibilidad y especificidad del virus de la Leucosis
Bovina. La misma aporta una deteccion temprana del BLV siendo prometedora para su
uso en programas de control de esta enfermedad.

Por otro lado, se estandariz6 una nested PCR que permitid asi el diagnostico por primera
vez en el pais del gammaherpesvirus bovino tipo 4 en rodeos lecheros. Ademas, de la
deteccion conjunta de anticuerpos contra virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina
y el virus de la diarrea viral bovina, aportando conocimientos y herramientas para
contribuir a la salud del rodeo nacional.

En cuanto a la respuesta inmune de los animales, se evalud la inmunogenicidad de
cuatro vacunas contra IBR, que se encontraban disponibles comercialmente y que se
utilizan en América Central y del Sur (marcas: Virbac-Santa Elena, Microsules,
Biogénesis y Merial). Ademas, se evalud la posible interferencia de la inmunizacion
simultanea con Fiebre Aftosa o con vacunas clostridiales y el efecto del cambio de
marca de las vacunas entre una inmunizacion y la siguiente. En respuesta a preguntas
que realizan frecuentemente colegas y productores sobre el uso de las vacunas, como
resultados destacados de este experimento podemos mencionar que solo una vacuna
gener0 niveles de anticuerpos neutralizantes considerados protectores en la mayoria
de los animales (86%), habiendo por otra parte vacunas que no lograron estimular a
ningan animal 30 dias luego de la segunda inmunizacion. En otro orden, no
encontramos interferencias estadisticamente significativas en la inmunizacion
simultanea con vacunas clostridiales o contra la Fiebre Aftosa y se logré una respuesta
intermedia utilizando dos marcas distintas del inmunogeno.

En cuanto al estudio de un rodeo de vaquillonas y la interaccion del virus
inmunosupresor BLV y la respuesta inmune a virosis reproductivas, el presente
ensayo no ha podido demostrar que las vaquillonas BLV+ fallaron en su respuesta a
la vacunacion en comparacion con las BLV-, si se obtuvieron sugerencias de que este
retrovirus puede reducir la inmunidad protectora y modificar perfiles de respuesta.
Debido a la alta prevalencia de esta virosis en los rebafios lecheros de Uruguay, es
esencial continuar estudiando las circunstancias por las cuales BLV afecta
negativamente al sistema inmunoldgico de los animales infectados.
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