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Resumen.

La Leucosis Bovina Enzootica (LBE) es una zoonosis bovina de amplia
prevalencia y distribucion mundial causada por la infeccion cronica del Virus de
la Leucemia Bovina (VLB). Por las caracteristicas propias de los sistemas de
produccion y las condiciones de manejo de los establecimientos productivos
lecheros, que favorecen la transmision horizontal de la infeccion por el VLB, la
prevalencia de la infeccion es mucho mayor en los rodeos lecheros. Es en los
rodeos lecheros donde se concentran sus efectos negativos, tanto a nivel
sanitario como en los costos asociados a la infeccion y comercializacion de
subproductos provenientes de rodeos con alta prevalencia de LBE. El
diagndstico serologico de la infeccion por VLB es posible a partir de multiples
kits diagndsticos comerciales, sin embargo su costo es una limitante para su
amplia utilizacién.

En Uruguay, nos encontramos en una etapa de pre-contemplacion del
problema de la LBE. Se sospecha una prevalencia alta, con amplia distribucion
territorial. A su vez, existe un riesgo comercial latente, frente a posibles
limitaciones o restricciones comerciales a productos o subproductos
provenientes de rodeos infectados por el VLB. Sin embargo, no contamos con
registros nacionales de prevalencia, ni con programas que aborden el control
de la enfermedad y tiendan disminuir su transmision horizontal y prevalencia en
los rodeos. Dado este problema, nos propusimos desarrollar un método
diagnostico alternativo, con eficacia similar a los kits diagnosticos existentes,
capaz de ser utilizado a gran escala y con un costo menor.

Hemos desarrollado, puesto a punto y evaluado en distintos rodeos nacionales
tres herramientas diagnosticas serologicas. Especialmente una de ellas con un
rendimiento similar a técnicas seroldgicas validadas, lo que posibilitd articular
un proyecto inter-institucional para la produccion de un kit diagnostico
comercial de la LBE. Situacién que podria propiciar un programa de control de

la LBE a nivel nacional.
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Introduccion.

Leucosis Bovina Enzoética.

La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) es una enfermedad bovina infecciosa,
causada por un deltarretrovirus oncogénico llamado Virus de la Leucemia
Bovina (VLB). Su primera descripcion data de 1871, cuando Leisering describe
la presencia de esplenomegalia irregular con conglomerados macroscopicos
tumorales en vacunos. Su forma clinica mas Illamativa, aunque menos
frecuente, se caracteriza por presentar una importante esplenomegalia tumoral
debido a la acumulacion de linfocitos B transformados. Los infiltrados tumorales
no se presentan exclusivamente a nivel esplénico, sino que también pueden
aparecer a nivel hepatico, miocardico, ocular, cutaneo, laringeo y en nodulos
linfoides." EI VLB comparte similitudes estructurales con otros virus del género
deltarretrovirus: virus linfotrépico de células T humanas tipo | y Il (HTLV-Il y
HTLV-II) y virus de inmunodeficiencia en simios (STLV).

La infeccion por el virus genera una enfermedad infecciosa linfoproliferativa que
afecta casi exclusivamente al ganado bovino, siendo éste el principal reservorio
natural del virus.? Se transmite fundamentalmente en forma horizontal mediante
el contacto de bovinos susceptibles con secreciones que contengan células
infectadas (ocurre mayormente debido a practicas de manejo veterinario).

La LBE presenta una distribucién mundial, esparcida en todos los continentes
fundamentalmente debido al comercio de bovinos en pie, con una elevada
prevalencia especialmente en Sudamérica, Estados Unidos y Canada. Otros
paises, fundamentalmente de la Unién Europea (UE), han llevado a cabo
programas de erradicacion exitosos.® En Uruguay la situacion no es clara, ya
que no contamos con cifras oficiales de prevalencia, y tanto a nivel de las
autoridades sanitarias como del aparato productivo se esta en una etapa de
pre-contemplaciéon del problema. De todas maneras, como se explicara luego,
hay elementos para presumir una prevalencia alta de la leucosis con una gran
extension territorial.

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) incluye a la LBE como
enfermedad bovina en su Manual Sanitario para Enfermedades Terrestres

2015, donde establece normas respecto al establecimiento de zonas libres de
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LBE y buenas practicas de manejo para el comercio de bovinos entre
territorios.*

En la Tabla 1 se presenta el estatus sanitario de Europa y las Américas con
respecto a VLB, y se muestran las regiones declaradas libres de VLB. Tanto en
América del Sur, como en Africa, Asia y Medio Oriente (datos no mostrados) la
informacion es mucho menos sistematica, basada en registros de rodeos
especificos, registrandose la presencia de VLB en esas regiones pero no datos
fidedignos de prevalencia.? Como se expondra luego mas exhaustivamente,
tanto América del Norte como América del Sur son regiones de alta prevalencia
del VLB, en contraposicién con aquellas regiones cuyos sistemas productivos
han establecido programas de control y erradicacion de la leucosis.
Destacamos que EEUU, Canada, Argentina y Uruguay (entre otros paises de
América del Sur) son los unicos grandes productores lacteos y de otros
subproductos bovinos, cuyos rodeos presentan una alta prevalencia de
leucosis. En contraposiciéon con el continente europeo, Australia y Nueva
Zelandia, esto representa una desventaja comparativa enorme, sobre todo a
nivel comercial.

Hablaremos luego del riesgo para el pais que implica ser vendedores de
productos y subproductos bovinos en un contexto de prevalencia
presumiblemente alta de LBE, y en muchos casos comercializarlos a

compradores (UE) que han erradicado el problema de la leucosis.

Tabla 1. Paises declarados libres de VLB. Europa y Oceania son zonas de baja prevalencia o
con grandes regiones libres de VLB. En cambio, tanto América del Norte como América del Sur
son zonas con alta prevalencia de VLB. Tanto en Africa, Asia como Medio Oriente, también
existen registros de VLB (datos no mostrados en tabla). Modificado de Polat y colaboradores,
2017.2

Andorra 1994, libre VLB. 5

Chipre 1995, libre VLB.
2010, libre VLB.

Republica Checa Paises declarados

Europa

Dinamarca libres de LBE 1990, libre VLB.
Estonia 2013, libre VLB.
Finlandia 2008, libre VLB.
Irlanda 1999, libre VLB.
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Noruega 2002, libre VLB.

Espana 1994, libre VLB.

Suiza 2005, libre VLB.

Suecia 2007, libre VLB.

Eslovenia 2006, libre de
VLB.

Reino Unido 1996, libre VLB.

Holanda 2009, libre VLB. | *

Polonia 2017, libre de|®
VLB.

Ucrania, Croacia, ltalia, | Ain no declarado libre | VLB presente. 45

Portugal, Bielorrusia, | de VLB. 7

Letonia, Rumania,

Bulgaria, Grecia.

Australia 2013, libre VLB’ (ganado lechero) 8
o
'c
(1]
@
S
Nueva Zelandia 2008, libre VLB. o
EEUU e 83.9% rodeos | "
lecheros.
3
o e 39% rodeos
Z
o ganaderos
° Alta prevalencia
8| | Canada e 89% rodeos, | "
‘g con B
< variaciones 3
regionales.
<| | Brasil, Argentina, Chile, | Registros aislados en rodeos, no datos [ **
oS - o e .
m| | Bolivia, Peru, | sistematicos de prevalencia. -
Ll 5
5l 9! Venezuela,  Uruguay, 2
E Paragua, Colombia.

El virus desarrolla una infeccion crénica para la cual no hay cura ni tratamiento,
sin embargo la historia natural de la enfermedad puede seguir caminos

diversos.
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La mayoria de los bovinos infectados cursa la infeccion de manera subclinica y
sin manifestaciones paraclinicas, sin embargo actualmente se sabe que
presentan un desarreglo en su sistema inmune asociado a menor produccién
de leche, menor longevidad y mayor ineficiencia reproductiva.?

De los bovinos infectados, aproximadamente un tercio presenta una
proliferacion persistente de linfocitos B no transformados, denominada
linfocitosis persistente (LP). La LP se caracteriza por un aumento permanente y
sostenido en sangre periférica de una poblacién policlonal no maligna de
linfocitos B predominantemente CD5*IgM*. En cambio, un pequefo porcentaje
de los bovinos infectados (1-5%) desarrolla luego de un periodo de latencia
prolongado (mayor a 4-5 afios desde la primo-infeccion) una leucemia/linfoma a
linfocitos B. La historia natural de la enfermedad no debe entenderse
necesariamente como estadios sucesivos en la evolucién de la infeccidn, sino
que son diferentes formas de expresion de la misma, no presentandose de
forma sucesiva en todos los casos. No estan claros los determinantes de
progresion entre un estadio y otro, ni existen biomarcadores que permitan

identificar animales progresores.??

Mecanismos de transmision leucosis bovina

Bovino Bovino
infectado suceptible

ﬁ ‘ -t

Pad\ & \@/@’

Figura 1. Mecanismos de transmision de la LBE. Modificado de Castelli y colaboradores,
1999.24
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La infeccion primaria ocurre cuando una célula infectada (que contiene ADN
copia del VLB integrado en su genoma) es transmitida a un bovino susceptible
mediante diferentes mecanismos de transmision (Figura 1). Durante este
periodo inicial, el ADN proviral es intensamente expresado produciéndose
particulas virales capaces de infectar nuevos linfocitos B. Durante esta etapa,
el bovino experimenta un sindrome de impregnacion viral (influenza simil)
debido a la activa replicacion viral y al inicio de la respuesta inmune. Luego de
algunas semanas post primo-infeccion, la respuesta inmune montada en el
huésped limita la infeccion de nuevas células. Sin embargo, los linfocitos
infectados si proliferan, transfiriendo el provirus integrado a su progenie. En
esta etapa, la carga proviral (cantidad de linfocitos B con el provirus
integrado/cantidad total de linfocitos B) es de alrededor de 1%. Luego de la
primo-infeccién, la mayoria de los animales seran portadores asintomaticos del
virus, pudiéndose solo realizar diagndstico serolégico por la presencia de
anticuerpos especificos anti-VLB o la identificacion directa de ADN proviral.®
Luego de la primo-infeccion, en 30-50% de los bovinos infectados sobreviene
un periodo de latencia de meses a algunos anos, luego del cual se desarrolla el
estadio de linfocitosis persistente (LP), caracterizado por un aumento del
numero absoluto de linfocitos B en sangre periférica (mayor a 10000/mm?). La
LP representa un estadio subclinico de la enfermedad, aunque ya en éste
estadio se documentan disfunciones en el sistema inmune del bovino. Puede
durar varios afos y es considerado un estadio pre tumoral, dada su
potencialidad para progresar al estadio leucemia/linfoma.®

La leucemial/linfoma representa el estadio clinico con las manifestaciones
clinicas mas llamativas de la infeccidén, predominantemente en bovinos adultos
(mayores de 3-5 afios). Como dijimos anteriormente, un 5% de los bovinos
infectados progresan hasta este estadio. El proceso de transformacion maligna
dura al menos algunos afos, y clinicamente se caracteriza por el desarrollo de
grandes masas tumorales a nivel ganglionar, asociando hepato-
esplenomegalia, presentandose globalmente como un deterioro en el estatus
del animal, astenia, pérdida de peso y alteraciones del transito digestivo, lo que
determina la baja performance productiva del animal conduciendo finalmente a
la muerte o a su sacrificio.?>?% El estadio leucemia/linfoma no necesariamente

es precedido por el estadio de LP, aunque ocurre asi en 2/3 de los casos. A
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diferencia de la LP, la expansion celular en esta etapa es monoclonal u
oligoclonal, originada a partir de una o unas pocas células infectadas
transformadas.? La infeccion natural por el VLB sélo se ha confirmado en tres
especies: Bos Taurus (ganado doméstico), Bos Indicus (cebu) y Babalus
Bubalis (bufalo de agua). Artificialmente puede observarse la infeccion de otras
especies, presentado diferente curso clinico. La inoculacién del VLB en ovinos
y caprinos resulta en el desarrollo de leucemia/linforma con una latencia mucho
menor que en bovinos (meses) y en casi la totalidad de los animales
infectados. En conejos, la infeccion por el VLB genera un estado de

inmunodeficiencia que conduce a la muerte.®

Virus de la Leucemia Bovina (VLB).

El VLB es un virus ARN del género deltaretrovirus perteneciente a la familia
retroviridae, estructural y funcionalmente relacionado a otros retrovirus bovinos
y humanos. Luego de la infeccion celular, el genoma viral se retro-transcribe a
ADN copia, el cual se integra al ADN celular (provirus). Esta estrategia
posibilita la transmisidn del material genético viral hacia la progenie celular de
la célula indice durante la mitosis. Dependiendo de las condiciones
inmunoldgicas del huésped, el provirus puede permanecer
transcripcionalmente silente o0 activo produciendo particulas virales

infectantes.8
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1 1 L L L L 1 E

gag l pol | ES R3 tax

env ‘ E

rex
G4

\\ e ?rf: Extracelular gp51 } ENV

Transmembrana gp30
Transcriptasa reversa-integrasa
(RT-IN) _0:_
Pl —‘ Nucleocapside p12

Genoma ARN ot % I Capside p24 Gag

Protesa (Pro) o\ © <3— Matriz p15
s

Figura 2. Representaciéon esquematica del genoma y la particula viral del VLB. A) Genes
estructurales y de proteinas enzimaticas: gag, pro, pol y env; genes regulatorios: tax y rex;
genes accesorios: R3, G4 y microARN. B) Proteinas codificadas por los genes estructurales y
de proteinas enzimaticas: glicoproteina ENV (gp51 y gp30) codificada por el gen env, proteina
Gag (p12, p24 y p15) codificada por el gen gag, transcriptasa reversa e integrasa (RT-IN)
codificada por el gen pol, y proteasa (Pro) codificada por el gen pro. Modificada de Polat y

colaboradores.

El genoma del VLB esta compuesto por las regiones estructurales llamadas
gag, pol y env (Figura 2), necesarias para la sintesis de la particula viral. La
particula viral tiene un diametro de entre 60 y 125 nm, compuesta por una
region central nuclear electrondensa rodeada por una capside viral. Su genoma
de ARN tiene 9kb de extension aproximadamente. EI genoma completo,
ademas de los genes que codifican las proteinas estructurales y enzimas,
contiene una region denomina pX, y esta flanqueado a ambos lados por largas
secuencias de repetidos terminales (LTR)"2.

El gen gag codifica el precursor Pr449%, un polipéptido que se cliva formando
las proteinas no glicosiladas de la particula viral: p15, p24 'y p12. La proteina de
matriz (MA, p15), que corresponde al extremo NH>-terminal del precursor gag,
se une al ARN viral e interactua también con la membrana lipidica viral. La
proteina p12 (nucleocapside, NC) es rica en prolina, y también se une
fuertemente al ARN viral. La proteina p24 constituye la capside (CA) de la

12
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particula viral, y su ensamblado es imprescindible para lograr una particula viral
infectante. Esta proteina es un blanco de la respuesta inmunoldgica del
huésped. Los bovinos infectados presentan titulos de anticuerpos anti p24;
ademas presenta dos epitopes reconocidos por linfocitos T.!" Como se
desarrollara mas adelante, la proteina p24 ha sido utilizada en el desarrollo de
métodos diagnosticos dada su inmunogenicidad. La respuesta humoral anti
p24, es especifica, pero no constante.

El gen pol codifica, entre otros péptidos, la transcriptasa reversa (RT), una
polimerasa de ADN dependiente de ARN que se activa preferentemente en
presencia de Mg?*. La RT del VLB presenta alta fidelidad, teniendo menor
porcentaje de error en la introduccion de residuos que la RT del VIH-1 con una
performance similar en la elongacién (extension del extremo 3°). Luego de la
infeccidon de células susceptibles, la RT sintetiza dos moléculas de ADN
circulares (ADN proviral). La integracion de las moléculas provirales en el
genoma de la célula hospedero es dirigida por la integrasa (IN)."

El gen env es transcripto como una poliproteina de 72kDa llamada pr72¢". Este
precursor luego es clivado en dos péptidos glicosilados: uno extracelular gp51
(SU) y otro transmembrana gp30 (TM). TM y SU estan asociados de forma
estable formando un complejo mediante puentes disulfuros. TM es pobremente
inmunogénica, mientras que SU es altamente inmunogénica, induciendo
durante la infeccion una respuesta de anticuerpos especificos robusta y
persistente. Dada su inmunogenicidad, varios trabajos la han intentado utilizar
en el desarrollo de métodos diagnosticos para la enfermedad, asi como en el
desarrollo de vacunas. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales contra
epitopes conformacionales de SU con actividades neutralizantes. Durante la
divisidon celular, la poliproteina precursora no se distribuye de forma uniforme
en ambas células hijas, sino que se concentra predominantemente en una.
Esto ha sido postulado como un mecanismo de inmunoescape viral. Se cree
que la infeccién de nuevas células ocurre mediante la fusién de una célula
infectada (que expresa las proteinas env en su membrana) con un linfocito no
infectado. La proteina TM juega un papel fundamental en este proceso,
utilizando un péptido de fusion que desestabiliza ambas membranas celulares
permitiendo su fusion. Ademas de esta actividad, TM realiza también funciones

de senalizacion celular mediante su motivo ITAM en su porcion citoplasmatica,
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estando implicada en la modulacién del trafico intracelular de Env, asi como en
la interaccion y regulacion de algunos aspectos del sistema inmune
favoreciendo el inmunescape viral®.

La reqgion pX, que se localiza entre ENV y el extremo 3°LTR, codifica las

proteinas regulatorias Tax y Rex, y ademas otras proteinas accesorias como
R3y G4.

Las proteinas regulatorias estan implicadas en la regulacion de la transcripcidon
viral, transformacion leucémica inducida por el VLB y en la salida del ARN viral
desde el nucleo celular al citoplasma.? La proteina Tax es un activador
transcriptacional de la expresion viral, y es otro blanco de la respuesta inmune
del huésped presentando epitopes T y B. Su integridad es clave para que
ocurra la infectividad viral.! Las proteinas accesorias R3 y G4, son también
importantes para mantener la carga viral alta durante la infeccion, y estan
implicadas en el proceso de trasformacién leucémico. Se ha visto en
infecciones experimentales de ovinos con VLB atenuados (delecién de R3 y
G4) una historia natural con menor carga viral, siendo la progresion hacia la
leucemia mas infrecuente y con mayor latencia.??7-28

El tropismo mayoritario del virus es por linfocitos B con expresién de IgM en
membrana, donde se replica mayoritariamente y es capaz de generar una
transformacion oncogénica. Se ha reportado que puede infectar otros tipos
celulares como monocitos y macrofagos. 1429

Se han descripto 10 genotipos de VLB con diferente distribucion a nivel
mundial, sin embargo no se han asociado a diferentes cursos clinicos de la
enfermedad.” Inicialmente, el estudio filogenético para la identificacion de
genotipos se realizé a partir del gen ENV, utilizado la secuencia de la
glicoproteina de superficie gp51. De este modo, inicialmente se definieron 7
clusters o genotipos basados en polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion de productos de PCR (RFLP-PCR).3° Luego, mediante el analisis de
la secuencia completa del VLB y la secuenciacidén de cepas de VLB aisladas en
diferentes lugares geograficos, se identificaron los diez genotipos conocidos
hasta el momento (Figura 3).2

14
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LC080664/Bolivia
LC080672/Bolivia
LC080669/Bolivia
LC080675/Bolivia
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Figura 3. Arbol filogenético construido con las secuencias completas del genoma de VLB
obtenidas de GeneBank. En Uruguay se han identificado tres cepas del genotipo 1. Tomado de
Polat y colaboradores.

A pesar de la similitud en ciertos aspectos de la biologia y la patogénesis con el
HTLV, sumado a la alta exposicion al VLB a través del consumo de leche y
carne bovina, no se ha demostrado que el VLB infecte humanos. Sin embargo,
en los ultimos anos la inocuidad del VLB ha sido puesta en duda, generandose

notoriedad con respecto a posible riesgo para la salud humana.

EL VLB como agente causante de enfermedad humana.

Varios estudios han intentado demostrar una asociacion entre la exposicion
ocupacional y dietética al VLB con neoplasias en humanos, sin embargo no

existen actualmente evidencias contundentes de que el VLB represente un

riesgo para la salud humana.31-33
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Se han encontrado secuencias génicas del VLB en tejidos neoplasicos
mamarios, pero no se ha podido demostrar un rol etiolégico del VLB en el
cancer de mama humano.3+3" Sin embargo, actualmente existe preocupacion
creciente respecto a este tema y hay cierta controversia al respecto, incluso en
los ultimos dos afios se han publicado varios trabajos que pretenden poner el
tema en el tapete. En este sentido, interesa destacar una revision realizada por
Lawson y colaboradores recientemente publicada sobre la relacidn entre el
cancer de mama y virus oncogénicos, entre los cuales mencionan al VLB.38 Por
otro lado, el trabajo realizado por un grupo australiano se plantea la hipotesis
de una relacion causal entre el cancer de mama en humanos y la exposicion al
VLB, sustentando su hipoétesis a partir de los trabajos que han identificado la
presencia de ADN proviral del VLB en biopsias de tumores mamarios.

Pero, ¢ cuantos trabajos hay publicados sobre la presencia de ADN proviral en
muestras de tumores mamarios humanos? (Tabla 2). La evidencia disponible
se encuentra conformada por estudios de casos y controles, que en su mayoria
analizan de forma retrospectiva muestras de tejido mamario humano, tanto
proveniente de lesiones malignas o premalignas como de tejido mamario sano.
Mediante técnicas de identificacion directa de ADN viral establecen
asociaciones entre la presencia y ausencia de ADN proviral y la situacion de
salud o enfermedad (no lesiones neoplasicas o lesion neoplasica).

Tabla 2. Cancer de mama y VLB. Trabajos que evidencian la presencia de ADN proviral en
muestras de tejido mamario humano. CDI: carcinoma ductal infiltrante. Estudios de casos y

controles. Modificado de Lawson y colaboradores.

Procedencia. | Casos Controles Técnica Casos Controles Ref.
VLB + VLB +
Colombia CDI. Lesion benigna. | PCR 19/53 24/53 (45%) 39
(36%)
EEUU. CDI. Tejido mamario | PCR in situ. 67/114 30/104(29%) 36
normal (59%)
Australia CDL. Lesion benigna. | PCRin situ. 40/50 19/46 (41%) 40
(80%)
EEUU. CDI. Tejido mamario | PCR in situ. 36/61 20/103 (20%) 4
normal. (57%)
EEUU. CDL. Tejido mamario | Secuenciacion 0/51 0/19 42
normal. completa.

16



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

Como surge de la Tabla 2, la evidencia que hay sobre el posible rol
etiopatogeénico del VLB en el cancer de mama se sustenta en estudios de
casos y controles que han identificado la presencia de ADN proviral en
muestras de tejido mamario humano, tanto tumoral como no tumoral. Al
respecto interesa destacar el trabajo de Gillet y colaboradores*? que realizan el
secuenciado completo de 51 muestras tumorales y no son capaces de
encontrar secuencias de ADN proviral, lo que representa una evidencia firme
que aleja la asociacion propuesta por otros autores. En suma, la controversia
existe. Como puede verse en la bibliografia referenciada, varios trabajos
plantean la duda del posible rol etiopatogénico del VLB en el cancer de mama.
Como se dijo anteriormente, en este tema no solo esta implicada la seguridad
alimenticia de los subproductos bovinos, sino que también estan en juego

intereses comerciales importantes a nivel global.
Epidemiologia y situacién sanitaria.

Actualmente la infeccion por el VLB, sobre todo en rodeos lecheros, tiene una
prevalencia alta con una diseminacion global. Esto es cierto para la mayoria de
los paises donde se han llevado a cabo estudios epidemiologicos de
prevalencia, salvo para el continente europeo donde se han realizado
programas de manejo y campafias de erradicacion exitosas. La UE ha
declarado a la mayoria de sus paises miembros libres de LBE, permaneciendo
la enfermedad en: Ucrania, Croacia, ltalia, Portugal, Bielorrusia, Letonia,
Rumania, Bulgaria y Grecia. De forma similar, Nueva Zelanda y Australia
establecieron programas de erradicacion en los afios 90s. En 2008 Nueva
Zelanda ha sido declarada libre de BLV, y en 2013 Australia ha declarado sus
rodeos lecheros libres de VLB 894347 (Tabla 1).

Durante los afos 60" la LBE ya era conocida como una enfermedad esparcida
mundialmente con alta prevalencia entre los rodeos lecheros tanto en el
continente europeo como en Norteamérica. En 1964 la OIE lanzé una
recomendacion a los paises para que establezcan programas de control de la
enfermedad, recomendando evitar el comercializar bovinos de rodeos
infectados. En 1967 la OIE establecié la LBE como el tumor mas frecuente en
bovinos, responsable de importantes pérdidas econdmicas en Europa y
Ameérica del Norte, recomendado a los paises que establezcan capacidades de
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diagnostico serologico. A partir de este punto, la enfermedad se volvio
endémica en paises que no implementaron medidas de control y seguimiento.
Desde el punto de viste epidemioldgico, la LBE es una enfermedad que se
disemina y manifiesta clinicamente de forma muy lenta. Luego de la
introduccién de bovinos infectados a un rodeo libre de VLB, los primeros casos
de linfoma apareceran al menos luego de 5 afos, y podria llevar incluso
décadas antes de que la prevalencia sea alta y la enfermedad tenga un
impacto cuantificable.®

A continuacion describiremos la situacion epidemioldgica y sanitaria de los
paises ganaderos mas relevantes.

Estados Unidos no ha llevado a cabo programas exhaustivos de control y

erradicacion de la enfermedad, y la prevalencia intra-rodeos lecheros reportada
varia entre 23% y 46%*4%, En 2007, el Departamento de Agricultura de
EE.UU. a través de su Programa Nacional de Monitoreo de Salud Animal
(NHAMS), publico que un 83,9% de los rodeos lecheros eran positivos para
VLB. El trabajo involucra la participacion de los 17 Estados que presentan
mayor produccion de leche en el pais, representando el 79% de las
operaciones lecheras y abarcando un 82,5% de las vacas lecheras del pais.
Ademas, presenta datos comparativos con respecto a un relevamiento similar
realizado en 1996.'° El trabajo inicial representa el primer estudio exhaustivo de
prevalencia en rodeos lecheros en el pais del NAHMS, y revela una distribucion
extendida del VLB en los tambos lecheros de todo EE.UU. Previo a este trabajo
ya existian reportes de prevalencia del VLB en el pais, pero restringidos a
ciertas zonas geograficas o incluso a estados particulares, pero no
relevamientos a nivel nacional. Para definir la prevalencia en los rodeos
lecheros de EE.UU., durante el periodo febrero a marzo de 1996 se
seleccionaron aleatoriamente muestras de tambos de al menos 30 bovinos
productores en 20 estados. Los tambos fueron visitados por funcionarios
federales, obteniéndose muestras de sangre de 1006 bovinos. El diagnostico
se realizé mediante inmunodifusion en gel de agarosa (AGID). Se demostré la
presencia de bovinos seropositivos en un 89% de los rodeos relevados, y la
prevalencia intra-rodeo fue de al menos 25% en el 75% de los rodeos positivos.
En suma, estimaron una prevalencia nacional alta de rodeos positivos para

VLB con una gran distribucion geografica, sumado a una prevalencia individual
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también alta de los rodeos afectados.’® Este trabajo inicial ya planteaba la
necesidad de un programa de control y erradicacion de la LBE que incluyera
buenas practicas de manejo veterinario para disminuir la prevalencia de la
enfermedad, dado que la estrategia de eliminacion de los bovinos seropositivos
resultaba econdmicamente inviable. El disefio del relevamiento de 2007 del
NAHMS es diferente al de 1996. En esta ocasion, se obtuvieron muestras de
leche de los tanques colectores de los tambos seleccionados y el diagnostico
se realizd mediante ELISA. Sin embargo, ambos trabajos revelan una
prevalencia alta en los rodeos lecheros de EE.UU. con una gran distribucion
geografica. En sus conclusiones el Departamento de Agricultura reitera la
inviabilidad de eliminar animales seropositivos y la necesidad de instalar
programas que disminuyan riesgos de transmisién horizontal.°

Puede afirmarse que existe en el pais una preocupacién creciente con respecto
a la LBE, incluso en la actualidad ya existen algunos programas en marcha
para certificacion de rodeos libres de VLB. En Uruguay, como veremos mas
adelante, se cree que estamos en una situacion epidemioldgica similar, pero
muchos mas relegados con respecto a la generacion de conciencia por parte
de los organismos rectores oficiales.

El mismo programa (NAHMS) llevé adelante un trabajo en 1997 en rodeos
carnicos. Con respecto a la prevalencia para VBL, informa una prevalencia
individual de 10.3%, con un 38% de rodeos positivos. El relevamiento involucré
los 23 estados con mayor produccion de carne bovina, realizandose
diagnostico mediante AGID o ELISA en suero. A diferencia del trabajo para
rodeos lecheros descripto anteriormente, estos resultados no representan una
prevalencia nacional dado el insuficiente numero de muestras. Sin embargo,
representa el relevamiento mas exhaustivo que se ha realizado en rodeos para
carne.'

El impacto de la LBE ocurre especialmente en los rodeos lecheros dadas las
caracteristicas de su sistema productivo, el cual resulta mas propicio para la
transmision horizontal del VLB, asociando mayor prevalencia intra-rodeo, lo
que se asocia a mayor morbilidad y costos econdmicos. Sin embargo, aunque
menos estudiado, el problema de la prevalencia en los rodeos para carne
podria también ocasionar costos economicos, especialmente si su prevalencia

continla en aumento, o si, como analizaremos mas adelante, se instalan
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restricciones comerciales a subproductos bovinos provenientes de rodeos
positivos.

En Canada también se han llevado a cabo estudios de prevalencia en varias
provincias, demostrando un alto porcentaje de seroprevalencia, con un 89% de
los rodeos infectados y una prevalencia intra-rodeo de entre 20 y 37%.'* Un
trabajo inicial relevdo muestras de suero de tambos de la provincia de Ontario.
De una seroteca compuesta por mas de 12000 sueros, fueron seleccionados
mediante un sistema aleatorio computarizado 920 sueros de 263 rodeos para
testear anticuerpos anti-VLB y otros retrovirus bovinos. El diagnostico de
anticuerpos anti-VLB se hizo por la técnica de AGID, y el porcentaje de bovinos
que presentaron anticuerpos anti-VLB fue de 25,7%.%% Un estudio posterior
establecié la prevalencia en las provincias de Prince Edward Island, Nova
Scotia y New Brunswick. El diagnostico de anticuerpos anti-VLB se realizd
mediante la técnica de ELISA, testeandose un total de 2604 bovinos de los
cuales 37,6% presentaron anticuerpos especificos contra VLB.® Luego de
estos estudios iniciales de prevalencia, estudios similares en otras provincias
han encontrado resultados similares, concordantes con una situacion
epidemiologica de alta prevalencia en los rodeos bovinos, y con una amplia
distribucion geografica en el pais.'?5455

En América del Sur hay menor cantidad de estudios sobre la prevalencia de la

enfermedad en los rodeos bovinos. Porcentajes de prevalencia entre 34 y 50%
han sido reportados por trabajos en Colombia, Venezuela, Chile y Uruguay. En
Brasil hay considerable variacion en la prevalencia de la enfermedad en los
diferentes estados, con estudios que reportan niveles de hasta 50% de
prevalencia en algunas regiones. Para América del Sur, con la excepcion de
Argentina, no hay en la actualidad datos de prevalencia a nivel nacional,
habiendo muchos trabajos que reportan bovinos seropositivos en tambos
puntuales o en ciertas zonas, conformando una informacidén fragmentaria, y
poco sistematica, pero que demuestran la presencia de VLB en los rodeos
bovinos. 14-17.19

En Argentina se han llevado a cabo estudios mas exhaustivos sobre la

prevalencia de la enfermedad en los rodeos. Durante 1999 se llevd a cabo el
primer estudio nacional de seroprevalencia para el VLB en bovinos lecheros.
Para estimar la prevalencia estudiaron muestras seroldgicas de mas de 10000
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bovinos mayores de 18 meses, pertenecientes a 363 tambos diferentes de las
mayores areas productivas del pais. Para la realizacion del estudio
desarrollaron un ELISA que detectaba en suero anticuerpos especificos para el
VLB. Demostraron una prevalencia global de 32,85%, con una diseminacion de
la enfermedad en todas la areas del pais testeadas y un 84% de rodeos
positivos.?! El trabajo mencionado representa actualmente el estudio mas
exhaustivo que se ha llevado a cabo con respecto a la prevalencia del VLB en
Sudamérica.

La situacion epidemiolégica en Asia es mas incierta. Hay pocos trabajos que
den cuenta de la prevalencia de la enfermedad, asi como pocos programas de
erradicacion y manejo de bovinos infectados. En Camboya y Taiwan llama la
atencion los resultados de dos estudios que reportan sélo un 5% de los bovinos
infectados.%657 Lo interesante del estudio en Camboya es que demostraron la
presencia del VLB en un pais tropical por primera vez, y ademas que el trabajo
fue realizado en 544 bovinos utilizados como animales de tiro. El diagnostico lo
realizaron utilizando la técnica de AGID a partir de muestras de sangre
periférica. Demostraron un 5,3% de prevalencia de anticuerpos anti-VLB en
esta poblacion de bovinos®’. La baja proporcion de bovinos infectados
demostrada puede explicarse fundamentalmente por el diferente manejo que
reciben estos bovinos destinados a la traccion a sangre, donde gran parte de
los factores de riesgo asociados a mayor prevalencia en los rodeos lecheros no
estan presentes, situacion similar a lo que ocurre con los rodeos ganaderos.
Esto resalta el impacto del manejo a nivel de los tambos de produccién
intensiva, y de la iatrogenia en la transmision y aumento de la prevalencia de la
enfermedad en el rodeo. En Taiwan se llevo a cabo un estudio epidemiolégico
que analizé 29469 muestras séricas de vacas lecheras de 1 a 12 afos de edad
en 1985 y 1986. El diagnostico de infeccion se realiz6 mediante la técnica de
AGID. Demostraron una prevalencia de 8,4% en 1985 y de 5.8% en 1986. Este
trabajo representa el segundo estudio epidemioldgico realizado en el pais, ya
que uno anterior de 1979-1980 mostraba una prevalencia de 1.9%. Los autores
explican el aumento en la prevalencia de bovinos infectados debido a la
importacion de vacas en pie, presuntamente infectadas, para ser incorporadas

a los rodeos productivos.%®
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Japon ha realizado amplios estudios de prevalencia y ha llevado a cabo
algunos programas de manejo y control de los factores de riesgo de la
infeccion. Se ha reportado un 28,6% de prevalencia en los bovinos lecheros y
un 68,1% de rodeos infectados.®®*® En Corea la prevalencia excede el 50% de
los bovinos, con un 86,6% de rodeos infectados.®°

En Medio Oriente los niveles de prevalencia al parecer son algo menores que
en otras regiones, encontrandose alrededor del 20% de prevalencia.®'52 Esta
situacion presenta algunas excepciones que incluyen Turquia e Iran.%364 Sin
embargo, la informacion en muchos casos es fragmentaria y primaria.'4

Como fue descripto, la prevalencia en los rodeos bovinos varia entre los
diferentes paises, y dado su mecanismo de transmision, presenta en los rodeos
lecheros una prevalencia mayor que en los rodeos no lecheros. A su vez, a
nivel de los rodeos lecheros la prevalencia esta fundamentalmente asociada a
aquellos sistemas productivos que presentan un manejo mas intensivo, y
especialmente a aquellos que no aplican practicas de manejo veterinario
tendientes a disminuir la transmision horizontal y la propagacion de la infeccion.
Lo que resulta claro es que presenta una distribucion mundial, pero que hoy en
dia es cada vez mas un problema de las regiones cuyos sistemas productivos
no han aplicado en los ultimos 10 afios programas de control y erradicacion de
la LBE.

¢ Qué ocurre en Uruguay? No existen estudios exhaustivos que determinen la
prevalencia de la infeccion en Uruguay, aunque se presume alta. Hay al menos
tres trabajos que dan cuenta de rodeos lecheros positivos a nivel
nacional.'®2085 Tanto por las caracteristicas de la estructura productiva del
pais, como por la ausencia de politicas publicas que encaren la problematica
de la leucosis a nivel nacional, tenemos elementos para pensar que la situacion
epidemiologica es similar a la de Argentina o EE.UU. Destacamos la necesidad
que tiene el pais de encarar un programa que permita conocer la prevalencia
global de la enfermedad como insumo primario y esencial para definir el estado
de situacién epidemiolégico actual, que permita planificar un programa de

control y erradicacién de la enfermedad.
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Transmisioén y factores de riesgo asociados a la propagacioén intra-
rodeo.

Dentro de un rodeo, la infeccién por VLB es esparcida mas frecuentemente de
forma horizontal, por contacto directo o indirecto de linfocitos infectados
provenientes del torrente sanguineo (o en menor medida de leche) de un
animal infectado a bovinos susceptibles. La transmisién vertical
transplacentaria ha sido documentada, sin embargo parece tener un peso
relativo menor en importancia.®® La contribucion relativa de las diferentes
formas de transmision se encuentra determinada, entre otros factores, por la
frecuencia y naturaleza de exposicién al agente viral y por la prevalencia dentro
del rodeo.%” Cualquier programa de control de la enfermedad exitoso debera en
primera instancia ser capaz de reconocer y controlar los modos de transmision
de la enfermedad, dado que una vez que el bovino es infectado desarrolla una
infeccion cronica por el VLB, transformandose en la mayoria de los casos en un
foco de infeccidn para otros bovinos dentro del rodeo.

Un programa de control de la LBE a nivel nacional debera incluir al menos tres
aspectos: intervenciones a nivel de manejo veterinario, que tiendan a disminuir
la transmision de la enfermedad; diagnostico y segregacion de bovinos
infectados; y eliminacion de bovinos infectados seleccionados.® Los cambios a
nivel del manejo veterinario seran efectivos si apuntan a disminuir los factores
de riesgo de transmision, y si éstos a sus vez son bien entendidos y su riesgo
relativo ha sido cuantificado. La relevancia de la transmision hematdgena
presenta un peso relativo variable, dependiendo de la prevalencia de la
infeccion dentro del rodeo, de qué practicas veterinarias se realicen y con qué
frecuencia. Esta bien establecido que cualquier practica veterinaria que
favorezca el intercambio de sangre o secreciones entre los bovinos del rodeo
representa un factor de riesgo. En un ambito productivo multiples practicas
habituales favorecen este intercambio: examen de prefiez (mediante tacto
rectal), inyecciones percutaneas, colocacion de caravanas, tatuaje y
descornaje®”¢°-72, En este sentido, Sprecher y colaboradores implementaron en
un tambo con alta prevalencia de infeccion por VLB un programa de control de
los factores de riesgo. Dicho programa incluia: uso no reutilizable de agujas y
guantes obstétricos, desinfeccion de equipamiento para tatuaje, descornaje
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eléctrico y alimentacion de terneros con complementos y calostro tratado por
calor. En dos afios fueron capaces de disminuir la prevalencia del 44 al 17%.
Esto sin recurrir a segregacion y eliminacién de bovinos.”

Un estudio llevado a cabo en 113 tambos lecheros de Michigan por el grupo de
Erskine y colaboradores en 2012, determind y cuantifico practicas de manejo
veterinario especificas asociadas a la transmisién de la infeccion. Calcularon la
prevalencia a partir de muestras de leche mediante un ELISA comercial para
deteccion de anticuerpos anti-VLB. Luego relevaron, mediante un cuestionario,
cuales eran las practicas de manejo veterinario habituales en ese tambo. Sus
resultados son coincidentes con reportes previos sobre practicas asociadas a
mayor riesgo de infeccion por el VLB, como utilizacién de gubia quirurgica para
descornaje, reutilizacion de agujas, no control de insectos hemato6fagos,
numero de examinaciones reproductivas (reutilizacién guantes) y numero de
inyecciones percutaneas. La utilizacion exclusiva de inseminacion artificial
también fue asociada a menor prevalencia en los rodeos analizados,
comparados con aquellos que utilizan monta tradicional.®® Otros estudios han
identificado como factores de riesgo de transmision practicas de manejo
veterinario similares.®%7475

Recientemente se ha publicado un trabajo realizado en tambos lecheros de
Canada, cuyo objetivo fue determinar los factores de riesgo mas importantes
asociados con la prevalencia de la infeccion dentro de un rodeo. En primera
instancia demostraron una prevalencia de la infeccion alta en las siete
provincias estudiadas, con un 78.3% de los tambos relevados seropositivos.
Uno de los factores de riesgo mas evidentes que demostraron fue el hecho de
introducir bovinos al tambo sin conocer su estatus infeccioso para el VLB,
siendo éste un factor de riesgo no sdélo para ésta sino para muchas otras
enfermedades infecciosas. De los tambos estudiados solo el 25% (65) no
introdujeron bovinos al tambo dentro del periodo estudiado, de los que si lo
hicieron el 88% no testearon los bovinos introducidos para conocer el estatus
de infeccién por VLB.”® Cualquier programa de control de la enfermedad
exitoso, requerira como minimo que el ingreso de nuevos bovinos al tambo sea
de bovinos libres de VLB. Este punto requerira un cambio en las practicas de
manejo veterinario a nivel nacional, dado que actualmente no es una conducta
habitual.
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La examinacion rectal para determinar la prefiez de los bovinos es reconocida
como una posible ruta de transmision del VLB, asociada al numero de
palpaciones con el mismo guante, al nivel de contaminacién del guante con
linfocitos infectados y a la edad de los bovinos examinados. El cambio de
guantes entre diferentes maniobras se reconoce como una practica que corta la
transmision, una conducta de manejo veterinario que puede reducir la
transmision de la enfermedad dentro de un rodeo. Otro factor de riesgo para la
transmision del VLB es el uso de gubia quirtrgica para descornaje.”®

En suma, existen reconocidos factores de riesgo que se asocian a mayor
prevalencia en los rodeos. La mayoria de ellos son de practica habitual en el
manejo veterinario de los rodeos nacionales. Un programa de control y
erradicaciéon de la enfermedad exitoso, debera educar respecto de estos
factores de riesgo en pos de generar manuales de manejo que disminuyan el
riesgo de transmision horizontal de la enfermedad. Pero sobre todo, para
realizar una correcta valoracion inicial y seguimiento, sera necesario contar con

capacidades diagnosticas de bajo costo y eficaces.

Fisiopatologia de la infeccién por VLB.

La evidencia con respecto al impacto negativo de la infeccion por VLB sobre el
status inmunologico del bovino es creciente. Como se dijo anteriormente, el
VLB tiene un tropismo predominante por el linfocito B, causando en la etapa de
LP una expansion policlonal de esta subpoblacion. Sin embargo, el efecto de la
infeccion por VLB sobre el sistema inmune del hospedero no se limita a
alteraciones sobre la poblacion de linfocitos B. Existe evidencia de alteraciones
en otras poblaciones celulares del sistema inmune, asi como desarreglos mas
generales como ser alteraciones en la produccion de citoquinas y en la
expresion de receptores celulares, y cambios en las capacidades proliferativas
y apoptéticas de algunos tipos celulares, incluso en la etapa asintomatica
(AL).""

Los linfocitos B infectados por el VLB expresan tipicamente un fenotipo
caracterizado por la presencia de CD5 y CD11, dos marcadores poco
frecuentes en el linfocito B no infectado. Una vez infectada, la célula
permanece en esa condicidn en forma persistente. Caracteristicamente no

expresa niveles significativos de proteinas virales, pero sin embargo transcribe
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grandes cantidades de microARNSs virales, que se cree juegan un rol en la
patogenia de la infeccion. Otro componente esencial en la patogenia de la
infeccion es la proteina viral Tax, que como dijimos actua como oncogén
estimulando la proliferacién celular, pero también activa la expresion de otras
proteinas virales estructurales.

La historia natural de la infeccibn se caracteriza por una alta tasa de
proliferacion y recambio linfocitario, donde aquellas células infectadas que
expresan antigenos virales son eliminadas eficientemente por el sistema
inmune del huésped. Sin embargo, aquellas células que silencian la expresion
de proteinas virales no pueden ser eliminadas. Se genera asi un ciclo continuo
en el cual las células infectadas son estimuladas a proliferar sobre todo en
organos linfoides secundarios, pero simultdneamente son eliminadas por el
sistema inmune predominantemente en la periferia. Esto se asocia con una
expresion anormal en los niveles de citoquinas y otros desarreglos en el
sistema inmune.® A su vez, los linfocitos B de sangre periférica no expresan
niveles significativos de proteinas virales.

Los 6rganos linfoides, especialmente el bazo, ejercen un rol preponderante en
el control de la infeccidn, pero luego de un periodo de latencia de varios afios,
las respuestas citotoxicas y humorales se debilitan en el huésped. Hecho éste
que se ha visto asociado a una menor capacidad para recuperarse de otras
enfermedades como la mastitis por ejemplo.”®’® Durante la progresion de la
enfermedad, en el estadio de LP, los linfocitos B infectados adquieren al menos
dos comportamientos: una proporcion mayoritaria tiende a tener una
proliferacion disminuida, en cambio una subpoblacion minoritaria permanece
proliferando y estimulando al sistema inmune. Luego, modificaciones genéticas
en la célula infectada, como mutaciones en el gen p53 o aberraciones
cromosémicas, son capaces de gatillar el inicio de la transformacion neoplasica
y el desarrollo de la leucemia/linfoma.®

Los bovinos infectados en estadio LP presentan una alteracion en sus niveles
de citoquinas circulantes y su produccion en respuesta a estimulos. Células
mononucleares de sangre periféricas (Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBMC) provenientes de bovinos infectados en estadio LP expresan menor
cantidad de ARN mensajero de IL-2, IL-4 e INF-gamma, en comparacién con

aquellas provenientes de bovinos no infectados. Incluso bovinos infectados en

26



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

estadio LP expresan menos IL-2 que aquellos bovinos infectados pero en
estadios precoces de la enfermedad.® Otro trabajo similar a partir de PBMC,
demostré que aquellas células provenientes de bovinos infectados en estadio
AL presentan mayores niveles de ARN mensajero de IL-12p40 que las células
provenientes de bovinos no infectados.8” En el mismo sentido, otros
investigadores demostraron que bovinos en estadio LP presentan niveles
serolégicos aumentados de IL-6 en comparacion con bovinos en estadio AL y
no infectados.” La respuesta a estimulos de células del sistema inmune
provenientes de bovinos infectados también se ha demostrado alterada, con
mayor produccion de IL-2 cuando PBMC son cultivadas y estimuladas in vitro®?;
y también de IL-6 en otro trabajo que utiliza diferentes estimulos
inmunogénicos.” Otros estudios también demuestran una expresion diferencial
en PBMC segun provengan de bovinos infectados o no.83 En suma, se puede
afirmar que el bovino infectado presenta alterada la secrecion de
interleuquinas, y que a su vez la alteracion es variable en funcion del estadio de
la infeccidn. Dado su rol en la regulacion del sistema inmune, es esperable que
estas alteraciones tengan implicancias en el estatus inmunolégico del bovino
infectado, como por ejemplo en su capacidad de respuesta frente a
microorganismos.

La infeccidn por VLB produce también desarreglos a nivel de la respuesta
inmune humoral. Los bovinos en estadio LP presentan una alteracion evidente
a nivel del sistema inmune humoral dada la expansion policlonal de linfocitos B
CD5+. Esta poblacion representa aproximadamente un 30% de los linfocitos B
del bovino, pero tras la expansion linfocitaria pasan a constituir el 95% de los
linfocitos B del animal en estadio LP. Ademas, constituyen la principal
poblacion de células donde se integra el virus.84:85

A su vez, los linfocitos B de bovinos infectados (tanto en estadio AL como LP)
expresan mayor cantidad de moléculas MHC de clase Il sobre la superficie
celular, en comparacién con aquellos de bovinos no infectados.828486 8

En un estudio de expresion génica utilizando microarrays, se buscaron las
diferencias en células bovinas cultivadas en ausencia y presencia de la
proteina Tax. Se encontraron diferencias significativas en la expresion de
varios genes implicados en la transcripcion y reparacion del ADN, y también en

genes implicados en la regulacion del ciclo celular, entre otros. En conjunto, se
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demostré un desarreglo en varias vias de sefalizacion en linfocitos B
expuestos a la proteina Tax, que podrian estar explicando resultados previos
en cuanto a la expresidén anormal de receptores de superficie y de citoquinas. 88
Hay trabajos que muestran como la infeccion por VLB afecta la respuesta
inmune humoral del bovino. PBMC de bovinos en estadio LP tienen aumentada
la expresion de la cadena p y disminuida la de A a nivel de ARN mensajero, lo
que refleja una alteracion en la transcripcion de inmunoglobulinas.®” Sin
embargo, los bovinos infectados no presentan diferencias en la concentracion
serologica de inmunoglobulinas con respecto a los no infectados. Sobre este
punto, hay un trabajo que muestra como bovinos infectados por el VLB
presentan menor titulo de anticuerpos especificos cuando son inmunizados con
un antigeno vaccinal. Los investigadores inocularon Escherichia coli J5 y
observaron que la produccion de anticuerpos especificos 1IgG2 es menor que
en bovinos no infectados. Estas diferencias no se observaron en otros isotipos
de inmunoglobulinas (IgM e 1gG1)8°

Como dijimos, el VLB tiene un tropismo notoriamente marcado por los linfocitos
B, aunque también puede infectar otros tipos celulares.®® Durante la historia
natural de la infeccion otras poblaciones celulares ven afectada su funcion, lo
cual es particularmente cierto para los linfocitos T. Estos, aislados a partir de
PBMC de bovinos infectados, presentan un fenotipo caracteristico propio de
linfocitos con actividad disminuida. La intensidad de fluorescencia media (MFI)
de LAGS, un regulador negativo de la activacion y proliferacion del linfocito T,
estd aumentada en linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de bovinos
infectados, tanto en estadio AL como LP®'. Este aumento se evidencia también
a nivel del ARN mensajero de LAG3, tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+
provenientes de bovinos infectados en estadio LP como AL.%?2 Oftros
investigadores demostraron que linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de
bovinos infectados tanto en estadio AL como LP, expresan mayores niveles de
Tim3 (un regulador negativo de la activacion y proliferacion celular), del mismo
modo observaron que a nivel de linfocitos T CD8+ la expresion de Gal9
(ligando de Tim3) esta aumentada.®

Los bovinos en estadio LP presentan un mayor numero de linfocitos B que
expresan el receptor PD-L1 (Programmed Death-ligand 1). La proporcion de

células positivas para PD-L1 a partir de PBMC en bovinos infectados se
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correlaciona positivamente con el estadio de la enfermedad y con otros
predictores de progresion como leucocitosis, carga viral y titulo de anticuerpos
especificos, y a su vez se correlaciona negativamente con el nivel de expresion
de INF-gamma.®* El receptor PD-1 (Programmed cell death protein 1) es
conocido como un receptor inhibitorio involucrado en la inmunoevasion celular
neoplasica y en la patogenia de varias infecciones cronicas. Se ha demostrado
cémo un bloqueo de PD-L1 sobre PBMC provenientes de bovinos infectados
aumenta la produccion de IL-2 e IFN-gamma, incrementando la funcién de los
linfocitos T e inhibiendo la expresion de proteinas virales en linfocitos B in
vitro.91:95

Otro hallazgo caracteristico en los bovinos en estadio LP es que presentan una
proporcion mayor de linfocitos T CD4+ que expresan FoxP3 (fenotipo asociado
a linfocitos T reguladores). Los linfocitos T reguladores se caracterizan por
tener la capacidad de regular la activacion, proliferacion y diferenciacion de
otras poblaciones linfocitarias. Existe una correlaciéon positiva entre el
porcentaje de linfocitos T CD4+FoxP3+, la leucocitosis total y la carga viral, y
una correlacién negativa con la expresion de IFN-gamma.®® Resumiendo, en
conjunto se han demostrado las siguientes alteraciones: una expresion
aumentada de LAG3 y Tim3 en linfocitos T, una mayor expresion de PD-L1 en
linfocitos B, un aumento proporcional de linfocitos T reguladores y una
expresion disminuida de IFN-gamma. Estas alteraciones en su mayoria se
demuestran para estadios avanzados de la infeccion y la evidencia en general
es in vitro, sin embargo es posible hablar de una actividad al menos alterada de
los linfocitos T en los bovinos infectados.”” Otro mecanismo efector que se ve
alterado en los animales infectados es la actividad citotéxica dependiente de
linfocitos T.97:98

Hay también algunos trabajos que muestran como la infeccion por VLB afecta
también mecanismos efectores y poblaciones celulares del sistema inmune
innato, fundamentalmente a nivel de monocitos y macréfagos. Bovinos
infectados en estadio AL presentan un mayor porcentaje de monocitos CD11b+
CD32+ entre los leucocitos circulantes. Pero al mismo tiempo estos monocitos
expresan menor cantidad de CD11b, MHC de clase Il y CD14 en superficie.®
En el mismo sentido, macrofagos cultivados a partir de monocitos de bovinos

infectados en estadio AL presentan una menor expresion en superficie de
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CD11b y CD14.%° Las proteinas mencionadas son importantes receptores que
participan en la funcion de monocitos y macréfagos: CD11b participa como
receptor en mecanismos de adhesion y migracion celular'®; CD32 es un co-
receptor de linfocito B implicado en la regulacion del titulo de anticuerpos'®?; el
MHC de clase Il participa en la presentacion antigénica a linfocitos T CD4+; y
CD14 participa como co-receptor para LPS. Se puede afirmar que esta
expresion anormal de proteinas en las poblaciones celulares mencionadas
representa una evidencia indirecta de una disrupcion en su funciédn como
células efectoras del sistema inmune. En este sentido, monocitos provenientes
de bovinos infectados en estadio AL presentan una reduccién en la actividad
fagocitica para E. coli en comparacién con aquellos provenientes de bovinos no
infectados.””:%

En suma, hasta aqui se ha intentado presentar evidencia de cdmo la infeccién
por VLB afecta el sistema inmune del bovino, y cobmo esto ocurre en el estadio
LP pero también en el estadio AL. Un compromiso del estado inmunolégico es
esperable que afecte la performance productiva de los bovinos infectados,
especialmente en tambos de produccion intensiva. El estatus sanitario del
bovino, determinado en gran parte por la robustez de su sistema inmunoldgico,
resulta especialmente relevante en pos de obtener la mejor performance

productiva.

Diagnéstico de la infeccion por VLB.

Por las caracteristicas de la enfermedad, con un porcentaje mayoritario de los
bovinos infectados que no presentan linfocitosis persistente ni alteraciones
clinicas, o lo haran mucho tiempo luego de la primo-infeccion, el diagndstico de
la infeccion se hace fundamentalmente por métodos seroldgicos mediante la
identificacion de anticuerpos especificos contra el VLB. Otra estrategia es la
identificacion del ADN proviral integrado en los linfocitos B periféricos mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica es de
uso cada vez mas extendido, pero sin reemplazar la serologia como técnica de
diagndstico preponderante.02.103

El manual de la OIE sobre animales terrestres en su version 2008 (luego
actualizada en 2012 sin posteriores revisiones) propone varias estrategias
diagndsticas aceptadas por este organismo rector:
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1) Identificacién del agente viral: mediante aislamiento del virus en PBMC

cultivadas. Luego se puede realizar la identificacion de antigenos virales (p24 y
gp51) en el sobrenadante de cultivo, sea por radioinmunoanalisis (RIA), ELISA
o inmunodifusion en gel de agar (AGID). La presencia de particulas virales del
VLB puede demostrarse por microscopia electronica, o puede identificarse el
ADN proviral por PCR.

2) Deteccion de acidos nucleicos mediante PCR: el mencionado manual

propone un protocolo utilizando secuencias cebadoras localizadas en el gen
env que codifica la proteina gp51. El gen env se encuentra muy conservado en
la evolucidn, y tanto el gen como su producto proteico estan presentes en todos
los animales infectados a lo largo de las distintas fases de la infeccion. La
técnica de PCR se utiliza principalmente como diagnostico confirmatorio ante
un diagnostico serologico dudoso. Es especialmente util en los siguientes
casos:
e Terneros con inmunidad pasiva proveniente del calostro.
e Muestras de tumor (diagnostico diferencial entre linfoma esporadico y
vinculado a LBE).
e Primo-infecciones (previo al desarrollo de respuesta humoral).
e Casos dudosos por serologia (resultados “débilmente” positivos en
ELISA diagndstico).
3) Pruebas serologicas: se basan en la identificacion de anticuerpos

especificos contra las proteinas virales p24 y gp51. La OIE ha validado el
diagnostico serolégico tanto mediante la técnica de AGID en suero, como
mediante la técnica de ELISA en suero y leche. La técnica de AGID es en
general menos sensible que la técnica de ELISA. Para ambas el manual
mencionado anteriormente propone un protocolo.'%? La UE también ha validado
las técnicas diagnosticas definidas por la OIE."04
Histéricamente el diagnostico de la LBE era clinico y hematologico (basado en
la elevacion de linfocitos circulantes), con confirmacion anatomopatologica
post-mortem. Dada la baja sensibilidad de este esquema y el desarrollo de
nuevas técnicas, actualmente se realiza diagndstico de LBE fundamentalmente
mediante serologia. El diagndstico serologico presenta entre sus ventajas el
hecho de poder ser utilizado a gran escala en los rodeos lecheros, virtud que
ha sido utilizada en esquemas de control y erradicacién de la enfermedad.
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Como se dijo, es problematico en animales jovenes, no diferenciando entre
anticuerpos especificos provenientes de la inmunidad pasiva o activa. Ademas,
existen algunos casos de bovinos infectados que presentan una respuesta de
anticuerpos especificos deébil, lo que también genera problemas diagndsticos.
Técnicas como la PCR, basadas en la amplificacion de ADN proviral, son
complementarias al diagnostico seroldgico y de especial utilidad en los casos
mencionados.®

El diagndstico hematoldégico, basado en el aumento del numero absoluto de
linfocitos en sangre periférica, fue incluso utilizado en programas de control y
erradicacion de la enfermedad durante los afios 50" y 60° con diferentes niveles
de éxito.'%5-107 Con respecto al diagndstico anatomopatolégico, la LBE siempre
debe sospecharse ante una proliferacion neoplasica del tejido linfoide, tanto en
forma de linfomas solidos en multiples territorios ganglionares, como en una
infiltracion difusa de diferentes 6rganos. Sin embargo, no es posible diferenciar
aquellos linfomas esporadicos de los linfomas inducidos por el VLB sin técnicas
de biologia molecular capaces de identificar la presencia del provirus en la
muestra histologica.? En la Figura 4 se muestra como las técnicas seroldgicas y

de PCR son capaces de diagnosticar la enfermedad en estadios preclinicos.

Bovinos recientemente Bovinos con Bovinos en
infectados linfocitosis estadio
persistente leucemia/linfoma

PCR ( deteccion ADN proviral 5-7 post-primoinfeccion)
ELISA (deteccion anticuerpos 2-3 semanas post- primoinfeccion)
AGID (deteccion anticuerpos 3-12 semanas post- primoinfeccion)

Diagndstico hematoldgico (1-3 afios post
primoinfeccion).

Signos clinicos

_

Bovinos recién nacidos

PCR (detecta infeccion transplacentaria, inmediatamente luego del parto.
ELISA/AGID (6 meses pos-parto, luego de ausencia anticuerpos inmunidad pasiva.

Figura 4 Posibilidades diagnésticas de acuerdo a estadio de LBE. Modificado de EFSA 2015.
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En la actualidad disponemos de gran variedad de técnicas diagnosticas para la
infeccion por VLB, muchas incluso utilizadas a nivel comercial y en programas
de control, seguimiento y erradicacion de la enfermedad. Las técnicas
diagnosticas actuales pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: a)
seroldgicas y b) detecciéon de ADN proviral mediante técnica de PCR.2 A
continuacion se presenta una tabla, donde se esquematizan las diferentes

técnicas diagnosticas utilizadas actualmente (Tabla 3).

Tabla 3 Técnicas diagnésticas disponibles para el diagnéstico de la infeccion por BLV. AGID:
inmunodifusion gel agarosa; PHA: ensayo de hematoaglutinacion pasiva; RIA:

radioinmunoensayo. Adaptada de Polat et al. 2017.

Técnica. Muestra Target. Ref.
Ensayo
AGID suero Anticuerpos (p24, gp51) 22,56,108-111

8. suero ]
= ELISA o Anticuerpos (p24, gp51) 22,109-129
0 leche (individual o tanque)
o
g PHA particula viral Glicoproteina viral. 130
ol RIA suero Anticuerpo (anti-p24) 131,132

Técnica de PCR | PBMC sangre periférica
® (single, semi- biopsias tumorales 22,109,126,133,134
; nested, nested) células somaticas leche.
2 ;
< semen
c . Provirus.
2| | PCR cuantitativa | saliva 110,135-140
§ secreciones nasales.
)
=] PCR en sangre | suero
e 141,142

periférica

a) Diagnostico serologico.

Hay multiples trabajos publicados que desarrollan y ponen a punto una técnica
diagnodstica para la infeccion por VLB. Utilizan distintas estrategias, pero el
objetivo comun es poner en evidencia anticuerpos especificos contra las
proteinas virales (fundamentalmente gp51, y en algunos casos p24). La
respuesta de anticuerpos contra la glicoproteina gp51 aparece antes, es mas
constante y alcanza titulos mayores, por lo tanto los métodos seroldgicos que
buscan poner en evidencia anticuerpos especificos contra ella como regla
general tienden a ser mas sensibles.® La respuesta especifica de anticuerpos
anti VLB (especialmente anti gp51 y p24) puede ser detectada 2-3 semanas
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post infeccion, persistiendo durante toda la vida del animal. Evidenciar la
respuesta de anticuerpos anti p24 y anti gp51 es el objetivo de la mayoria de
las técnicas serologicas actualmente disponibles: AGID?2:56:108-110  pHA110.130,
ELISA109.110,125126,143 'y, RIA™', La AGID es una técnica barata, actualmente
superada por la técnica de ELISA. Sin embargo es aun utilizada, siendo de
utilidad como técnica de screening, aunque presenta problemas de sensibilidad
y no es util para testear muestras de leche. El ELISA representa una técnica
serologica superadora, con mayor especificidad y sensibilidad que AGID, es
robusta, de facil utilizacion a gran escala y capaz de ser utilizada para analizar
muestras de suero y leche. Ambas técnicas tienen problemas en el diagnostico
de terneros menores a 6 meses con presencia de anticuerpos maternos. La
PHA detecta glicoproteinas del VBL, siendo una técnica sensible al pH y otras
condiciones del laboratorio, poco practica para utilizacién a gran escala. El RIA
presenta problemas logisticos similares para su utilizacion a gran escala?. Ni la
PHA ni el RIA son utilizadas a gran escala en programas de screening.

Como se dijo, para el serodiagnostico de infeccion por el VLB la OIE
recomienda actualmente tanto la técnica de AGID como la de ELISA. Ambas
han sido validadas utilizando un suero de referencia internacional denominado
EO05. Este suero define el limite inferior de la sensibilidad para pruebas
diagndsticas de rutina, tanto en AGID como en ELISA, en suero como en leche.
El suero EQ05, producido en Alemania en el Laboratorio de Referencia para
LBE, consiste en un pool de 24 sueros de bovinos naturalmente infectados con
VLB.2

Uno de los primeros trabajos que utilizan la técnica de ELISA para el
diagndstico para la infeccion por VLB es el de Poli y colaboradores en 1981. En
él desarrollan un ELISA indirecto que detecta la presencia de anticuerpos
especificos contra el VLB en suero bovino en una dilucion de 1/20. Para la
sensibilizacién de las placas utilizaron una preparacion de la proteina viral env,
sin aclarar su grado de pureza ni su forma de preparacién. Determinaron la
sensibilidad y especificidad del ELISA en funcién de su performance frente a la
técnica de AGID, comparando los resultados de ambas técnicas en 230 sueros
de 4 tambos diferentes.’?® El trabajo descripto tiene el mérito de poner a punto
una técnica diagnostica novedosa para la época, mucho mas sensible que la

utilizada ampliamente hasta ese momento. Sin embargo, presenta algunas
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falencias en cuanto al tamano de la muestra y al disefio utilizado para calcular
las propiedades de la técnica diagnostica.

Diez afios mas tarde, Klintevall y colaboradores evaluaron la performance de
un ELISA diagndstico similar al descripto anteriormente desarrollado por Juntti
y colaboradores en 1989.'° Este es un ELISA indirecto que permite la
deteccidn de anticuerpos especificos para el VLB tanto en suero como en
leche, habiendo sido evaluada su sensibilidad y especificidad con respecto a la
técnica de AGID. Este ELISA fue incluso utilizado como método diagndstico en
un programa de erradicacion de la LBE en Suecia. La sensibilizacion fue
realizada con particulas virales producidas en células FLK (Fetal Lamb Kidney)
persistentemente infectadas. Luego de colectado, el sobrenadante de cultivo
fue ultracentrifugado sin pasos posteriores de purificacion. Lo novedoso de éste
desarrollo fue la capacidad de realizar diagndstico a partir de muestras de
leche, con un rendimiento muy similar al realizado en suero.'?®

Luego de estos trabajos iniciales, otros ELISA diagnosticos han sido
publicados. La mayoria utilizan para el paso de sensibilizacion de la placa
particulas virales sin un alto grado de pureza ni caracterizacion.?''3? Este
hecho compromete la potencia diagnostica de los ensayos mencionados hasta
el momento. Sin embargo, esto no surge de los valores de sensibilidad y
especificidad proporcionados por los investigadores. Por ejemplo, tanto en el
trabajo de Klintevall y colaboradores como en otros, definen la performance del
ELISA frente a técnicas diagnosticas mas antiguas de amplio uso en dicho
momento (en muchos casos AGID) con probada menor sensibilidad que la
técnica de ELISA. A su vez, la produccién de antigenos virales para dichas
técnicas era similar. Por tanto, en general estos métodos diagndsticos tendian
a sobrestimar sus parametros de sensibilidad y especificidad. Sumado a que en
muchos casos no representaban valores de sensibilidad y especificidad
estadisticos debido al pequefio numero de muestras con el cual habian sido
evaluados. Por todo esto, se debe ser cuidadoso al utilizar estos métodos
diagndsticos en un programa de diagnostico y control de la enfermedad a gran
escala. La utilizacién de particulas virales para la sensibilizacién obedece sobre
todo a que durante mucho tiempo fue muy dificultoso producir las proteinas
virales mas inmunogeénicas (gp51 y p24).
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Con el objetivo de mejorar la sensibilidad diagndstica otra estrategia utilizada
fue la realizacion de un ELISA de captura. Consiste en sensibilizar la placa con
un anticuerpo monoclonal anti-gp51 para luego realizar una incubacion con un
lisado de particulas virales. Portetelle y colaboradores en 1983 desarrollaron
uno de los primeros ELISA utilizando este principio para el diagnéstico de VLB
en suero. Produjeron y purificaron un anticuerpo monoclonal anti-gp51 con el
cual sensibilizaron la placa. Luego realizaron una incubacion con una
preparacion del VLB no purificada previamente, asegurando de esta forma que
moléculas de gp51 queden adsorbidos a la placa. La produccion del anticuerpo
monoclonal la realizaron en raton, mientras que las particulas virales fueron
producidas a partir de células FLK. Los sueros fueron testados a una dilucion
de 1/20."'2 Esta estrategia asegura mayor especificidad y sensibilidad sin la
necesidad de purificar las proteinas virales.

Posteriormente, otro grupo pone a punto un ELISA diagndstico tanto para suero
como para leche. Utiliza el ELISA desarrollado por Portetelle'?, pero usando
como anticuerpo secundario un anticuerpo monoclonal anti-lgG1 conjugado a
peroxidasa (el trabajo original utiliza un anticuerpo antisuero policlonal). El
objetivo del trabajo fue mejorar la capacidad de deteccion de anticuerpos anti-
VLB en pos de poder utilizar muestras de leche, las cuales se utilizaron a una
dilucion de 1/5. En este trabajo se demostr6 que los titulos de anticuerpos anti-
VLB en leche son en promedio un 9% de los titulos en suero. Asi, al testear las
muestras de leche a diluciones menores, los autores logran resultados muy
similares a los obtenidos a partir de muestras de suero. En sus conclusiones
proponen utilizar para el diagnostico a gran escala muestras de leche, dado
que la performance del ELISA es comparable al realizado a partir de muestras
de suero. Entre sus ventajas se encuentra que la obtencion de la muestra es
mucho mas practica y facil, y no conlleva los riesgos iatrogénicos de la
puncién.'?” Estudios posteriores han explorado esta estrategia produciendo
anticuerpos monoclonales anti-gp51 contra otros epitopes, desarrollando
diferentes ELISA indirectos tanto en suero como en leche, y obteniendo
resultados comparables.’13-117.143

Una estrategia diferente fue la planteada por Portetelle en 1989''® cuando
desarrollaron un ELISA de competencia utilizando dos anticuerpos
monoclonales para la deteccion de anticuerpos anti-gp51. Realizaron la
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sensibilizacién en dos pasos, utilizando inicialmente un anticuerpo monoclonal
anti-gp51, incubando luego con una preparacion de particulas virales de VLB
no purificadas de forma similar al trabajo anterior del grupo''?. Luego de
incubar con las muestras de suero, realizaron la incubacion con un segundo
anticuerpo monoclonal anti-gp51 conjugado. La presencia de anticuerpos anti-
gp51 en las muestras de suero se observa como la ausencia de sefal al revelar
el ELISA. En los pocillos donde los anticuerpos anti-gp51 presentes en los
sueros bovinos se unen especificamente a las particulas virales que contienen
gp51, el anticuerpo monoclonal anti-gp51 conjugado no se podra unir, y por
tanto no habra senal. Esta estrategia demostré ser tan sensible y aun mas
especifica que el ELISA indirecto descripto por el mismo grupo previamente.''®

Hasta ahora hemos descripto métodos diagndsticos para LBE que intentan
demostrar la presencia de anticuerpos anti-gp51. Sin embargo, otros
investigadores han desarrollado métodos diagndsticos buscando la respuesta
de anticuerpos anti-p24 que se produce en el bovino infectado. Un trabajo
inicial describe la puesta a punto de un ELISA indirecto que utiliza la proteina
p24 para el diagnostico de LBE en muestras de suero. La proteina fue
purificada a partir de un concentrado de cultivo celular de células FLK mediante
cromatografia de afinidad y gel filtracion. Los autores comparan su técnica
diagnostica frente a la técnica de AGID, obteniendo una sensibilidad de 98,1%
y una especificidad de 96,7%."° Sin embargo, el ELISA desarrollado no
demuestra ser comparable a otro ELISA anti-gp51. Es sabido que la técnica de
ELISA es una técnica mucho mas sensible que la técnica de AGID, por tanto
los resultados obtenidos por estos autores son en parte explicables por
diferencias a nivel de las técnicas comparadas. Actualmente, la tendencia a
nivel mundial y en Sudamérica es a realizar el diagnodstico de infeccion por el
VLB mediante técnica de ELISA.

Trabajos posteriores han utilizado también la proteina p24 para la deteccién de
anticuerpos anti-p24 con fines diagndsticos. Un grupo argentino’® desarrolld
un ELISA indirecto para diagnéstico de la infeccion viral en suero utilizando una
proteina p24 recombinante. Realizaron la expresion de la proteina en un
sistema de expresion en E.coli, y luego de algunos pasos de purificacion,
obtienen una proteina con un aceptable grado de pureza verificado por SDS-
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PAGE y Western Blot. Para el ensayo utilizaron muestras de suero en una
dilucién 1/25. La evaluacion de la performance de su ELISA indirecto frente a
un ELISA indirecto anti-gp51 comercial (VMRD Inc., USA) y AGID (UNLP-
AGID) mostré una performance comparable frente al AGID, pero claramente
inferior al ELISA indirecto validado.'®. De todos modos los autores proponen
su método diagndstico como un buen método de screening, planteando que es
ligeramente superior al AGID, técnica aun muy utilizada en Sudamérica. Una
estrategia similar siguieron Larsen y colaboradores en 2013'?', desarrollando
un ELISA indirecto para detectar anticuerpos anti-p24 en suero. Sin embargo,
no lo pusieron a punto para diagnéstico a nivel de rodeos lecheros a gran
escala, ni proporcionan datos de especificidad y sensibilidad diagndstica en su
estudio.

Es sabido que los bovinos infectados generan una respuesta de anticuerpos
contra la proteina p24, aunque ésta es generalmente de menor titulo y algo
menos constante que la respuesta de anticuerpos contra la proteina gp51. Sin
embargo, de estar presente es especifica de infeccion por VLB. Lo distintivo y
remarcable de los ELISA indirectos anti-p24 descriptos, es que utilizan una
proteina con alto grado de pureza, lo que no ocurre con la utilizacion de la
proteina gp51 en los estudios analizados previamente.

Ambos métodos (utilizando p24 o gp51 en la sensibilizaciéon de la placa) en
principio son sinérgicos y complementarios, siendo necesario un estudio mas
exhaustivo para determinar por ejemplo casos de bovinos infectados
seronegativos para gp51 pero seropositivos para p24. No existe actualmente la
técnica diagndstica seroldgica perfecta (gold standard), y varios de los tests
diagndsticos presentan problemas de especificidad y sensibilidad, habiendo
pocos estudios a gran escala que valoren en el terreno las propiedades
diagnosticas de un método dado.

No profundizaremos en las otras técnicas diagndsticas serologicas
mencionadas en la tabla 1 (PHA, RIA), siendo su mencion anecddtica. Por
distintas razones, dichos métodos han sido superados en lo referente al

diagnostico de la infeccion por VLB por las técnicas antes mencionadas.
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b) Identificacion del agente viral.

El VLB es capaz de integrarse en diversos sitios del genoma hospedero™4
permaneciendo transcriptonalmente silente, en algunos casos sin generar una
respuesta de anticuerpos anti VLB. Los métodos basados en la técnica de PCR
son capaces de detectar ADN proviral varias semanas antes de que se
manifieste una respuesta de anticuerpos evaluable mediante técnicas
seroldgicas.'®. Se pueden realizar a partir de un amplio nimero de muestras
bovinas: PBMC de sangre periférica, muestras de tumor, células somaticas de
muestras de leche, semen, saliva y secreciones nasales. Ademas, puede
mejorar la sensibilidad y especificidad diagnodsticas. Sin embargo, su
implementacion para grandes cantidades de muestras presenta algunas
desventajas: preparacion laboriosa de la muestra, falsos positivos por
contaminacién de la muestra, necesidad de mas equipamiento y entrenamiento
que las técnicas serologicas, entre otras.?

Mas alla de ello, en las ultimas dos décadas se han desarrollado métodos para
identificar ADN proviral del VLB mediante técnica de PCR. Inicialmente se
desarrollaron varios métodos de “single PCR'??'%° 'y luego fueron
desarrollados métodos de “nested PCR” con mucha mayor sensibilidad.!".145-
148

La PCR cuantitativa es actualmente un método muy eficiente para el
diagndstico de bovinos infectados, siendo especialmente util para detectar ADN
proviral en animales infectados con bajo titulo de anticuerpos (por ejemplo
durante la fase aguda de la primoinfeccion.).”-110.135-140 Parg propositos
diagnodsticos las secuencias del genoma del VLB localizadas entre los genes
pol y env son consideradas las mas apropiadas para detecciones provirales,
permitiendo detectar todos los genotipos de VLB conocidos.?

La identificacion directa del ADN proviral es fundamentalmente ventajosa para
detectar infeccion en terneros, dado la presencia de anticuerpos provenientes
del calostro como fuente de falsos positivos. Es también una técnica de utilidad
para diferenciar linfomas esporadicos de aquellos inducidos por el VLB. En
casos de resultados serologicos no concluyentes, es una técnica que puede
terminar de definir el estatus sanitario del bovino.” Sin embargo, actualmente

no es una técnica que cumpla las necesidades de un programa de control y
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erradicacion de la enfermedad como método de screening. Entre otras cosas
por su alto costo y su laboriosidad, aun mas teniendo en cuenta la buena

performance de los métodos serologicos tanto en suero como en leche.

Costos econdmicos asociados a la infeccion por VLB.

Como se describiéo anteriormente, son multiples los estudios que aportan
evidencia de cdmo la infeccién por VLB altera la funcién linfocitaria del bovino,
afectando el estatus inmunoldgico del mismo.8991.93.149 En el mismo sentido,
pero ahora ya con respecto a las variables productivas del bovino, existen
reportes que indican como la infeccidn por VLB afecta la produccion de leche y
la longevidad del animal.868149.150

El desarrollo de leucemial/linfoma a células B es la manifestacion final de la
infeccién por VLB. Muchos intentos se han hecho para cuantificar el impacto
sanitario y economico de la infeccién por VLB y el desarrollo posterior de
leucemial/linfoma, asi como su impacto en los parametros productivos y la
inmunocompetencia del bovino infectado.® Dadas las caracteristicas
productivas y la biologia del VLB, el impacto ocurre especialmente en rodeos
lecheros, siendo muy limitados los intentos para cuantificar los efectos de la

infeccion a nivel de los rodeos bovinos no lecheros.

Leucemia/Linfoma.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) llevd a cabo una
revision sistematica de la literatura publicada sobre el impacto de la LBE en los
rodeos lecheros, la incidencia de leucemia/linfoma y las pérdidas productivas
debidas a la infeccion por VLB.3* Con respecto al desarrollo de
leucemia/linfoma, identificaron un solo trabajo’' que consiste en un estudio de
corte de 2,5 afios de duracion y que involucré 7760 bovinos. En él investigaron
la incidencia de linfoma en tambos bovinos de California y la relacion de esta
patologia con la presencia de anticuerpos especificos contra el VLB. La
serologia fue determinada por la técnica de AGID para anticuerpos anti-gp51 y
anti-p24. Demostraron que la prevalencia de linfoma era 75 veces mas alta en
bovinos infectados por VLB. El trabajo no incluye un analisis que cuantifique los
costos asociados a una mayor incidencia de leucemia/linfoma, ni como eso

podria repercutir en la ecuacion global del productor.8:33.151
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El impacto del desarrollo de leucemia/linfoma se encuentra subcuantificado.
Una fraccion de los bovinos que presentan leucemia/linfoma permanecera
necesariamente sin diagnéstico especifico, dado que pueden morir de otras
causas o ser sacrificados en los tambos sin que sea identificada dicha
enfermedad. Histéricamente se ha estimado que hasta el 15% de las
leucemia/linfoma no son diagnosticados.® Al ser una manifestaciéon terminal de
la infeccion por VLB, se manifiesta clinicamente sobre el final del ciclo
productivo del bovino, ya sea en el frigorifico (una vez faenado el animal,
pudiendo ser incluso la causa del envio a frigorifico) o sea en el rodeo, llevando
a la muerte del bovino o a su eutanasia. En general, la prevalencia de
leucemia/linfoma no es registrada en el rodeo. Su registro se ha hecho de
forma mas rigurosa en los frigorificos durante las inspecciones de carcazas,
como prevalencia de animales requisados debido a leucemial/linfoma. En
Estados Unidos, la ultima publicacién de la Food Safety and Inspection Service
(FSIS) con respecto a decomiso de carcazas corresponde al afio fiscal 2002.
De un total de 5.175.861 bovinos faenados, fueron decomisados 25.037
(0,48%) en la inspeccion post-mortem debido a leucemia/linfoma. Estos datos,
comparados con el periodo 1958-1967, representan un incremento de un 500%
en la prevalencia de linfoma a nivel de frigorifico.%2153 En 2009, White y Moore
publicaron datos mas recientes (del periodo 2005-2007), demostrando que la
proporcion de bovinos provenientes de tambos lecheros requisados debido a
leucemial/linfoma en la inspeccion post-mortem se habia incrementado a
0,8%."%* En Canad3, registros similares en los frigorificos registran hasta 2012
una incidencia de 0,5% de decomisos de carcazas debido a leucemia/linfomas.
( http: // www.agr.gc.ca/).

Debemos tener en cuenta que Ila prevalencia de leucemia/linfoma
probablemente sea mayor a la calculada a partir del decomiso en frigorifico,
dado que no incluye los casos intra-rodeo. Otro aspecto que redunda en el
subregistro es el hecho de que una fraccién de las carcasas son aprobadas
luego de un “parcial dressing” (que implica la aprobacién de la carcasa luego
de la excéresis de ganglios linfaticos y/o visceras comprometidas), sumado a
que el diagndstico de leucemiallinfoma en carcasas presenta una sensibilidad
del entorno del 86%."% En suma, el registro de carcasas decomisadas en

frigorifico representa una forma imperfecta de cuantificar el impacto de
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leucemial/linfoma, pero representa la fuente de datos indirecta mas
sistematizada que existe.

Con respecto a este punto, Uruguay tiene el grave problema de que no posee
un registro nacional de carcasas decomisadas debido a leucemia/linfoma, y por

tanto desconocemos su incidencia en los rodeos.

Produccion.

Diferentes estrategias se han utilizado para cuantificar el efecto de la infeccion
por VLB en el bienestar del bovino infectado, asi como en sus parametros
productivos en los rodeos lecheros. Dado que en los rodeos operan diferentes
variables de confusion, ha sido dificil en la mayoria de los estudios definir
conclusiones inequivocas, generandose entre diferentes trabajos evidencias
encontradas. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), en su
revision sistematica mencionada anteriormente®33, aborda algunos de estos
aspectos.

Produccion de leche.

El impacto de la infeccion por VLB en la produccion de leche es muy dificil de
cuantificar. Ambos parametros estan influenciados por las siguientes variables:
edad, tamano del rodeo, numero de terneros y genotipo. Varios estudios han
demostrado una asociacion entre el antigeno leucocitario bovino (BOLA) y la
susceptibilidad o resistencia a la infeccion por VLB.' Incluso un trabajo
demostré una asociacion entre la raza del bovino y su predisposicion a la
infeccion por VLB'®”. Ademads, un alto rendimiento en cuanto a produccién de
leche se correlaciona con un riesgo incrementado de infeccion por VLB.
Estudios iniciales que pretendieron cuantificar el impacto de la infeccion por
VLB en la produccién del bovino, arrojaron resultados contradictorios, no
concluyentes o incluso que bovinos seropositivos presentaban mayor
rendimiento en cuanto a produccion de leche'8-160_ El rendimiento global de un
bovino en produccion no se puede explicar sino es por un modelo multivariable
donde las variables de confusion son dificiles de despejar. Muchos de los
estudios preliminares mencionados son estudios observacionales simples que
comparan rendimiento entre bovinos seronegativos y seropositivos para el VLB,
y que presentan problemas de disefio, sobre todo en cuanto a la conformacion
de grupos seronegativos. Otro aspecto importante que en estos estudios
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preliminares no fue tomado en cuenta, es el hecho de incluir datos de toda la
vida productiva del bovino. Muchos de estos trabajos excluyeron el ultimo ciclo
productivo del bovino en el cual fue sacrificado, descartando de esta forma
informacion importante. Teniendo en cuenta la biologia de la LBE, es esperable
que los efectos de la infeccion por VLB ocurran tardiamente en la vida del
animal.®

Cuantificar el efecto sobre la produccidén de leche que tiene la infeccion por el
VLB requiere un disefio de estudio que contemple la biologia de la infeccidn, y
un analisis de datos que permita corregir las variables de confusion
mencionadas. Existen dos estudios que demuestran la asociacion entre la
prevalencia de infeccion por VLB en un rodeo y un descenso en la produccion
de leche. Ott y colaboradores en 2003 estudiaron la asociacion entre la
infeccion por VLB y el valor de la produccién anual en rodeos lecheros de
Estados Unidos, en el contexto de un monitoreo general de la sanidad de los
bovinos lecheros realizado en 1996. Analizaron 1006 tambos en 20 estados,
realizaron diagnostico serolégico mediante AGID y construyeron un modelo de
regresion multivariable con el que demostraron que, por cada punto porcentual
que aumenta la seropositividad para el VLB en un rodeo, disminuye 9,5 kg por
vaca y por afo la produccién de leche.*?

Otro trabajo realizado por Erskiney y colaboradores en 2012 report6 resultados
similares en cuanto a la asociacién entre prevalencia y menor produccién de
leche. Utilizando muestras de leche, diagnosticaron seropositividad para VLB
mediante la presencia de anticuerpos anti VLB por ELISA. Demostraron que la
prevalencia de anticuerpos anti VLB en un rodeo lechero se correlaciona
linealmente de forma negativa con la produccion de leche por parte del rodeo.
En ambos trabajos, la menor produccion de leche es demostrada para el total
del rodeo. Cuando se analiza el efecto de la prevalencia del VLB sobre la
produccion de leche, hay que tener en cuenta que tanto la longevidad del
bovino como el numero de terneros que tuvo son variables de confusién. Los
bovinos mas afiosos tienden a producir mas leche, y la prevalencia de infeccion
por VLB en esta subpoblacion es mayor.58¢ Como se dijo, el verdadero impacto
de la infeccion por VLB sobre la produccion de leche es dificil de cuantificar.
Esto explica en parte por qué no ha sido reconocido por largo tiempo, e incluso

subestimado.*®
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En otro estudio se valoraron los efectos de la infeccion por VLB sobre la
produccion de leche y el rendimiento graso durante un periodo de 6 afos. Los
autores demostraron que en bovinos infectados en estadio LP el rendimiento
graso y la produccion de leche declina con los afios, en comparacion con
bovinos infectados con VLB pero en estadio AL."6°

La asociacién entre la presencia de anticuerpos anti VLB y una menor
produccion de leche fue demostrada por varios trabajos, pero la asociacion
establecida es entre seroprevalencia para el VLB y una menor produccion del
rodeo*%149.161  QOtros trabajos intentaron evidenciar esta asociacion a nivel del
bovino individual, sin embargo no lograron demostrarla'%8.162-164,

Norby y colaboradores sin embargo, lograron relacionar negativamente la
produccion de leche de un bovino dado con la positividad para anticuerpos anti
VLB tanto en leche como en suero. A partir de la misma base de datos utilizada
en trabajos anteriores'*®, en lugar de reportar el efecto global de cada rodeo,
correlacionaron el estatus seroldgico de cada bovino analizado con su
rendimiento en cuanto a produccion de leche'®®. Este trabajo es el primero que
reporta una asociacion negativa entre la presencia de anticuerpos contra el
VLB en leche y suero, con el rendimiento de un bovino individual en lo que
refiere a la produccion anual de leche. El resultado obtenido se contrapone al
obtenido en trabajos previos'%®:162-164 |o cual podria ser explicado al menos en
parte por diferencias en: el disefio de los trabajos, la seleccidn y obtencion de
muestras, en otros factores independientes que afectan la produccion de leche,
como también diferencias en el tamafo y la composicion de los rodeos. En el
trabajo realizado por Jacobs y colaboradores, 1991'% se seleccionaron
aleatoriamente tambos en el area de Ontario, Canada. La prevalencia media de
los tambos seleccionados fue de 36%, similar a la obtenida por Norby y
colaboradores % que fue de 34% lo que no justifica la discrepancia. Sin
embargo el primer estudio se utilizaron tambos de menor tamafio, con una
media de 44 bovinos, en los cuales podrian estar jugando diferentes variables
de confusién que afecten los resultados. El trabajo de Kale y colaboradores,
2007 %2 se realizo sélo en un tambo, mientras Norby y colaboradores utilizaron
una base de datos proveniente de 105 tambos del estado de Michigan, con
rodeos que varian desde 116 a 6492 bovinos en produccion. En el caso del
trabajo de Tiwari y colaboradores, 200783 se incluyé un nimero mucho mayor
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de bovinos y un area de estudio geograficamente mas extensa, muestreando
un numero similar de muestras de animales por tambo seleccionado. Ambos
estudios presentan diferencias, sin embargo en la forma de seleccidén de los
bovinos, el trabajo de Tiwari y colaboradores utiliz6 un modelo multivariable
que incluia no solo seropositividad para VLB, sino para muchos otros
patdgenos bovinos. Estas ultimas variables no fueron incluidas en el estudio de
Norby y colaboradores'®®, de haberlo hecho podrian haber introducido variables
de confusion que no permitiera obtener resultados con significancia
estadistica.’®®

En suma, a pesar de lo que se creia originalmente, existe evidencia de que
bovinos infectados por el VLB presentan una reduccién estadisticamente
significativa en la produccioén de leche.®

Reproduccion.

La revisidn de la EFSA identificd dos trabajos relacionados a este aspecto, el
de Heald y colaboradores del afio 1992 y el de Tiwari y colaboradores del 2003.
Definieron como indicador de problemas reproductivos el intervalo de tiempo
entre dos partos para un bovino dado. Heald no pudo demostrar diferencias
significativas en el intervalo mencionado atribuibles a la infeccion por VLB,
mientras que Tiwari demostré diferencias en el intervalo mencionado asociada
a infeccion por VLB, pero solo para el intervalo entre el primer y segundo
ternero, no para los intervalos subsiguientes’®”. En suma, no existe evidencia
clara de que la infeccion por VLB afecte la capacidad reproductiva de los
bovinos infectados, al menos estudiada de forma indirecta como intervalo de
tiempo entre dos pariciones.?

Mastitis.

Otro aspecto sobre la infeccion por VLB dificil de cuantificar es el compromiso
del sistema inmune que se genera en el bovino infectado aun en etapa
subclinica. Como se dijo, varios trabajos han demostrado alteraciones en el
sistema inmune producto de la infeccion por VLB. Sin embargo, ha resultado
dificil demostrar que esto redunde en una mayor tendencia a padecer
enfermedades infecciosas, 0 a un estatus sanitario menor que redunde per se
en mayores costos economicos. Intuitivamente, es esperable que las

alteraciones descriptas en el sistema inmune del bovino infectado afecten
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negativamente su capacidad de respuesta frente microorganismos y su
homeostasis global.*®

La EFSA en su revisidn sistematica define la prevalencia de mastitis como
elemento indirecto de estatus inmunolégico.®33 El trabajo ya mencionado de
Heald y colaboradores no pudo demostrar diferencias estadisticamente
significativas al respecto. La influencia de la infeccion por VLB en el desarrollo
de mastitis fue estudiada analizando el recuento de células somaticas en leche
de bovinos infectados y no infectados'®®. Hasta el momento no hay trabajos
que permitan afirmar que las alteraciones por la infeccion de VLB redunden en
mayor probabilidad de padecer enfermedades infecciosas o comorbilidades
especificas.?

Longevidad de bovinos en el contexto productivo.

Se ha demostrado que la infeccion por VLB afecta también la longevidad del
bovino. Rodeos con alta prevalencia de VLB tienden a tener una media de
edad menor, en parte porque es mas probable que los bovinos infectados de
mayor edad sean sacrificados.®® El primer estudio que indicO de manera
indirecta que la infeccion por VLB afectaba la longevidad del bovino fue el
denominado estudio Michigan, que demostr6 que dentro de un rodeo la
proporcion de bovinos afiosos (definidos como con tres terneros o mas)
disminuye conforme aumenta la prevalencia de VLB en el rodeo.'*®

Un rodeo que mantiene su tamafo constante es renovado anualmente con
incorporacion de nuevos bovinos a la producciéon y eliminacion (sacrificio) de
otros. La taza de sacrificios esta determinada en parte por las edades y el
numero de ciclos productivos (numero de pariciones) de los bovinos del tambo.
Bovinos con bajo rendimiento en la produccion de leche son eliminados del
rodeo mas frecuentemente, aun siendo jovenes. Por otro lado, los animales
mas viejos (con mayor numero de pariciones) o con condiciones comorbidas,
determinan en mayor medida la necesidad de ser eliminados de la produccion.
Dada la dinamica productiva de un rodeo lechero, el efecto de la infeccion por
VLB sobre la taza de sacrificios en el rodeo debe considerar la edad del bovino
y el numero de ciclos productivos del animal (partos). Aun teniendo en cuenta
esto, la mayoria de los trabajos definen el estatus de infectado por VLB de
acuerdo a la serologia del bovino, pero en general no se tiene en cuenta

cuando ocurre la primo-infeccién. Este aspecto puede ser generador de
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confusidon, dado que los efectos de la infeccion por VLB pueden retrasarse
meses o incluso afios.?

En los rodeos lecheros, los bovinos inician el ciclo productivo cuando tienen
alrededor de dos afos de vida, cuando luego de su primera gestacion
comienzan a producir leche. Esta latencia en el inicio productivo resulta costosa
para la industria, por lo tanto se los intenta mantener en produccion durante
varios ciclos productivos (varias gestas). De este modo, tambos con baja
longevidad presentan una poblacion de bovinos mayoritariamente compuesta
por vacas con uno o dos terneros, por lo que aun no ha alcanzado el maximo
potencial en cuanto a produccion de leche.®® Una forma de cuantificar
longevidad en los rodeos lecheros es calcular el promedio de terneros que han
tenido las vacas que lo componen. Un aspecto a tener en cuenta es el hecho
de que, en un contexto productivo, algunos bovinos son eliminados de forma
prematura (habiendo gestado solamente uno o dos terneros) debido a que no
cumplen los estandares productivos. Es recomendable que para estudiar el
efecto de la infeccion del VLB sobre la taza de sacrificios y longevidad del
bovino a nivel del tambo, se focalice el trabajo en bovinos con tres terneros o
mas, a modo de eliminar esta variable de confusion precoz.®

La EFSA en su revision®33 cita cuatro trabajos que abordan el efecto de la
infeccion por VLB sobre la longevidad del bovino. Un trabajo inicial de
Thurmond y colaboradores en 1985, analizo la taza de sacrificios entre bovinos
seropositivos y seronegativos, demostrando que en bovinos seropositivos
mayores de 3 afios la taza de sacrificios era mayor'®®. El estudio ya
mencionado de Healden de 1992, estimé la media de la taza de sacrificios en
bovinos seropositivos y seronegativos, siendo mayor en los primeros, pero no
proporcioné una medida de dispersion, por lo cual no es posible saber si sus
resultados son estadisticamente significativos'®®. Otro trabajo contemporaneo a
este ultimo de Pollari y colaboradores, demostré que para bovinos mayores de
36 meses y seropositivos para VLB, la taza de sacrificio era mayor.'®. Por
ultimo, un trabajo realizado por el grupo de Bartlett en 2013 también demostré
que los animales seropositivos del rodeo tienden a ser sacrificados antes que
aquellos no infectados. Relevaron 3849 bovinos lecheros de 112 tambos en el
Estado de Michigan (EEUU.). Mediante ELISA diagnosticaron la presencia de
anticuerpos anti VLB a partir de muestras de leche, y luego del diagndstico los
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bovinos fueron seguidos por una media de 597 dias. Demostraron que los
bovinos con anticuerpos anti VLB morian o eran sacrificados significativamente
mas que aquellos que no los presentaban. En el mismo sentido, la probabilidad
de supervivencia del bovino durante el periodo de observacién se asociaba
significativamente al titulo de anticuerpos anti VLB. Conforme el titulo de
anticuerpos presentes en leche aumenta, disminuia la probabilidad de
supervivencia durante el periodo de observacion. Los bovinos que presentaban
los titulos mas altos tenian un 40% mas de chance de morir o ser sacrificados
durante el periodo de observacién que los bovinos sin anticuerpos contra
VLB.150

En suma, existe evidencia estadisticamente significativa de que la infeccion por
VLB en los rodeos lecheros se asocia con la menor longevidad del bovino en
un sistema productivo.®

Como se describio en la seccion de epidemiologia y situacion sanitaria, dado el
creciente numero de regiones y paises que han erradicado o puesto en marcha
programas de control y erradicacion de la LBE, existe actualmente a nivel
comercial mayor conciencia sobre el estatus sanitario con respecto al VLB, y
sobre todo un interés creciente para poner en valor el estatus libre de VLB.

En nuestro pais, al no contar con un plan estratégico de control y erradicaciéon
de la enfermedad, casi para lo unico que se utiliza el diagnéstico de VLB de
forma masiva es a la hora de exportar animales en pie. La gran mayoria de los
paises, aun aquellos que no han erradicado ni tienen en marcha programas de
control y erradicacion de la enfermedad, no aceptan animales infectados por
VLB. Actualmente esta es una restriccion que se limita a los bovinos
exportados en pie, y no a los subproductos carnicos o lacteos. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que dado que el virus se integra a los linfocitos B, su
diagnostico es posible a partir de los subproductos industrializados de un
bovino infectado. Un escenario que limite el acceso a los mercados debido a
este criterio sanitario, por ejemplo para todos los subproductos comerciales
bovinos, seria preocupante para el Uruguay. Hoy en dia no hay elementos para
plantearlo como un escenario inminente, pero si es un escenario plausible en el
mediano plazo.

Teniendo en cuenta la alta prevalencia sospechada en los rodeos nacionales,

sumado al hecho de que una vez implementado un programa de control y
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erradicacién el descenso en la prevalencia no es instantaneo sino a largo
plazo, es importante plantearnos como pais la posibilidad de poner en
funcionamiento un programa de dichas caracteristicas, ya que los costos
econdmicos de una eventual limitacion en el acceso a mercados serian de alto
impacto para la industria lactea nacional. Sobre este punto, no deja de ser
preocupante que la UE defina las trabas comerciales como uno de los
principales costos asociados a la infeccidn por VLB. Mas aun si se considera
que el documento de la UE, mas alla de representar una opinion cientifica
basada en la mejor evidencia disponible, pueda también ser visto como un
posicionamiento politico.®

La propagacion de la enfermedad es fundamentalmente horizontal e
iatrogénica. Tradicionalmente se recomiendan ciertas practicas de manejo
veterinario para disminuir la propagacién de la enfermedad dentro del rodeo,
disminuyendo la transmision hacia bovinos no infectados. Las practicas
recomendadas incluyen fundamentalmente la no reutilizacion de agujas y el
uso guantes de tacto, utilizacion de la técnica de inseminacion artificial
preferentemente, segregacion de animales seropositivos, alimentacion de
terneros con reemplazos de calostro o calostro previamente pasteurizado y la
limpieza y desinfeccion de elementos corto-punzantes previo a su reutilizacion.
Esencialmente, limitar cualquier practica que propicie el intercambio de células
entre bovinos del rodeo. Aunque han demostrado utilidad, no son de
implementacion habitual en el manejo veterinario en nuestro pais. Aparte de los
cambios en la practica veterinaria que conllevan, su implementacién tiene
costos econdémicos, lo que dificulta su generalizacion hasta tanto no se
considere por parte del productor el aumento de la prevalencia en su rodeo
como un problema serio. Dicho de otro modo, el problema de la infeccion por el
VLB actualmente no esta en la ecuacion de costos del sistema productivo, pero
es esperable que lo esté en el mediano plazo, implicando un aumento de los

mismos.
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Estrategias de control de la enfermedad.

Estrategias de control de la infeccion.

El virus desarrolla una infeccién crénica en todos los casos, no existiendo
tratamiento efectivo ni una vacuna eficaz. Que el agente infeccioso sea un
retrovirus complejiza la probabilidad de tener una vacuna efectiva.'® Han
habido intentos de realizar una seleccion genética de bovinos resistentes a la
infeccién por VLB, o de bovinos mas proclives a desarrollar un estadio LP
mantenido."”! La seleccion de animales portadores de alelos DRB3.2 (que se
han asociados a resistencia frente a la infeccion por VLB) no resulto eficaz. Sin
embargo, la seleccion de bovinos con mejor perfil de resistencia al VLB es una
estrategia que podria disminuir costos economicos.

En un contexto de prevalencia alta como en nuestro pais, la estrategia que ha
demostrado mayor utilidad para controlar la enfermedad, disminuir la incidencia
y abatir la prevalencia en el mediano plazo, implica varios pasos secuenciales.
Entre ellos esta la identificacion de los bovinos infectados, la segregacion de
los mismos para impedir la propagacion de la enfermedad y la puesta en
marcha de practicas de manejo veterinario que tiendan a disminuir la
transmision horizontal iatrogénica. Sélo la etapa de diagnostico serologico ya
es costosa econdmicamente. Comercialmente existen varios laboratorios que
ofrecen el diagnostico a partir de muestras de leche y suero. Sin embargo, el
costo por bovino es elevado, en parte porque recurren a kits comerciales
importados de alto precio. Muchos paises que han erradicado la enfermedad
realizaron campafias de diagnostico y eliminacion de bovinos positivos. En
estos casos se partia de una prevalencia baja, con estructuras productivas
diferentes a la de nuestro pais, por lo que una estrategia en ese sentido no es
planteable actualmente para Uruguay.*®

En un rodeo lechero determinado, la prevalencia de infeccion por VLB esta
directamente asociada a mayores costos econdmicos. Las pérdidas
econdmicas anuales calculadas para la industria lechera en Estados Unidos
asociadas a la infeccion por VLB se estiman en 525 millones de ddlares. Estos
calculos no incluyen el impacto asociado a la infeccion subclinica en la

longevidad del bovino.48:49.172
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Programas de erradicacion exitosos.

Incluso antes que se reconociera al VLB como agente etiologico de la LBE, se
llevaron a cabo en Europa intentos para erradicar la enfermedad. Los primeros,
durante los afios 50" y 607, se basaron en la eliminacion de rodeos (Dinamarca,
Alemania) o bovinos (Estonia, ex URSS) con linfocitosis persistente.!”3174
Durante los afos 80" se llevaron a cabo relevamientos de prevalencia basados
en diagndsticos serolégicos en la mayoria de los paises europeos. En general,
la prevalencia para VLB, con algunas excepciones era baja, siendo en muchos
paises del entorno del 10%. Durante el periodo 1993-2010, varios proyectos se
pusieron en marcha para erradicar la enfermedad de la UE, logrando la
mayoria de los estados miembros el estatus de libre de VLB. Para lograr el
estatus sanitario libre de VLB la UE requiere que el 99,8% de los rodeos del
pais estén libres de VLB (Coincil Directive 64/432/EEC). Actualmente, el VLB
estd presente solo en algunos de los miembros mas nuevos de la UE
(Rumania, Bulgaria, Hungria, Croacia, Estonia, Grecia), asi como en algunas
regiones de Polonia, Italia y Portugal. Sin embargo, aunque aun no erradicada,
la mayoria de estos estados o regiones tienen en marcha activos programas de
erradicacion y estan muy cerca de lograr tal objetivo.® Ya se ha mencionado el
caso de Nueza Zelandia y Australia, que mediante programas de control y
erradicaciéon han logrado erradicar la LBE de rodeos lecheros. Esta situacion le
confiere una ventaja sanitaria cualitativa frente a otros grandes productores de

alimentos.

Problema identificado.

- LBE es una amenaza latente para nuestro sistema productivo ganadero
especialmente en su sector lechero; teniendo en cuenta su rol
protagonico en la economia doméstica. Visualizamos la necesidad que
tiene el pais, de encarar de forma sistematica el problema leucosis.

- Cualquier escenario que pretenda encarar la problematica de la
infeccion por VLB, implica una etapa diagnostica necesaria para
cuantificar la entidad del problema. Pero también como insumo para la
toma de decisiones que disminuyan la transmision intra y extra rodeo, y

que reduzcan la prevalencia.
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- El diagndstico de leucosis mediante los kits diagnosticos existentes
implica una inversion millonaria, teniendo en cuenta un costo
aproximado de entre 2-3 dodlares americanos por bovino y que el
Uruguay tiene 12 millones de bovinos y 800.000 bovinos lecheros.
Contar con un método propio para el diagnosticos de la LBE que sea
barato y eficiente, representa un avance hacia la caracterizacion y el
control de la LBE.

Objetivo general.

Desarrollar un test diagnostico alternativo a los kit comerciales existentes y
evaluarlo en una poblacion amplia de bovinos. Estudiar su reproducibilidad,
confiabilidad asi como sus valores de sensibilidad y especificidad, esperando
que los mismos sean similares a los kits comerciales mas ampliamente
utilizados. A su vez, pretendemos que presente un costo menor a los kits

comerciales.

Objetivos especificos.

1) Desarrollar, poner a punto y evaluar un ELISA indirecto anti p24, a partir
de muestras de suero.

2) Desarrollar, poner a punto y evaluar un ELISA indirecto capaz de
reconocer el ectodominio de ENV, a partir de muestras de suero.

3) Desarrollar, poner a punto y evaluar un ELISA indirecto capaz de
reconocer el ectodominio de ENV, a partir de muestras de leche.

4) Evaluacion de la historia natural de la infeccion por VLB en un tambo
modelo experimental, e identificacion de factores asociados a mayor

prevalencia.
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Materiales y Métodos.

Muestreo establecimientos bovinos.

Obtencion y procesamiento de muestras bovinas (suero, células somaticas de
sangre periférica, leche).

Obtencion de muestras.

Para el desarrollo del presente trabajo se obtuvieron muestras de 7
establecimientos lecheros nacionales. En cada establecimiento fueron
relevados todos los bovinos pertenecientes al mismo. De los 7
establecimientos, 6 son establecimientos productivos privados representativos
de la realidad del sector con sistemas productivos habituales de la realidad
nacional. Sus rodeos se componen de una mezcla heterogénea de bovinos de
todas las edades, tanto en la etapa de produccion de leche como en la etapa
de pre-produccion de leche. Para el acceso a los mismos se contd con la
aprobacion del propietario en todos los casos, siendo relevados en el mismo
dia todos los bovinos del tambo. De cada bovino se cuenta con los datos de
trazabilidad presentes en la caravana del animal. El otro establecimiento
relevado es un tambo modelo experimental, gestionado por una agencia de
investigacion agropecuaria nacional. Se tuvo acceso al mismo, gracias a un
acuerdo institucional. En este establecimiento, no sdlo se lleva registro de
trazabilidad (programa nacional de trazabilidad) sino también de informacion
sanitaria, patronimica y genealdgica de cada bovino relevado. Las muestras de
leche fueron obtenidas exclusivamente de este establecimiento. El mencionado
tambo fue relevado en varias oportunidades, segun las necesidades del
proyecto.

En cada tambo los bovinos relevados fueron los bovinos adultos pertenecientes

al tambo, es decir vaquillonas o vacas.

Procesamiento de muestras.

Suero: Se punciond la vena central de la cola, para extraccion de muestra de
sangre. (Vacuette® Blood Collection Tube with Serum Clot Activator). Se

obtuvo el suero dentro de las 24hs de extraccion de la muestra.
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ADN: Se puncioné la vena central de la cola, para extraccion de muestra de
sangre. (Vacuette® Blood Collection Tube with Serum Clot Activator). Se
obtuvo el ADN a partir de la sangre total extraida, se almacen6 a -20°C.

Leche: La obtencidn se realizé en contexto del ordefie habitual del tambo el dia
del relevamiento, obteniéndose una alicuota de lo producido por el bovino ese

dia, durante el control de calidad de leche del tambo.

Almacenamiento.

Todas las muestras de sangre, tanto para extraccion de ADN, como de suero y
de leche, fueron remitidas al Laboratorio de Inmunovirologia del Instituto
Pasteur Montevideo donde se llevaron a cabo los experimentos de mesada.
Para el caso de las muestras de suero y leche, se almacenaron en una
seroteca a -80°C en las condiciones de almacenaje especificas. Las muestras
de ADN se almacenaron a -20°C.

Expresion y purificacion de p24.

Para la produccién de p24 se utilizo el protocolo desarrollado y puesto a punto
por el Dr. Gonzalo Obal en su tesis doctoral.'”> Para ello se amplifico la
secuencia completa del gen p24 obtenido a partir del ADN copia de la linea
celular FLK (fetal lamb kidney) persistentemente infectada con VLB, y se clon6
en un vector de expresion bacteriano pET28a(+) bajo la accién del promotor
T7. Para ello se disefaron los primers p24Nhel FOR (5'-
TGGCTAGCTTGCCAATCATATCTGAAGGG-3) 'y p24BamHI_ REV  (5-
CCGGATCCTTAGAGAACTGCAGGCTGTTTCAC-3’), con el proposito de
insertar la secuencia de p24 entre los sitios de corte Nhel y BamHI y disefar
una construccion de p24 conteniendo un tag de histidinas (His6) escindible por
trombina en el extremo N-terminal. Cabe destacar que el primer reverso
contiene un codén STOP inmediatamente después del ultimo residuo de la
proteina p24. La secuencia y orientacion de la construccién fue confirmada por
secuenciacion, y el plasmido resultante fue usado para transformar mediante
shock térmico la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS.

La expresion de p24 se realizé por induccion con 1mM IPTG (isopropyl-f-D-

thiogalactopyranoside) cuando el cultivo alcanz6 una densidad éptica de 0,7.
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Luego de la induccidn, el cultivo se incubd a 30°C durante 4hs y las bacterias
se cosecharon por centrifugado a 6.000g durante 20 minutos.

Las células cosechadas fueron re suspendidas en buffer 20 mM fosfato de
sodio, 0,5 M NaCl, 40 mM imidazol, pH 7.4 y lisadas mediante incubacion en
hielo por 30 minutos, en presencia de inhibidor de proteasas libre de EDTA
(Complete EDTA Free, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) y ADNasa. A
continuacion, el lisado bacteriano se sonicé durante 5 minutos (en hielo) y se
centrifugd a 20.000 g por 40 minutos a 4°C, dando lugar a un sobrenadante de
proteinas solubles conteniendo p24.

La proteina de interés (p24 conteniendo un tag de histidinas en su extremo N-
terminal) fue purificada por cromatografia de afinidad por unién a metales
(IMAC). Para ello se cargo el extracto obtenido en una columna HisTrap FF de
1mL (GE Healthcare LifeScience, Marlborough, MA, USA) equilibrada en buffer
20 mM fosfato de sodio, 0,5 M NaCl, 40 mM imidazol, pH 7.4. Luego de lavar
con este buffer, se eluy6 la proteina con un gradiente de concentracion de
imidazol de 15 mL, desde 20mM hasta 500mM. Finalmente se realiz6 una
cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna Hi Load Superdex
16/600 75 PG (GE HealthcareLifeScience, Marlborough, MA, USA) equilibrada
en 20mM HEPES pH 7.5, 50mM NaCl utilizando un equipo AKTA Purifier (GE
HealthcareLifeScience, Marlborough, MA, USA).

La proteina purificada fue concentrada por ultrafiltracion y almacenada a una
concentracion de aproximadamente 20mg/ml en presencia de 0,02% NaNas.

El grado de induccién en la etapa de expresion y de pureza en las distintas
etapas de purificacion, se determind6 mediante SDS-PAGE vy tincion por
Coomassie.

Expresion y purificacion de ectoENV.

La expresion de ecto-ENV se realiz6 a partir dela linea de celular S2 de
Drosophila melanogaster transfectada de manera estable. Dicha linea celular
fue desarrollada durante la tesis doctoral de la Dra. Lorena Tome.""®

Llamamos ecto-ENV, a la proteina recombinante, que contiene gp51, y el
ectodominio de gp30, gracias a una mutacién en el sitio de clivaje. En la Figura

5, se muestra un esquema de la proteina completa, nuestra proteina

95



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

recombinante (ecto-ENV) contiene gp51 (SU), y el ectodominio de gp30, no

incluyendo el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica.

Cleavage
sile
1-14 T 301 Z15
||
Precursor gp72 gps1 SU w OP30 THM ]
signal Tusion  Transmembrane
peplide pisplide peptide

Figura 5. Precursor ENV-BLV-Gp72. En secuencia primaria (515aa) se observa el péptido
sefal (1-34), la subunidad gp51 (SU), el sitio de procesamiento proteolitico (cleavege site) y la
subunidad gp30 (TM). Modificado de Tesis Dra. Tomé.

Las células S2 transfectadas de manera estable fueron cultivadas en alta
densidad en medio Insect-Xpress (Lonza Bioscience, Walkersville, MD, USA)
en frascos Erlenmeyer de 250 mL. Una vez alcanzada una densidad celular de
7-7,5x108 células/mL, se realizé la induccion de la expresion de ecto-Env con
5uM de CdCI2 (Sigma-Aldrich). El sobrenadante se cosech6 a las 30hs post
induccion.

Luego de cosechado el sobrenadante se lo clarificd, y posteriormente se
centrifugo durante a 8.000g durante 30 min a 4°C. Finalmente se ajusto el pH a
8 con Tris 1M pH 9.6 y se filtr6 por 0,45 pM.

La purificacion se realiz6 por cromatografia de afinidad, empleando una
columna StrepTrap HP de 1 mL (GE HealthcareLife). Se cargd en la columna
mediante bomba peristaltica (previo lavado y equilibrado de la columna). Las
condiciones de la cromatografia de afinidad fueron de un flujo 1TmL/min. La
elucion se realizé en un paso unico empleando el buffer de unién conteniendo
2,5mM de destiobiotina. Para la elucion se utilizo el equipo AKTA prime (Fast
Performance LiquidChromatography, GE HealthcareLifeScience).

Las fracciones correspondientes al sobrenadante crudo, flow through, lavados y
eluato se recuperaron y corrieron en geles de poliacrilamida al 12% con SDS y
posterior tincion con Coomassie.

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante espectrofotometria midiendo

absorbancia a 280 nm.
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Técnica de ELISA.

Se realizaron tres ELISAs indirectos diferentes, un ELISA indirecto anti ecto-
ENV a partir de muestras de suero y leche; y un ELISA indirecto anti p24. La
sensibilizacion se realizd con la proteina recombinante p24 y ecto-ENV
respectivamente, las condiciones de sensibilizacion se comentan mas adelante

durante la puesta a punto. La solucion de blogueo utilizada fue: PBS-leche 3%-

tween 0,2%. Los sueros bovinos fueros diluidos en la solucion de bloqueo. El

anticuerpo secundario utilizado fue un IgG anti bovino conjugado con

peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una dilucion 1:1000, recomendada por el
fabricante. Para el revelado se utilizo tetrametilbenzidina (TMB) 6 mg/mL,
cortando la reaccion luego de 12 min. con acido sulfurico 11%. La lectura de la
absorbancia se realiz6 mediante espectofotdmetro a 450nm. La solucién de

lavado utilizada fue: PBS-tween 0,2%.

Kit Comercial VMRD.

Se utilizé un ELISA indirecto comercial (Bovine Leukemia Virus Antibody Test
Kit, from Veterinary Medical Research & Development -VMRD, Pullman, WA,
USA-) capaz de reconocer anticuerpos anti gp51 en muestras de suero bovino.

Se realiz6 segun las indicaciones del fabricante.”7.178

Técnica de PCR.

La deteccion del ADN proviral se realizé mediante nested PCR. Se utilizé el
protocolo aprobado por la OIE, en su Manual sobre animales terrestres,
capitulo sobre Leucosis Bovina Enzodtica.'? La region de VLB amplificada es
el gen de gp51 (env), y en nuestro caso realizamos modificaciones a partir de
un protocolo desarrollado por Fechner et al. de 1996.17°

Se realizé la extraccion y purificacion del ADN total a partir de sangre total
bovina. Se utilizé el kit comercial lllustra blood genomicPrep Mini Spin (GE
Healthcare, Life Sciences). EI ADN se eluy6 en 100uL de H2O ultrapura.

Primers utilizados:
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Oligo Secuencia de Env (5-3°) Posicién
ter BLV-env-1 TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA 5032-5053
Round
BLV-env-2 AACAACAACCTCTGGGAAGGG 5629-5608
2do BLV-env-3 CCCACAAGGGCGCGCCCGGTTT  5099-5121
Round
BLV-env-4 GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG 5542-5521

El tamafio del producto del 7 round utilizando los oligonucleétidos BLV-env-
1/BLV-env-2 es de 598 pb y el tamafio del producto del 2% round utilizando
Env-3/BLV-env-4 es de 444 pb.

1" round:

La reaccidn se llevd a cabo en un volumen final de reaccion de 50pl
conteniendo una mezcla de 5ul de buffer de PCR (10x), 4uL de ADN 25 ng/uL,
1,5uL de cada oligonucledtido 10uM (BLV-env-1 y BLV-env-2), 1uL de dNTP
(10mM), 1,5uL MgCl2 (50 mM), 0,25ul de Taq ADN Polimerasa (5U/pL)
(Invitrogen), 35.25ul H20.

Las condiciones de la amplificacion fueron: 2 min a 94°C, 30 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C, 60 segundos a 72°C y 4 min. a 72°C.

2% round:

La reaccidn se llevd a cabo en un volumen final de reaccion de 50l
conteniendo una mezcla de 5ul de buffer de PCR (10x), 4uL de ADN 25 ng/uL,
1,5uL de cada oligonucleétido 10uM (BLV-env-3 y BLV-env-4), 1uL de dNTP
(10mM), 1,5uL MgCl2 (50 mM), 0,25ul de Taq ADN Polimerasa (5U/pL)
(Invitrogen), 35.25ul H20.

Las condiciones de la amplificacion fueron: 2 min a 94°C, 30 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C, 60 segundos a 72°C y 4 min. a 72°C.
Posteriormente se analizaron 5ul del producto de amplificacion, mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%. Los geles fueron preparados en buffer
1XxTBE (Tris Borato EDTA) conteniendo 1,5ug/mL de Bromuro de etidio. Los
productos se visualizaron bajo luz UV. Se utilizd un marcador de peso

molecular de 100 pb (Invitrogen).
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Se consideré como resultado positivo, aquél cuyo producto de PCR tenga un
tamafio de 444pb. Las muestras con resultados negativos (que no tengan
productos del tamafo esperado, 598pb) en el 1 round de PCR, se
consideraran positivas si se obtiene un resultado positivo en el 2% round de
PCR.

Analisis estadistico

Analisis de curvas ROC.

El analisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic curve), originado
en los afos 50, se ha convertido en un método que ha demostrado utilidad para
evaluar la eficacia de una técnica diagnostica. Entre sus ventajas ofrece un
indice de eficacia intrinseco de la técnica diagndstica, no influenciada por
elementos arbitrarios como la eleccion de un punto de corte a priori. Su indice
de eficacia, AUC (area bajo la curva), determina la capacidad intrinseca de una
técnica diagnostica para diferenciar entre casos y controles. '8

La curva ROC presupone que ambas poblaciones de casos y controles
superponen sus distribuciones. Una separacion completa entre ambas
poblaciones implica discriminacién perfecta, mientras que una superposicion
completa implica no discriminacién. La cantidad de resultados positivos y
negativos dependera del punto de corte seleccionado. Variando el mismo, el
grafico relaciona la sensibilidad versus 1-especificidad. Cuanto mayor es la
capacidad de discriminacion del test diagndstico su curva ROC se acercara al
angulo recto, mientras que una curva ROC que se acerque a la diagonal refleja
una performance del test diagndstico no mejor que el azar. El AUC es una
medida combinada y eficiente de la sensibilidad y especificidad que describe la
validez inherente del test diagnostico. Si el AUC es igual a 1, implica que la
discriminacion del test diagnostico entre casos y controles es perfecta, por lo
que la distribucién de ambas poblaciones no se superpone. En cambio si AUC
es igual a 0,5, implica una discriminacion no mejor que el azar, es decir una
curva ROC que atraviesa la diagonal del grafico. '8

En nuestro caso, el analisis de curvas ROC se llevo a cabo con el software
PrismGraphPad. Luego de la construcciéon de las curvas, se selecciond un
punto de corte con sus correspondientes valores de sensibilidad y especificad.
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En cada caso evaluamos nuestro test diagndstico frente a una poblacion

definida previamente como de verdaderos positivos y negativos.

Indice kappa.

El indice kappa es una medida de concordancia entre dos variables. Compara

la probabilidad de concordancia obtenida, con la esperable de forma aleatoria

si ambos eventos fueran estadisticamente independientes. A partir de su

desarrollo en la década de los 60, fue aplicado de forma creciente en el analisis

de la performance de técnicas diagndsticas. En nuestro caso se utilizé el

software PrismGraphPad para su célculo.8-184

El mencionado software otorga a los siguientes valores de kappa un

determinado nivel de concordancia:

k=0

k< 0.20

k0.21-0.40
k 0.41-0.60
k0.61-0.80
k 0.81-0.99

k1

Nivel de concordancia: peor que exclusivamente

explicado de forma aleatoria.

Nivel de concordancia:

Nivel de concordancia:

Nivel de concordancia:

Nivel de concordancia:

Nivel de concordancia:

Nivel de concordancia:

pobre
modesto
moderado
bueno
muy bueno

perfecto
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Resultados y Discusién.

ELISA indirecto anti p24.

De acuerdo con el objetivo especifico 1, se procedié a la produccién de la

proteina viral p24 recombinante, puesta a punto de un ELISA indirecto anti p24

y evaluacion de su performance en el terreno.

Produccion de p24.

Realizada la transformacion, induccién y cultivo; se cosechd el sobrenadante
de interés para ser purificado. Se realiz6 una IMAC, y posteriormente se realiz6

una cromatografia de exclusion molecular.
A) B)

IMAC H¢CA SEC H¢CA

3000+ 500

] 15001

2000+
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Figura 6. A) IMAC, con gradiente de imidazol. En ordenadas se grafica la absorbancia a 280,
en abscisas se grafica el volumen de columna. La linea de puntos rojos expresa la
concentracion de imidazol. B) SEC, en ordenadas se grafica la absorbancia 280, en abscisas

se grafica el volumen de columna en mL.

Luego del lavado de extracto bacteriano, se obtuvo del IMAC, un pico de
absorbancia con aproximadamente una concentracion de 200mM de imidazol.
Posteriormente mediante la cromatografia de exclusion molecular, confirmamos

que se obtiene un pico unico, estrecho al volumen esperado (63ml) (Figura 6).
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Figura 7. SDS-PAGE Yy tincién por Coomassie. De izquierda a derecha, se cargo: alicuotas del
sobrenadante en cultivo: NI: previo a induccién, I: inducido; sobrenadante de cultivo, flow
through de IMAC y flow through de SEC.

Se realiz6 un SDS-PAGE vy tincidén por Coomassie, para determinar el grado de
induccion del cultivo, y el grado de pureza en las distintas etapas de la
purificacion. Se observa en la Figura 7, como la fraccion de peso molecular 24,
correspondiente a nuestra proteina de interés es enriquecida, y a su vez logra
una purificacidon practicamente sin contaminantes.

En suma, de acuerdo al protocolo desarrollado previamente, fue posible
obtener una proteina recombinante con un alto grado de pureza, insumo que

nos permitié desarrollar los posteriores experimentos de la presente tesis.

Puesta a punto de ELISA p24.

El protocolo a priori para la realizacion del ELISA, producto de resultados
previos era el siguiente: sensibilizacion utilizando la proteina p24 pura a una
concentracion a definir en una solucion de buffer bicarbonato 0,05M pH 9.6,
100pL por pocillo. Bloqueo 2horas a TA con la solucion de bloqueo. Esta
solucion no interacciona especificamente ni con la proteina p24 ni con los
sueros bovinos (resultados previos, no mostrados).

Se siembran100puL de los sueros bovinos a una dilucion a definir.
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Como anticuerpo secundario se utiliza un IgG anti bovino conjugado con
peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una dilucion 1:1000. El anticuerpo secundario no
interacciona especificamente ni con la proteina p24, ni con la solucién de
bloqueo (resultados no mostrados).

Las dos variables a poner a punto fueron: qué titulo de suero utilizar, y qué
concentracion de proteina utilizar para sensibilizar la placa.

Con este objetivo y utilizando 2 sueros, uno verdaderamente positivo (positivo
para VMRD y para la técnica de PCR) y otro verdaderamente negativo
(negativo para VMRD vy técnica de PCR), se disefi6 la siguiente placa (Tabla 4).

Tabla 4. Disefio de placa de ELISA para puesta a punto del ELISA p24. Ambos sueros,
“verdaderamente” positivo (S+) y “verdaderamente” negativo (S-), fueron sembrados a los
siguientes titulos: 1/10, 1/50, 1/100, y 1/500 respectivamente. A su vez, la proteina p24 fue
utilizada a las siguientes concentraciones de sensibilizaciéon: 10ug/mL, 5ug/mL, 2,5ug/mL,
1,25ug/mL, 0,625ug/mL, 0,3125ug/mL, 0,078ug/mL, 0,039ug/mL y 0,019ug/mL.

Concentraciones de sensibilizacion, *ug/ml
Titulo. | 10* 5% 2,5* 1,25 0,625* 0,3125* 0,078* 0,039* 0,019*
1/10
1/50
S+
1/100
1/500
1/10
1/50
S-
1/100
1/500
s+ S-
31 3-
-~ 1/10
- 1/50
-+ 1/100
-+ 1/500

DO

O D Do D H S D O D AP o O D
09\ Q§b Q§\ Q,;a Q’P\ Q?q, \‘} a7 N P QNN

[p24] [p24]

Figura 8. Puesta a punto del ELISA p24. Ambos sueros fueron testeados a los titulos 1/10,
1/50, 1/100, y 1/500 respectivamente, frente a concentraciones de sensibilizacién desde

10ug/mL hasta 0.019ug/mL. A la lzquierda se exponen los resultados para el suero

63



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

verdaderamente positivo (S+); a la derecha para el suero verdaderamente negativo (S-).

Diserio de placa de acuerdo a Tabla 4.

Como se desprende de la Figura 8, con concentraciones de sensibilizacion
menores a 5ug/mL de p24, la DO obtenida desciende para cualquier titulo
utilizado. Siendo el ultimo punto cercano a la saturacion del sistema para el
suero positivo (S+) en los titulos 1/10 y 1/50, pero sin determinar grandes
valores de DO con el suero negativo (S-). Por tanto definimos trabajar con una
concentracion de 5ug/mL de p24 para la sensibilizacion. Con respecto a la
dilucion a utilizar para el primario, definimos trabajar con el titulo 1/50, dado
que a la concentracion de proteina elegida (5ug/mL) presenta niveles menores
de DO si observamos el suero negativo.

En suma, con una concentracion de sensibilizacion de 5ug/mL de p24 y un
titulo de 1/50, obtenemos la mayor diferencia de DO entre ambos sueros
negativo y positivo respectivamente. El suero positivo presenta valores de DO
cercanos a la saturacién del sistema, y a su vez el suero negativo presenta
valores de DO cercanos al cero. Los valores de DO obtenidos en pocillos
donde no se siembra el anticuerpo primario (suero bovino), pero si se
sensibiliza, bloquea y siembra el anticuerpo secundario, son cercanos a cero
para todas las concentraciones de proteina (resultados no mostrados), con lo
cual decimos que ni la soluciéon de bloqueo ni el anticuerpo secundario
interaccionan inespecificamente con la proteina utilizada para sensibilizar la
placa (p24).

Protocolo ELISA p24

De acuerdo a los resultados previos, el protocolo para ELISA p24 quedo
definido de la siguiente manera:

La sensibilizacion se realiza ON a 4°C, utilizando la proteina p24 pura a una
concentracion de 5ug/mL en una solucion de buffer bicarbonato 0,05M pH 9.6,
100ul por pocillo. Se realiza el bloqueo con 200uL de PBS-leche 3%-tween
0,2%, 2 horas a TA. Se testean los sueros a una dilucién de 1/50 en PBS-leche
3%-tween 0,2%, se siembran 100uL por pocillo. Como anticuerpo secundario
se utiliza un IgG anti bovino conjugado con peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una
dilucién 1/10000. El revelado se realiza utilizando tetrametilbenzidina (TMB) 6
mg/mL, cortando la reaccién luego de 12 min. con acido sulfurico 11%. La
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lectura de la absorbancia se realiza mediante espectofotometro a 450nm. Para
los lavados se utiliza PBS-0,2% tween.

Los valores de DO se expresan en funcién de la DO de un suero positivo
conocido. En cada placa se siembra un mismo suero positivo conocido
(normalizador), y los valores de DO son expresados en funcion de la DO de
ese suero en cada placa. De este modo se disminuye la variabilidad interplaca.
Para la realizacion de los analisis estadisticos subsiguientes siempre se trabajo
con valores de DO normalizados.

Con el protocolo de ELISA p24 definido, se procedié al calculo del punto de

corte y valores de sensibilidad y especificidad de la técnica diagnostica.

Analisis ROC. Calculo de punto de corte.

El calculo del punto de corte, se realiz6 mediante un analisis ROC. Para esto
se selecciond una poblacion de 235 bovinos adultos. Como se dijo
anteriormente, el estatus infectado para VLB no cuenta con un gold standard
diagnostico. Por lo tanto, para definir una poblacion de bovinos verdaderos
positivos y verdaderos negativos recurrimos al resultado de una prueba
serologica validada (VMRD) y a otra que identifique al agente viral (técnica de
PCR, protocolo de la OIE). Definimos como doble negativo o verdadero
negativo a un bovino que haya resultado negativo para ambas técnicas. De
forma analoga, definimos como doble positivo o verdadero positivo a un bovino
positivo para VMRD y para la técnica de PCR.

De los 235 bovinos adultos seleccionados para el analisis ROC, 101
correspondian al grupo de los doble positivos y 134 al grupo de los doble
negativos. Concomitantemente todos los bovinos pertenecientes a la poblacion
seleccionada fueron testeados con nuestro ELISA p24 de acuerdo al protocolo

puesto a punto anteriormente (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados del ELISA p24 en la poblacién de bovinos utilizados para realizacion
analisis ROC. Dp: bovinos positivos para la técnica de PCR y para VMRD. Dn: bovinos
negativos para la técnica de PCR y para VMRD. Los resultados para ELISA p24, son los
obtenidos utilizando como punto de corte una DO de 0.4344.

89 13

ELISAp24 102
12 121 133
101 134 235
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B) Area baja la curva ROC

cutoff >0.4344
Area 0,9446
Error stander 0,01567
Intervalo confianza 95% 0,9139 to 0,9753

A) valor p <0,0001

Datos
150 - Controles 134

Casos 101
Controles faltantes 0
Casos faltantes 0

100-

50-

Sensibilidad%

0 T

1
0 50 100
C epe s
) 100% - Especificidad%
valor de corte  Sensibilidad % IC 95% Especificidad % IC 95% Likelihood ratio
>0.4344 | 88,12 80,17% to 93,71% 90,3 83,98% to 94,73% 9,083

Figura 9. Andlisis ROC para el ELISA p24. A) Curva ROC. B) Resultados analisis ROC. C) Se
muestra el valor de corte seleccionado (0,4344) y sus respectivos valores de especificidad,
sensibilidad y likehood ratio.

3-
S 2-
o < ‘::
<35
- :
= 1- %

doble +

Figura 10. Resultados de DO para ELISA p24. En abscisas se encuentran agrupados los
bovinos de acuerdo a la categoria doble negativo (bovino negativo para VMRD y técnica de
PCR) y doble positivo (bovino positivo para VMRD y técnica de PCR). La DO en ordenadas se
presenta en unidades arbitrarias (UA.) N=235
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En suma, se realiz6 el analisis ROC, a una poblacion de 235 bovinos adultos,
los cuales fueron seleccionados y categorizados como verdaderos positivos y
negativos en base a dos técnicas diagnosticas validadas por la OIE. Hecho
esto, se seleccioné como punto de corte para nuestro ELISA p24 el valor de
DO de 0,4344. La sensibilidad calculada fue de 88,12%, y la especificidad de
90,3%. El area bajo la curva ROC fue de 0.9446 (Tabla 5, Figuras 9y 10).

Performance ELISA p24.

Luego de la puesta a punto y el calculo del punto de corte, procedimos a
valorar una poblacion mas amplia de bovinos. Se obtuvieron muestras de
sueros bovinos procedentes de 5 establecimientos lecheros, cada muestra fue
doblemente testeada, tanto mediante el kit comercial (VMRD) como mediante
nuestro ELISA p24. Como medida de performance de nuestro ELISA p24 frente
a la técnica de referencia, se calcul6 el indice kappa.

La obtencidon de muestras se realiz6 como se describi6 en MyM. Ambos
ELISAS se realizaron de acuerdo al protocolo del fabricante, y el protocolo
descripto anteriormente. Durante la recoleccion de muestras, cada muestra fue
identificada con un numero interno o el numero de caravana del sistema
nacional de trazabilidad; a la hora de realizar tanto la técnica de VMRD como
ELISA p24, el operador no conocia los resultados de la otra técnica. Luego se
entrecruzaron los datos. Todas las muestras fueron testeadas en el Laboratorio
de Inmunovirologia del Institut Pasteur Montevideo.

Fueron analizados un total de 952 muestras de suero provenientes de bovinos
adultos (Tabla 6).

Tabla 6. ELISA p24 versus VMRD. Resultados de los 952 sueros bovinos analizados para cada

método diagnostico. N=952

total.

505 99 604 (63,4%)
44 304 348 (36,6%)
total. 549 (57,7%) 403 (42,3%) 952

Como se observa en la Tabla 6, del total de 952 bovinos testeados: 604 (63.4%)
resultaron positivos, mientras que 348 (36.6%) resultaron negativos para la
técnica seroldgica de referencia (VMRD).
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La prevalencia global en los cinco establecimientos analizados, es congruente
con resultados y estimaciones previas.2'9?" Para comparar los resultados
obtenidos entre ambas técnicas seroldgicas, lo que se hizo fue calcular el indice
kappa, se realiz6 a través del software PrismGraphpad.

Tabla 7. Indice Kappa, para la comparacion entre ELISA p24 y VMRD.N=952

N° concordancias observadas. 809 84.4%
N° concordancias random esperadas. 495,6 52,06%
indice Kappa 0,687

ES kappa 0,024

IC 95%kappa 0,640-0,734
Nivel de concordancia Buena.

Como surge de la Tabla 7, el nivel de concordancia observado entre ambas
técnicas seroldgicas fue “bueno”. Se obtuvieron un total de 809 concordancias,
que representan un 84,4% del total de los resultados obtenidos. El nivel de
concordancia esperable de forma aleatoria es de 52,02%, que corresponde a
un total de 495,6 concordancias. El indice kappa obtenido es de 0,687, con un
IC95% de 0,649-0,734 y un error estandar de 0,024. Podemos decir que
nuestro ELISA indirecto anti rp24, con una sensibilidad calculada de 88.12% y
especificidad calculada de 90.3% (Tabla 5, Figuras 9 y 10), perfomé de una
forma comparable a un test serolégico validado en una muestra amplia de
bovinos procedentes de diferentes rodeos nacionales (Tabla 7).

En la Figura 11, se representan los 952 sueros analizados. En rojo aquellos
bovinos positivos para VMRD, en azul aquellos bovinos negativos para VMRD;
en ordenadas se grafica la DO obtenida para ELISA p24.
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ELISA p24
UA

Figura 11. Sueros bovinos testeados por ambos métodos diagnosticos. En ordenadas se
muestran los resultados para ELISA rp24, se expresan los valores de DO normalizados por cut
off. Con lo cual resultados mayores a 1 son positivos, y menores a 1 negativos. En abscisas se
agrupan los sueros de acuerdo a su resultado para VMRD. Se muestran los resultados de los
952 sueros bovinos analizados para la evaluacion de performance de ELISA p24. *UA:

unidades arbitrarias. N=952

La evaluacién de la performance en el terreno de nuestro ELISA p24 suero, es
producto del relevamiento en 5 establecimientos lecheros nacionales, el
tamafio de sus rodeos va desde 17 bovinos hasta 416 bovinos. Todos los
bovinos evaluados son adultos (vaquillonas o terneros) que en su gran mayoria
se encontraban en produccion (se refiere a bovinos adultos que ya han tenido
su primera paricion y por tanto se encuentran expuestos a ordefie 2 veces por
dia); otros estaban en pre-produccion (se refiere a bovinos adultos pero que
aun no han entrado al ciclo productivo). Se evaluaron un total de 952 bovinos.

De este conjunto de bovinos, no contamos con datos sanitarios, patronimicos o
genealdgicos exhaustivos. No sabemos exactamente cuantos de cada rodeo se
encontraban produciendo, o cuantas lactadas tenia cada bovino analizado. De
todas maneras podemos decir que todos los rodeos evaluados, provienen de
tambos representativos de la realidad del sector lechero, con un mayor
porcentaje de bovinos adultos y en produccién, destacamos del mismo modo
que las condiciones sanitarias son las habituales del sector y la realidad
nacional. Destacamos especialmente estos ultimos 2 puntos (composicion

etaria del rodeo, y estatus sanitario), dado que es justamente la poblacién
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objetivo a donde apunta el desarrollo de los kit's diagndsticos de ésta tesis. El
objetivo es desarrollar y evaluar: Kit's diagnosticos que sean capaces de
performar de forma comparable a un kit validado en el terreno, con una mezcla
heterogénea de bovinos adultos provenientes de tambos dedicados a la
produccion lechera intensiva.

De la prevalencia de leucosis en cada tambo analizado, podemos decir que
para el kit validado (VMRD) la prevalencia global fue de 63,4% (Tabla 8).

Tabla 8. Poblacion de sueros bovinos analizados. Resultados para VMRD y ELISA p24,
agrupados de acuerdo al tambo de procedencia. Resultados en valores absolutos, y porcentaje
de positivos para cada técnica. N=952

Tambo  Sueros VMRD N

Positivo Negativo  Positivos (%) | Positivo Negativo Positivos (%)
Tambo 1 416 289 127 69,5 249 167 59,9
Tambo 2 207 132 75 63,8 123 84 59,4
Tambo 3 132 31 101 23,5 44 88 33,3
Tambo 4 180 136 44 75,6 120 60 66,7
Tambo 5 17 16 1 941 13 4 76,5
Total 952 604 348 63,4 549 403 57,8

En primera instancia vemos que la totalidad de los rodeos analizados
presentan bovinos positivos para LBE. Con respecto a la prevalencia de LBE
en cada tambo, la mayoria de los tambos relevados tienen una prevalencia
global en el entorno de 60%, cercana a la media calculada (Tabla 8) y
congruente con resultados y estimaciones previas.>'%-2! En los cinco tambos se
obtienen resultados de congruencia entre ambas técnicas serolégicas de
acuerdo a lo mostrado previamente para la totalidad de los bovinos
muestreados (Tabla 7).

Encontramos 2 tambos con prevalencias alejadas del promedio (Tambo 5 y
Tambo 3). En el Tambo 5, de los 17 bovinos evaluados sélo uno fue negativo
para VMRD (94.1% positivos) y 4 para ELISA p24 (76.5% positivos), dado el
bajo numero de bovinos evaluados en este tambo no es posible sacar
conclusiones estadisticas. Durante el muestreo de tambos a relevar, se
pretendié valorar especificamente un tambo de menos de 30 bovinos adultos,
dado que representan un porcentaje importante del total de los tambos
nacionales. No contamos con la distribucion de edades del tambo, pero dado la

menor escala del tambo, y la produccidn menos intensiva realizada en el
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mismo, una de las posibles causas de la mayor prevalencia en este tambo
podria ser la mayor longevidad de los bovinos del mismo. Como se dijo en la
introduccion, la longevidad de un rodeo se relaciona directamente con la
prevalencia de lecucosis.*®

El Tambo 3, presenta una prevalencia llamativamente menor (23,5% para
VMRD y 33,3% para ELISA p24), la particularidad de este tambo es que es un
tambo escuela. Se encuentra inserto en el sistema productivo, pero también es
un tambo donde se forman oficios relacionados al sector lechero y ganadero.
Con respecto a la longevidad de los bovinos del rodeo, no podemos decir que
sea estadisticamente menor. Una posible explicacion podria estar en el
manejo mas cuidadoso, y control de los factores de riesgos de transmision
horizontal. De todos modos la explicacion es multicausal, como se dijo en la
introduccién del total de rodeos nacionales, es esperable una prevalencia alta,
con la mayoria de rodeos con al menos algunos bovinos infectados pero con
prevalencias que pueden ir desde muy bajas a muy altas, dependiendo de
gran cantidad de factores no completamente comprendidos.

Por ultimo destacamos, que el presente no representd un muestro exhaustivo
gue nos permita obtener datos de prevalencia extrapolables a nivel nacional o
regional por fuera de los rodeos analizados. De todas maneras los porcentajes
de bovinos positivos obtenidos en todos los rodeos analizados por ambos
métodos diagnosticos, hablan de la carga de leucosis que presentan los

rodeos nacionales.

Discusion.

Con respecto al cumplimiento del objetivo especifico 1, se logré poner a punto

un ELISA indirecto para diagndstico de VLB a partir de muestras de suero
utilizando la proteina recombinante p24. (Tabla 4, Figura 8). Luego de la puesta
a punto, mediante la seleccién de una poblaciéon de bovinos definidos como
verdaderos positivos y verdaderos negativos, se procedio a realizar un analisis
ROC para definir el punto de corte de nuestro ELISA p24. Del analisis ROC
surge la eleccion de 0,4344 como punto de corte, es decir el valor de DO a
partir del cual un resultado se considera positivo. La sensibilidad y especificidad
calculada para este punto de corte resulté 88,12% y 90,3% respectivamente
(Tabla 5, Figuras 9y 10).
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Luego de definido el punto de corte para nuestra técnica diagnostica, se
procedid a evaluar un numero mas amplio de bovinos. Se logré evaluar un total
de 952 bovinos adultos provenientes de 5 tambos nacionales, conformando
una mezcla heterogénea y representativa de la realidad nacional del sector
lechero (Tabla 8). De cada muestra de suero bovino se obtuvieron resultados
de VMRD y ELISA p24. Se calculo el indice kappa, obteniéndose un valor de
0,687 que corresponde a una congruencia definida como buena (Tabla 6y 7,
Figura 11).

El indice kappa obtenido se encuentra dentro de lo esperado, teniendo en
cuenta que el kit de referencia busca la presencia de anticuerpos anti gp51,
mientras que nuestro ELISA p24 detecta anticuerpos anti p24. La proteina viral
gp51 es mucho mas inmundgena, generadora de una respuesta de anticuerpos
de mayor titulo y mas constante en la historia natural de la infeccion por
VLB.?48 De todas maneras nuestros valores de sensibilidad y especificad son
aceptablemente buenos, y comparables al kit de referencia con las limitaciones
mencionadas. Por tanto, es esperable que del total de positivos identificados
por la técnica serologica que reconoce anticuerpos anti gp51, un porcentaje no
sean identificados como positivos por la técnica seroldégica que reconoce
anticuerpos anti p24.

Otro aspecto que no se puede menospreciar, es el hecho de que el kit de
referencia utilizado no representa un gold standard para el diagnéstico de la
infeccion. Para determinar la performance real de nuestro ELISA indirecto,
debemos asumir el estatus infectado como un elemento multiparamétrico que
no se puede describir exclusivamente por el kit comercial mencionado. La
realizacion de nuestro ELISA p24 incluye la sensibilizacién con la proteina p24,
producida como se mencion6 en un sistema de E.Coli, y purificada con un alto
grado de pureza.

Por tanto, hemos sido capaces de poner a punto un ELISA indirecto para
muestras de suero bovino utilizando para la sensibilizacion una proteina viral
con un alto grado de pureza, que performa de forma comparable al kit de
referencia. Queda planteada la interrogante de si nuestro ELISA diagndstico
anti p24 es capaz de identificar bovinos infectados que presenten una
respuesta de anticuerpos anti p24, pero no anti gp51, y si de constatarse esto,
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resulta relevante en la historia natural de la infeccion y para su diagndstico.

Analizaremos este punto mas adelante.

ELISA indirecto anti ecto-ENV.

Durante el desarrollo de esta tesis fue posible poner a punto y evaluar un
ELISA indirecto capaz de reconocer anticuerpos anti ecto-ENV, tanto en
muestras provenientes de suero como leche bovinas, de acuerdo con los
objetivos especificos 2 y 3.

La ventaja de éste ELISA frente al presentado anteriormente (ELISA p24), es
que al utilizar la proteina ecto-ENV para la sensibilizacién, es capaz de poner
en evidencia la presencia de anticuerpos especificos anti gp51. La respuesta
de anticuerpos anti gp51 durante la historia natural de la infeccion es mas
precoz, constante y robusta, por lo que es a priori mas interesante para el
desarrollo de un kit diagndstico para leucosis.?®

Muchos de los kits diagnosticos validados, entre ellos VMRD, reconocen
anticuerpos anti gp51 (Figura 3, Tabla 3). Sin embargo, muy pocos aclaran la
naturaleza del antigeno utilizado para sensibilizar o su grado de pureza.
Nuestro antigeno, como se aclaré anteriormente, es producido en un sistema

eucariota con alto grado de pureza.

Produccion de ecto-ENV.

A partir del cultivo de la linea celular S2, se cosechd el sobrenadante
conteniendo la proteina de interés soluble, para realizar la purificacion de la

misma mediante cromatografia de afinidad.
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Figura 12. Cromatografia de afinidad, utilizando columna StrepTrap HP de 1 mL (GE
HealthcarelLife).

De la figura 12, surge la obtencion de un pico unico de absorbancia a un

volumen de 2ml. Se obtuvieron aproximadamente 7mg/L de cultivo.
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Posteriormente, las fracciones correspondientes al sobrenadante crudo,
flowthrough, lavados y eluato se recuperaron y corrieron en geles de
poliacrilamida al 12% conteniendo SDS, siendo revelados con coomasie.

AC FT EL PM

-130
-100
e |-70

. e gEnv

-35

Figura 13. SDS-PAGE-coomasie. Se sembraron de izquierda a derecha: sobrenandante crudo
(AC), flow through (FT) y eluato (EL) de cromatografia de afinidad.

Se observa en la Figura 13, en el carril correspondiente al eluato obtenido de la
la cromatografia de afinidad, una banda de 55kDa. Tamafo esperado para
ectoENV. La proteina obtenida tiene baja concentracion de contaminantes.

En suma, de acuerdo al protocolo desarrollado previamente, fue posible
obtener una proteina recombinante con un alto grado de pureza, insumo que

nos permitié desarrollar los posteriores experimentos de la presente tesis.

Puesta a punto de ELISA indirecto anti ectoENV en suero (ectoENV-S).

Se partio de un protocolo inicial similar al utilizado para el ELISA p24. De forma
analoga, las dos variables a poner a punto eran: la sensibilizacién utilizando la
proteina recombinante ecto-ENV pura, en una dilucion a definir; y el titulo de
los sueros primarios a utilizar.

Con este fin se utilizaron 2 sueros bovinos, uno verdaderamente positivo
(positivo para VMRD y para la técnica de PCR) y otro verdaderamente negativo
(negativo para VMRD vy técnica de PCR), para la construccion de la siguiente
placa (Tabla 9).
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Tabla 9. Disefio de placa de ELISA, para puesta a punto de ectoENV-S. Ambos sueros,
“verdaderamente” positivo (S+) y “verdaderamente” negativo (S-) fueron sembrados a los
siguientes titulos: 1/10, 1/50, 1/100, y 1/500 respectivamente. A su vez la proteina ecto-ENV
fue utilizada a las siguientes concentraciones de sensibilizacion: 4ug/mL, 3ug/mL,
2,5ug/mL,1,25ug/mL, 0,625ug/mL, 0,3125ug/mL, 0,078ug/mL, 0,039ug/mL, 0,019ug/mL.

Concentraciones de sensibilizacion, *vg/ml
Titulo. 4* 3* 2,5% 1,25* | 0,625* | 0,3125*| 0,078* | 0,039* | 0,019*
1/10
1/50
S+
1/100
1/500
1/10
1/50
S-
1/100
1/500

S-
2.51
-~ 1/10
2.0 - 1/50
- 1/100
1.5 - 1/500

[0}
[a]
1.04

0.54
o.o..=:===n==@.m

% % QD o O ‘) 5 N
o P 0 P
o o o oY P P "‘
[ectoENV] [ectoENV]

Figura 14. Puesta a punto ectoENV-S. Ambos sueros fueron testeados a los titulos 1/10, 1/50,
1/100, y 1/500 respectivamente, frente a concentraciones de sensibilizacion desde 4ug/mL
hasta 0.019ug/mL. A Izquierda.) resultados para el suero verdaderamente positivo (S+); A

Derecha) para el suero verdaderamente negativo (S-). Disefio placa de acuerdo a Tabla 9.

Como surge de la Figura 14, para concentraciones de sensibilizacion menores
a 2.5ug/mL, la DO obtenida desciende para cualquier titulo utilizado. Siendo
éste el ultimo punto cercano a la saturacion del sistema para el suero positivo
en los titulos 1/10 y 1/50, pero sin determinar grandes valores de DO con el
suero negativo. Por tanto, definimos trabajar con una concentracién de
2.5ug/mL de ecto-ENV para la sensibilizacion. Con respecto a la dilucién de
suero, definimos trabajar con el titulo 1/50 dado que a la concentracién de
proteina elegida presenta niveles menores de DO si observamos el suero
negativo (Figura 14).
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En suma, para el ELISA ectoENV-S con una concentracién de sensibilizacion
de 2.5ug/mL de ecto-ENV y un titulo de 1/50 de los sueros, obtenemos la
mayor diferencia de DO entre los sueros negativo y positivo. Mientras el suero
positivo presenta valores de DO cercanos a la saturacién del sistema, el suero
negativo presenta valores de DO cercanos a cero. Los valores de DO
obtenidos en pocillos donde no se siembra el anticuerpo primario (suero
bovino), pero si se bloquea y se siembra el anticuerpo secundario, son
cercanos a cero para todas las concentraciones de proteina (resultados no
mostrados). Con lo cual decimos que ni la solucién de bloqueo ni el anticuerpo
secundario interaccionan inespecificamente con la proteina utilizada para
sensibilizar la placa (ecto-ENV).

Protocolo ectoENV-S.

De acuerdo a los resultados previos, el protocolo para el ELISA ectoENV-S
quedd definido de la siguiente manera: la sensibilizacién se realiza ON a 4°C,
utilizando la proteina recombinante ecto-ENV pura a una concentracion de
2,5ug/mL en una solucién de buffer bicarbonato 0,05M pH 9.6, 100ul por
pocillo. Se realiza el bloqueo con 200ul de PBS-leche 3%-tween 0,2%, 2 horas
a TA. Se testean los sueros a una dilucién de 1/50 en PBS-leche 3%-tween
0,2%, se siembran 100pl por pocillo. Como anticuerpo secundario se utiliza un
IgG anti bovino conjugado con peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una dilucion
1/10000. El revelado se realiza utilizando tetrametilbenzidina (TMB) 6 mg/mL,
cortando la reaccion luego de 12 min. con acido sulfurico 11%. La lectura de la
absorbancia se realiza mediante espectrofotometro a 450nm. Para los lavados
se utiliza PBS-0,2% tween. En cada placa se teste6 un mismo suero positivo
conocido (normalizador), y los valores de DO fueron expresados en funcion de
la DO de ese suero. De este modo se disminuye la variabilidad inter-placa.

Con el protocolo de ectoENV-S definido, se procedié al calculo del punto de
corte y de valores de sensibilidad y especificidad de la técnica diagndstica.

Analisis ROC. Calculo del punto de corte.

El calculo del punto de corte se realiz6 mediante un analisis ROC en una
poblacién seleccionada, de forma analoga a como se hizo para ELISA p24,

utilizando la misma poblacién de bovinos.
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De los 236 bovinos adultos seleccionados para el analisis ROC, 102
correspondian al grupo de los doble positivos y 134 al grupo de los doble
negativos. Concomitantemente todos los bovinos pertenecientes a la poblacion
seleccionada fueron testeados con nuestro ELISA ectoENV-S (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados del ELISA ectoENV-S en la poblacion de bovinos utilizados para
realizacion analisis ROC. Dp: bovinos positivos para la técnica de PCR y para VMRD. Dn:
bovinos negativos para la técnica de PCR y para VMRD. Los resultados para ELISA ectoENV-
S son los obtenidos utilizando como punto de corte una DO de 0,4965.

106
ectoENV-S
0 131 131
102 134 236
B) Area bajo la curva ROC
Area 0,9951
Error stander 0,004732
Intervalo confianza 95% 0,9859 to 1,004
valor p <0,0001
Datos
A)
Controles 134
150 - Casos 102
Controles faltantes 0
Casos faltantes 0
=X
)
 100-
2
o)
e
o 50-
2]
0 T 1
c) 0 50 100
100% - Especificidad %
valor de corte Sensibilidad % IC 95% Especificidad % IC 95% Likelihood ratio
>0.4965 100 96,45% to 100,0% 97,76 93,60% to 99,54% 44,67

Figura 15. Analisis ROC, para ELISA ectoENV-S. A) Curva ROC. B) Resultados del analisis
ROC. C) Se muestra el valor de corte seleccionado (0,4965) y sus respectivos valores de
especificidad, sensibilidad y likehood ratio.

77



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

ELISA ectoENV-S

doble - doble +

Figura 16. Resultados del ELISA ectoENV-S. En abscisas se encuentran agrupados los
bovinos de acuerdo a la categoria doble negativo (bovino negativo para VMRD vy técnica de
PCR) y doble positivo (bovino positivo para VMRD y técnica de PCR). La DO en ordenadas se

presenta en unidades arbitrarias (UA.) N=236

En suma, se realizé el analisis ROC a una poblacion de 236 bovinos adultos,
los cuales fueron seleccionados y categorizados como verdaderos positivos y
negativos en base a dos técnicas diagnosticas validadas por la OIE. Hecho
esto, se seleccion6 como punto de corte para nuestro ELISA ectoENV-S el
valor de DO de 0,4965. La sensibilidad calculada fue de 100% vy la
especificidad de 97,76%. El area bajo la curva ROC fue de 0,9951 (Tabla 10,
Figuras 15y 16).

Performance ectoENV-S.

Luego de puesto a punto, se procediéo a evaluar la performance del ELISA
ectoENV-S frente al kit comercial validado (VMRD). Se siguié el mismo
esquema que para ELISA p24, con la salvedad que el numero de muestras
relevadas fue mayor.

Todas las muestras obtenidas fueron doblemente testeadas (VMRD y ELISA
ectoENV-S). Fueron analizados un total de 1781 sueros bovinos provenientes
de 7 establecimientos lecheros nacionales. Se compararon los resultados del
kit comercial mencionado con los obtenidos con nuestro ELISA ectoENV-S. El
analisis de performance se realizo6 mediante el calculo del indice kappa.

Destacamos que la poblacion de 952 sueros utilizada en la evaluacion del
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ELISA p24 (Tabla 6) forma parte de ésta poblacién mas amplia de bovinos aqui
evaluada (Tabla 11).

Tabla 11. ELISA ectoENV-S versus VMRD. Resultados de los 1781 sueros bovinos analizados,
para cada método diagndstico. N=1781

ectoENV-S
total.
positivo negativo
VMRD + 850 51 901(50,6%)
VMRD - 40 840 880(49,4%)
total. 890(50%) 891(50%) 1781

Como surge de la Tabla 11, del total de 1781 bovinos testeados 901 (50.6%)
resultaron positivos, mientras que 880 (49.4%) resultaron negativos para la
técnica de referencia (Tabla 11). La prevalencia global en los siete
establecimientos analizados es congruente con resultados y estimaciones
previas.?19-21

Para comparar los resultados obtenidos entre ambas técnicas seroldgicas,
calculamos el indice kappa.

Tabla 12. Indice Kappa para la comparacioén entre ELISA ectoENV-S y VMRD. N=1781

N° concordancias observadas. 1690 94,89%
N° concordancias random esperadas. 890,5 50%
indice Kappa 0,898

ES kappa 0,01

IC 95%kappa 0,877-0,918
Nivel de concordancia Muy buena.

Como surge de la Tabla 12, el nivel de concordancia observado entre ambas
técnicas serologicas fue “muy bueno”. Se obtuvieron un total de 1690
concordancias que representan un 94,89% del total de los resultados
obtenidos. El nivel de concordancia esperable de forma aleatoria es de 50%,
que corresponde a un total de 890,5 concordancias. El indice kappa obtenido
es de 0,898 con un IC95% de 0,877-0,918 y un error estandar de 0,01 (Tabla
12). Podemos decir que nuestro ELISA ectoENV-S, con una sensibilidad
calculada de 100% y especificidad calculada de 97,76% (Tabla 10, Figuras 15y
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16), se comportdé de una forma comparable a un test serolégico validado en
una muestra amplia de bovinos procedentes de diferentes rodeos nacionales.
En la figura 17 se representan los 1781 sueros analizados. En rojo aquellos
bovinos positivos para VMRD y en azul aquellos bovinos negativos para
VMRD; en ordenadas se grafica la DO obtenida para ectoENV-S.

34

ELISA ectoENV-S
UA

VMRD - VMRD +

Figura 17. Sueros bovinos testeados por ambos métodos diagnésticos (VMRD y ELISA ecto-
ENV-S). En ordenadas se muestran los resultados para ELISA ectoENV-S (valores de DO
normalizados por cut off, con lo cual resultados mayores a 1 son positivos y menores a 1
negativos). En abscisas se agrupan los sueros de acuerdo a su resultados para VMRD. Se
muestran los resultados de los 1781 sueros bovinos analizados para la evaluacidon de
performance de ectoENV-S. *UA: unidades arbitrarias N=1781.

Como se dijo, para esta instancia fueron relevados 7 establecimientos lecheros
nacionales, siendo el tamafio de sus rodeos de 17 a 471 bovinos. Los criterios
generales para la eleccion de los establecimientos fueron los mismos a los
anteriormente descriptos para el ELISA p24, pero en esta oportunidad se
agregaron 2 establecimientos con la finalidad de incrementar el numero de
bovinos a evaluar para obtener mayor robustez estadistica. Se agregaron los
siguientes establecimientos: Tambo 7, un establecimiento productivo del sector
privado con un alto indice de industrializacion; y Tambo 6 un tambo modelo
productivo y experimental. De este modo se ampli6 la muestra a evaluar en 829
bovinos, con 2 tambos de mas de 300 animales en cada uno. (Tabla 13).

Un aspecto distintivo de Tambo 6 es que, dado que es un tambo modelo y

experimental, contamos con registros sanitarios, patronimicos y genealdgicos
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de los bovinos evaluados, informacion de la que no disponemos en los otros
tambos evaluados. Esta informacién adicional no es imprescindible para el
analisis que realizamos aqui, pero sera relevante en etapas subsiguientes del

desarrollo de la tesis.

Tabla 13. Poblacién de sueros bovinos analizados. Resultados para VMRD y ectoENV-S
agrupados de acuerdo al tambo de procedencia. Se expresan valores absolutos y porcentaje
de positivos para cada técnica. N=1781

Tambo | Sueros VMRD SCtoENV=S
Positivo Negativo Positivos (%)| Positivo Negativo Positivos (%)

Tambo 1 416 289 127 69,5 283 133 68

Tambo 2 207 132 75 63,8 121 86 58,5
Tambo 3 132 31 101 23,5 39 93 295
Tambo 4 180 136 44 75,5 128 52 711
Tambo 5 17 16 1 94,1 14 3 824
Tambo 6 471 120 351 25,5 121 350 257
Tambo 7 358 177 181 49,4 184 174 514
Total 1781 901 880 50,6 890 891 50%

En cuanto a la prevalencia de leucosis podemos decir que para el kit validado
(VMRD) la prevalencia global fue de 50,6%. (Tabla 11). Si realizamos el
analisis de qué ocurrié en cada tambo individual (Tabla 13), para los tambos ya
analizados los resultados de prevalencia son los mismos (Tabla 8: Tambos 1 a
5, ver performance ELISA p24).

Destacamos que en todos los tambos evaluados, la concordancia entre VMRD
y ELISA ectoENV-S fue muy buena, de acuerdo a los resultados globales
(Tabla 13).

El Tambo 7 presenta una prevalencia de 49,4%, similar a la prevalencia global,
y sobre todo similar a los demas tambos. Del analisis de prevalencias de los
diferentes tambos, hay tres tambos que se alejan de la media y de los
resultados esperados. El caso de los Tambos 3 y 5 ya fue analizado (Tabla 8,
ver performance ELISA p24). Otro tambo con una prevalencia llamativamente
baja es el Tambo 6, como se dijo un tambo modelo experimental pero también
productivo, gestionado por un instituto de investigacion agropecuaria nacional.
Su prevalencia global fue de 25,5%, similar a la obtenida para el otro tambo
escuela (Tambo 3). De la poblacion del Tambo 6 sabemos que se compone de
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un 40% de bovinos jovenes que aun no hay entrado al ciclo de ordefie diario.
Esta subpoblacion es habitual que presente una prevalencia menor a la
poblacion expuesta a ordefie diario y mas afiosa.*®'4% Como se dijo
anteriormente, no conocemos la composicion demografica del Tambo 3. La
menor prevalencia de leucosis en ambos tambos escuela seguramente tiene
una explicacion multicausal, pero podria decirse que dado su condicién de
tambo modelo se tiene mayor cuidado en cuanto a las practicas de manejo
veterinario que tienden a disminuir la prevalencia de infeccion por el VLB en el
rodeo, sumado tal vez a una poblacién de bovinos menos afiosa. No parece
causal que del total de rodeos evaluados ambos tambos escuela presenten la
menor prevalencia global.

Discusion.

Con respecto al cumplimiento del objetivo especifico 2, en primera instancia se

logré poner a punto el ELISA ectoENV-S (Tabla 9 y Figura 14). Posteriormente,
analisis ROC mediante, se seleccionod el valor de DO de 0,4965 como punto de
corte. La sensibilidad calculada fue de 100% y la especificidad de 97,76%. El
area bajo la curva ROC fue de 0.9951 (Tabla 10, Figuras 15y 16).

Luego se procedi6é a evaluar su performance frente a una técnica seroldgica
validada. Como indicador de performance se utilizé el indice kappa. Se
analizaron 1781 bovinos provenientes de 7 rodeos diferentes, representativos
de la industria lechera nacional, incluyendo bovinos en produccion de edades
diversas y bovinos en pre produccion. El indice kappa obtenido fue de 0,898
con un I1C95% de 0,877-0,918 y un error estandar de 0,01 (Tabla 11-13 y
Figura 17). Por tanto, decimos que hemos sido capaces de desarrollar y poner
a punto un ELISA indirecto capaz de diagnosticar LBE a partir de muestras de
suero, con valores de congruencia comparables a una técnica serologica de
referencia.

Teniendo en cuenta las limitaciones de la comparacion, dado que el kit
comercial no representa un gold standard y sabiendo que no se conocen sus
valores de sensibilidad y especificidad, las discrepancias en los resultados
podrian explicarse por limitaciones relacionadas a estos aspectos. De todos
modos, como se dijo este kit comercial se utiliz6 como parametro frente al cual
se pretendia performar al menos de forma comparable, dado que el mismo es

ampliamente utilizado a nivel mundial, habiéndose impuesto como referencia
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diagnostica en el mercado dado su confiabilidad en el terreno, no
especialmente por grandes analisis poblacionales de su especificidad,
sensibilidad y valores predictivos positivos y negativos. Creemos que este
objetivo especifico fue cumplido, habiendo sido capaces de desarrollar en
nuestro laboratorio un test de ELISA indirecto util para el diagndstico en suero
bovino, con aceptables valores de sensibilidad y especificidad, a un costo
mucho menor que el kit de referencia, y utilizando un antigeno puro producido
en un sistema eucariota.

Destacamos igualmente la presencia de leucosis en todos los rodeos
nacionales evaluados, con una prevalencia media de 49,4%. (Tabla 13). Estos
valores de prevalencia son similares a reportes previos. Resulta especialmente
interesante el hecho de que los dos tambos escuela evaluados presenten una
menor prevalencia, hecho que resalta la importancia del manejo veterinario

como uno de los determinantes de la misma.®8

Puesta a punto de ELISA indirecto anti ectoENV, en leche (ectoENV-L).

Luego de la puesta a punto de ecto ENV-S y su evaluacion en el terreno, nos
planteamos la interrogante de si éramos capaces de recrear los mismos
resultados pero a partir de muestras de leche. Como se expresa en la
introduccion?848, |la leche es una muestra mucho mas propicia para llevar a
cabo programas de diagnostico y control de la leucosis en rodeos lecheros. Por
tanto, contar con una herramienta capaz de diagnosticar de forma confiable y
efectiva la LBE a partir de muestras de leche resulta de gran utilidad. En ese

sentido, y de acuerdo con el objetivo especifico 3, comenzamos con la puesta a

punto y evaluacion posterior de un ELISA indirecto a partir de muestras de
leche.

Para esto se partié del protocolo utilizado para la puesta a punto de ENV-S,
debiéndose determinar las 2 variables fundamentales del sistema: con qué
concentracion de proteina sensibilizar y qué dilucion de leche utilizar.

Se utilizaron 2 muestras de leche, una verdaderamente positiva (positiva para
VMRD vy para la técnica de PCR) y otra verdaderamente negativa (negativo
para VMRD vy técnica de PCR). Se disefo la placa que se muestra en la Tabla
14,
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Debemos destacar que las muestras utilizadas provenian de bovinos
considerados verdaderamente negativo y positivo, dado que tanto VMRD como
la técnica de PCR a partir de células somaticas de sangre periférica, certifican
la presencia de anticuerpos anti gp51 y ADN proviral respectivamente en el
torrente sanguineo del bovino; y no la presencia de anticuerpos en la leche del
mismo. Sin embargo, dado que existen muy pocos kit diagnosticos validados a
partir de muestras de leche, sumado a la robustez y mayor uso que presenta el
diagndstico a partir de suero o la propia identificacién del ADN proviral?, nos
parecio importante poner a punto la técnica en estas condiciones. Otro aspecto
subjetivo pero no menor, es el hecho de la confianza instalada en el sector
productivo que tiene el diagndstico a partir de muestras de suero, y
especialmente a partir de kits comerciales como VMRD. Por tanto para
convencer al sector productivo de la utilidad de nuestro ELISA diagndstico en
leche, no pareci6 determinante testearlo frene a test serologicos. Las muestras
utilizadas fueron las mismas que para la puesta a punto del ELISA ectoENV-S
(Tabla 9).

Tabla 14. Disefio de placa de ELISA, para puesta a punto de ELISA ectoENV-L. Ambas
muestras de leche, provenientes de bovinos “verdaderamente” positivo (S+) y
“verdaderamente” negativo (S-), fueron sembradas a las siguientes diluciones: 1/1, 1/10, 1/20, y
1/40 respectivamente. A su vez, la proteina recombinante ectoENV fue utilizada a las
siguientes concentraciones de sensibilizacion: 4ug/mL, 3ug/mL, 2,5ug/mL, 1,25ug/mL,
0,625ug/mL, 0,3125ug/mL, 0,078ug/mL, 0,039ug/mL, 0,019ug/mL.

Concentraciones de sensibilizacion, *ug/ml
Tiuo. | 4| 3 | 25°| 1,25 | o.625* | 0,3125* | 0,078 | 0,039 | 0,019"

1/10
1/50
1/100

1/10
1/50
1/100
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Figura 18. Puesta a punto de ELISA ectoENV-L. Ambas muestras de leche fueron testeadas a
las siguientes concentraciones 1/1; 1/10, 1/20 y 1/40 respectivamente, frente a concentraciones
de sensibilizacion desde 4ug/mL hasta 0.019ug/mL. A Izquierda) Resultados obtenidos a partir
de muestra de leche de bovino “verdaderamente” positivo (S+). A_derecha) Resultados

obtenidos a partir de muestra de leche de bovino “verdaderamente” negativo (S-).

Como surge de la Figura 18, para concentraciones de sensibilizacion menores
a 2.5ug/mL la DO cae para cualquier dilucion de primario utilizada, al igual que
lo que ocurrié para ectoENV-S (Figura 14). Por tanto, parece claro que la
concentracion de sensibilizacion mas adecuada es 2.5ug/mL. Otro aspecto a
favor de utilizar ésta concentracion de sensibilizacion es que, pensando en un
eventual kit diagndstico comercial, nos permite ofrecer un sistema en el cual
una misma placa (sensibilizada con 2.5ug/mL de ectoENV) sea capaz de
adaptarse a testear tanto muestras de suero como de leche. Por tanto,
teniendo en cuanta las ventajas logisticas que sefalamos, nos decidimos a
trabajar con una concentracion de 2.5ug/ml de ectoENV para la sensibilizacion.
Con respecto a la dilucidén a utilizar, dado la mayor facilidad que conlleva no
diluir la muestra, sumado a que diluirla hace caer la DO para la muestra
proveniente del bovino positivo, optamos por elegir la condicion con la muestra
de leche no diluida. Teniendo en cuenta ademas que esta condicion no genera
valores de DO altos cuando se testea la muestra proveniente del bovino
negativo (Figura 18).

En suma, con una concentracion de sensibilizacion de 2.5ug/ml de ectoENV y
utilizando la muestra de leche sin diluir previo centrifugacién por 10min a 4°C y
10.000rpm, obtenemos la mayor diferencia de DO entre ambas muestras de

leche provenientes de los bovinos positivo y negativo respectivamente. La
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muestra de leche positiva presenta valores de DO cercanos a la saturacion del
sistema, y a su vez la negativa presenta valores de DO cercanos al cero.
Nuevamente destacamos que los valores de DO obtenidos en pocillos donde
no se siembra el primario (muestra de leche), pero si se sensibiliza, bloquea y
se siembra el anticuerpo secundario, son cercanos a cero para todas las
concentraciones de sensibilizacion (resultados no mostrados), con lo cual
decimos que ni la solucion de bloqueo ni el anticuerpo secundario interaccionan
inespecificamente con la proteina utilizada para sensibilizar la placa (ectoENV).
Protocolo ectoENV-L.

De acuerdo a los resultados previos, el protocolo para ELISA ectoENV-L quedd
definido de la siguiente manera: la sensibilizacion se realiza O.N. a 4°C,
utilizando la proteina recombinante ectoENV pura a una concentracion de
2,5ug/mL en una solucién de buffer bicarbonato 0,05M pH 9.6, 100pL por
pocillo. Se realiza el bloqueo con 200uL de PBS-leche 3%-tween 0,2%, 2 horas
a T.A. Las muestras de leche se testean sin diluir luego de una centrifugacion
de 10min a 4° y 10.000rpm, sembrandose 100uL por pocillo. Como anticuerpo
secundario se utiliza un IgG anti bovino conjugado con peroxidasa (Sigma-
Aldrich) a wuna dilucion 1/10000. El revelado se hace utilizando
tetrametilbenzidina (TMB) 6 mg/mL, deteniendo la reaccién luego de 12 min.
con acido sulfurico 11%. La lectura de la absorbancia se realiza mediante
espectofotometro a 450nm. Para los lavados se utilizo PBS-0,2% tween. Los
valorares de DO obtenidos se normalizaron por el valor de DO obtenido en

cada placa de un suero positivo conocido (normalizador).

Analisis ROC. Calculo del punto de corte

Se realizé de forma analoga al ELISA p24 suero y ELISA ectoENV-S. La
poblacién de verdaderos positivos y negativos seleccionada fue de 214 bovinos

adultos, de los cuales 122 eran negativos para VMRD vy la técnica de PCR,
mientras que 92 eran positivos para VMRD vy la técnica de PCR (Tabla 15).
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Tabla 15. Resultados del ELISA ectoENV-L en la poblacién de bovinos utilizados para

realizacion analisis ROC. Dp: bovinos positivos para la técnica de PCR y para VMRD. Dn:

bovinos negativos para la técnica de PCR y para VMRD. Los resultados para ELISA ectoENV-L

son los obtenidos utilizando como punto de corte una DO de 0,4587.

ectoENV-L

121 124

92 122 214
B) Area baja la curva ROC
cut off >0.4587
Area 0,9972
Error stander 0,001828
0,
A) IC 95% 0,9937 to 1,001
valor p <0,0001
Datos
150+ Controles 122
Casos 92
Controles faltantes 0
o Casos faltantes 0
% 100
© 1r
2
o)
Z
S 50-
0}
0 T 1
0 50 100
) 100% - Especificidad%
valor de corte Sensibilidad % IC 95% Especificidad % IC 95% Likelihood ratio

> 0.4587

96,74

90,77% to 99,32%

99,18

95,52% to 99,98%

118

Figura 19. Andlisis ROC, para ELISA ectoENV-L. A) Curva ROC. B) Resultados del analisis

ROC. C) Se muestra el valor de corte seleccionado (0,4587) y sus respectivos valores de

especificidad, sensibilidad y likehood ratio.
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ELISA ectoENV-L

doble - doble +

Figura 20. Resultados del ELISA ectoENV-L. En abscisas se encuentran agrupados los bovinos
de acuerdo a la categoria doble negativo (bovino negativo para VMRD y técnica de PCR) y
doble positivo (bovino positivo para VMRD y técnica de PCR). La DO en ordenadas se

presenta en unidades arbitrarias (UA.) N=214.

En suma, se realizé el analisis ROC a una poblacion de 214 bovinos adultos,
los cuales fueron seleccionados y categorizados como verdaderos positivos y
negativos en base a dos técnicas diagnosticas validadas por la OIE. Hecho
esto se seleccioné como punto de corte para nuestro ELISA ectoENV-L el valor
de DO de 0,4587. La sensibilidad calculada fue de 96,76%, y la especificidad
de 98,18%. El area bajo la curva ROC fue de 0.9972. (Tabla 15, Figuras 19 y
20).

Performance ectoENV-L.

Definido el protocolo y su punto de corte, se pretendié evaluar nuestro ELISA
ectoENV-L en una muestra amplia de bovinos frente al kit comercial.

De los tambos relevados, sélo en uno fue posible la obtencién de muestras
pareadas de suero y leche (Tambo 6). Se extrajeron muestras de bovinos
adultos en produccién tanto de suero como de leche el mismo dia. Al igual que
con las otras técnicas diagnosticas, se pretendié valorar varios rodeos pero no
se logré por problemas logisticos y de costos. Se procedié de forma analoga a
como se hizo para ELISA p24 y ELISA ectoENV-S. Se calcul6 el indice kappa
como medida de congruencia entre las diferentes técnicas diagnosticas.

Fue posible analizar un total de 479 muestras pareadas provenientes de
bovinos en situacion de produccion de entre 2 y 9 afios. A cada bovino se le
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extrajo una muestra de sangre para realizacion de test serolégicos (VMRD y
ectoENV-S) y de leche para realizacion de ectoENV-L. Luego de obtenidos lo
resultados se entrecruzaron los datos para determinacion de congruencia entre

las diferentes técnicas (indice Kappa).

A) 5. > VMRD +
* VMRD -

ELISA ectoENV-L

ELISA ectoENV-S
B) UA

Prevalencia.
VMRD ectoENV-S
total. 479 54,50% 54,90%

Bovinos #

Figura 21. Resultados de los 479 bovinos testeados con las distintas técnicas. Cada bovino fue
testeado para VMRD y ELISA ectoENV-S y ectoENV-L. A) Se representa graficamente la DO
de los 479 bovinos analizados. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off de
ELISA ectoENV-L, mientras que en abscisas se grafica la DO normalizada por cut off de ELISA
ectoENV-S. Para ambos ELISAs un valor de DO mayor a 1 es un resultado positivo, mientras
que un valor menor a 1 es un resultado negativo. En rojo se representan aquellos sueros que
resultaron VMRD +, mientras que aquellos VMRD — estan en azul. *UA: unidades arbitrarias

N=479. B) Cifras de prevalencias para VLB de acuerdo al método diagndstico utilizado.

De los 479 bovinos analizados, 261 (54.5%) resultaron positivos y 218 (58.4%)
negativos para el kit de referencia. Los resultados obtenidos con nuestro ELISA
indirecto anti ectoENV, tanto a partir de muestras de leche (ectoENV-L) como
suero (ectoENV-S), muestran un alto nivel de congruencia (Figura 21).

La prevalencia de leucosis calculada para esta poblacién de bovinos
provenientes del Tambo 6 es sustancialmente mayor que la mostrada

anteriormente (Ver Tabla 13, Tambo 6). Surge de los resultados anteriores que
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la prevalencia para el Tambo 6 para los 471 bovinos analizados era de 25.5%.
Sin embargo, aqui se evaluaron exclusivamente los bovinos en produccién del
tambo, y no el conjunto del tambo como anteriormente (Tabla 13). Como se
describié en la introduccién, la poblacién de bovinos en produccion representa
una poblaciéon con mayor carga de leucosis.?4868149 Analizaremos este punto
mas adelante.

A continuacion se presenta el indice kappa obtenido de la comparacién de las
tres técnicas diagnosticas tomadas de a dos para esta poblacion de 479
bovinos: ectoENV-L frente a VMRD vy frente a ectoENV-S, y ectoENV-S frente a
VMRD.

1) ectoENV-L versus VMRD. indice Kappa.
Tabla 16. ELISA ectoENV-L versus VMRD. N=479

total.

VMRD + 242 19 261(54.5%)

VMRD- 2 216 218(45,5%)
total. 244(50.9%) 235(49,1%) 479

Tabla 17. ELISA ectoENV-L versus VMRD. indice Kappa para la comparacién entre ectoENV-L
y VMRD. N=479.

N° concordancias observadas. 458 95,62%
N° concordancias random esperadas. 239,9 50%
indice Kappa 0,912

ES kappa 0,019

IC 95%kappa 0,876-0,949
Nivel de concordancia Muy buena.

En la Figura 22, se representan los 479 bovinos analizados. En rojo aquellos
bovinos positivos para VMRD, y en azul aquellos bovinos negativos para
VMRD; en ordenadas se grafica la DO obtenida para ectoENV-L.
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ELISA ectoENV-L.
UA

VMRD - VMRD +

Figura 22. ELISA ectoENV-L versus VMRD. En ordenadas se muestran los valores de DO
normalizados por cut off para el ELISA ectoENV-L. Los resultados mayores a 1 son positivos, y
los menores a 1 negativos. En abscisas se agrupan los bovinos de acuerdo a su resultado para
VMRD. Se muestran los resultados de los 479 bovinos analizados para la evaluaciéon de la
performance de ELISA ectoENV-L *UA: unidades arbitrarias N=479.

Como surge de la Tabla 17, el nivel de concordancia observado entre ambas
técnicas serolégicas fue “Muy bueno”. Se obtuvieron un total de 458
concordancias, que representan un 95,62% del total de los resultados
obtenidos. El nivel de concordancia esperable de forma aleatoria es de 50%,
que corresponde a un total de 239,9 concordancias. El indice kappa obtenido
es de 0,912 con un IC95% de 0,876-0,949 y un error estandar de 0,019.
Podemos decir que nuestro ELISA indirecto ectoENV-L, con una sensibilidad
calculada de 96,76% y especificidad calculada de 98,18%. (Figura 19),
perform¢ para la poblacién de bovinos analizada de una forma comparable a
un test serologico validado (Tablas 16 y 17, Figura 22).
2) ectoENV-L versus ectoENV-S. indice Kappa.

Tabla 18. ELISA ectoENV-L versus ELISA ectoENV-S. N=479

total.

positivo 243 20 263(54,9%)
ectoENV-S
negativo 1 215 216(45,1%)
total. 244(50,9%) 235(49,1%) 479

91



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

Tabla 19. ELISA ectoENV-L versus ELISA ectoENV-S. indice Kappa para la comparacién entre
ectoENV-L y ectoENV-S. N=479.

N° concordancias observadas. 458 95,62%
N° concordancias random esperadas. 239,9 50%
indice Kappa 0,912

ES kappa 0,019

IC 95%kappa 0,876-0,949
Nivel de concordancia Muy buena.

En la Figura 23, se representan los 479 bovinos analizados.

3-

ELISA ectoENV-L
UA

Negativos . Positivos

ELISA ectoENV-S

Figura 23. ELISA ectoENV-L versus ELISA ectoENV-S. En ordenadas se muestran los
resultados para el ELISA ectoENV-L. Se expresan los valores de DO normalizados por cut off,
con lo cual resultados mayores a 1 son positivos, y menores a 1 negativos. En abscisas se
agrupan los bovinos de acuerdo a su resultado para ELISA ectoENV-S. Se muestran los
resultados de los 479 bovinos analizados para la evaluacién de la performance de ELISA
ectoENV-L *UA: unidades arbitrarias N=479.

Como surge de la Tabla 19, el nivel de concordancia observado entre ambas
técnicas seroldgicas fue “Muy bueno”. Se obtuvieron un total de 458
concordancias, que representan un 95,62% del total de los resultados
obtenidos. El nivel de concordancia esperable de forma aleatoria es de 50%,
que corresponde a un total de 239,9 concordancias. El indice kappa obtenido
es de 0,912 con un IC95% de 0,876-0,949 y un error estandar de 0,019.
Podemos decir que nuestro ELISA indirecto ectoENV-L, con una sensibilidad
calculada de 96,76% y especificidad calculada de 98,18% (Figura 19), perfomd
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de una forma comparable a nuestro ELISA indirecto ectoENV-S (Tablas 18 y
19, Figura 23).

Destacamos que los valores obtenidos luego del célculo del indice Kappa son
exactamente los mismos para ambas comparaciones realizadas: ectoENV-L
frente a VMRD y ectoENV-L frente a ectoENV-S (Tablas 17 y 18). Para esta
poblacién de bovinos analizada, nuestro ELISA ectoENV-L performa
igualmente bien frente a ambas técnica seroldgicas, la de referencia y la
desarrollada por nosotros.

La comparacion entre ELISA ectoENV-S y VMRD se realiz6 anteriormente
como parte integral de la evaluacion de performance de ELISA ectoENV-S. Se
analizaron un total de 1781 bovinos de 7 tambos diferentes, obteniéndose un
indice kappa de 0,898 (Tabla 12). A continuacion se presenta un nuevo analisis
para estos procedimientos.

3) ectoENV-S versus VMRD. indice kappa.
Tabla 20. ELISA ectoENV-S versus VMRD. N=479.

total.

VMRD + 255 6 261(54.5%)
VMRD- 8 210 218(45,5%)
total. 263(54,9%) 216(45,1%) 479

Tabla 21. ELISA ectoENV-S versus VMRD. Indice Kappa, para la comparacién entre ectoENV-
S y VMRD. N=479.

N° concordancias observadas. 465 97.08%
N° concordancias random esperadas. 241,6 50%
indice Kappa 0,941

ES kappa 0,016

IC 95%kappa 0,911-0,971
Nivel de concordancia Muy buena.

Surge de la Tabla 21, que nuevamente se obtuvo un nivel de concordancia
definido como “muy bueno”, con un indice kappa de 0,941 (IC 95% 0,911-
0,971). Destacamos que se obtiene para esta poblacion de bovinos un nivel de
congruencia estadisticamente mayor al obtenido para la misma comparacion
durante el analisis de performance de ectoENV-S (Tabla 12). En este caso la
poblacion de bovinos evaluada se compone en su totalidad de bovinos adultos

gue se encuentran en la etapa de producciéon, mientras que el calculo del indice
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kappa anterior incluye una poblacion mas heterogénea, con bovinos de todas
las edades.
En la Figura 24 se muestran los resultados para los 479 bovinos analizados.

2.5

ELISA ectoENV-S
UA

0.0

VMRD - VMRD +

Figura 24. ELISA ectoENV-S versus VMRD. En ordenadas se muestran los resultados para el
ELISA ectoENV-S, expresandose los valores de DO normalizados por cut off. Asi, resultados
mayores a 1 son positivos, y menores a 1 negativos. En abscisas se agrupan los bovinos de

acuerdo a su resultado para VMRD. Se muestran los resultados de los 479 bovinos analizados

para la evaluacion de la performance de ELISA ectoENV-L *UA: unidades arbitrarias N=479.

Discusion.

La importancia del diagnostico de leucosis a partir de muestras de leche es
capital para el control y erradicacion de la enfermedad.?48117.132.164 Como
muestra bioldgica, con respecto al suero presenta ventajas comparativas: en
primera instancia es una muestra con la que el sector productivo lechero esta
habituado a trabajar y manipular; y ademas, multiples variables sanitarias, pero
también bioquimicas, son analizadas para determinar las caracteristicas del
producto individual que es vertido al tanque de leche comun de cada tambo. Se
evalua la composicion proteica, de grasas, asi como el porcentaje de células
somaticas, entre otras variables productivas sanitarias que el productor tiene en
cuenta a la hora de verter o no la produccion del bovino al tanque comun. De
hecho, las muestras obtenidas en el Tambo 6 representan una alicuota del
muestreo sanitario mensual que realiza el mencionado tambo.

Por otro lado, el diagndstico de leucosis en muestras de leche no conlleva el
riesgo de aumentar la transmision horizontal de la enfermedad y no tiene

costos asociados a la extraccion, dado que es una muestra que se obtiene 2
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veces al dia. Por lo expuesto, tener un test diagnéstico fiable a partir de
muestras de leche es de gran valor.
Con respecto al cumplimiento del objetivo especifico 3, realizamos la puesta a

punto y analisis ROC para el calculo del punto de corte y valores de
especificidad y sensibilidad de ectoENV-L. Los valores de sensibilidad vy
especificidad que obtuvimos fueron de 96,76% y 98,18% respectivamente
(Tablas 14 y 15, Figuras 18-20). Posteriormente, se procedié a evaluar su
perfomance en una poblacion de bovinos adultos de un tambo modelo
experimental, y se utilizé el indice kappa como medida de congruencia entre
las diferentes técnicas diagndsticas.

De la comparacion entre nuestro ELISA ectoENV-L frente a ambas técnicas
serologicas (VMRD vy ectoENV-S), se obtiene un indice de concordancia
definido como muy bueno (k=0,912 y k=0,912 respectivamente), demostrando
que ectoENV-L es capaz de performar de forma comparable a las dos técnicas
serologicas empleadas.

Por tanto, hemos sido capaces de desarrollar, poner a punto y evaluar en el
terreno un ELISA indirecto que reconoce anticuerpos anti ectoENV, de utilidad
para el diagndstico de LBE a partir de muestras de leche. Ademas, este
método mostré resultados comparables tanto a una técnica seroldgica validada
como a otra técnica serologica desarrollada por nosotros.

A su vez, de la comparacion entre ELISA ectoENV-S y VMRD surge que el
indice kappa calculado es discretamente superior al calculado anteriormente,
esta diferencia es leve pero estadisticamente significativa (Tablas 11-12 versus
Tablas 20-21).

¢El ELISA p24 es capaz de identificar bovinos que presenten una

respuesta de anticuerpos anti p24 pero no anti gp51?

Como se aclara en la introduccién, se han desarrollado varios ELISA indirectos
diagndsticos para la infeccion por el VLB utilizando la proteina recombinante
p24 como antigeno. Muchos de estos trabajos han validado sus resultados
frente a técnicas con conocidas limitaciones de sensibilidad.21%-2" Nuestros
resultados de performance de ELISA p24 fueron analizados frente a otra
técnica de ELISA validada, y no frente a otras técnicas de inmunodiagndstico
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(AGID, PHA, RIA, Tabla 3) que aunque aprobadas por la OIE, no son tan
robustas como la técnica de ELISA. Dadas las caracteristicas inmundgenas de
la proteina utilizada los resultados obtenidos son en parte esperados.?

Nos propusimos determinar si mediante el ELISA p24 éramos capaces de
identificar bovinos que presenten una respuesta de anticuerpos anti p24 (ELISA
p24 positivo), pero no una respuesta de anticuerpos anti gp51 (ELISA
ectoENV-S y VMRD negativos).

Del analisis de performance del ELISA p24 ya contabamos con 952 sueros
bovinos adultos provenientes de 5 tambos a los cuales se los tested para
VMRD y ELISA p24. La concordancia es este caso fue definida como buena,
con un indice kappa de 0,687, un 1C95% de 0,649-0,734 y un error estandar de
0,024 (Tablas 6-7, Figura 11).

A su vez, se calculo la concordancia entre el ELISA p24 y el ELISA ectoENV-S.

Tabla 22. Resultados para los tres métodos diagnésticos (VMRD, ELISA p24 y ELISA
ectoENV-S). Para cada método se muestra la cantida absoluta de positivos y negativos y el
porcentaje de positivos. N=952

VMRD [ Eusapa ectoENV-S

Tambo  Sueros Positivo Negativo Positivos (%) Positivo Negativo Positivos (%)| Positivo Negativo Positivos (%)
Tambo1 416 289 127 69,5 249 167 59,9 283 133 68
Tambo2 207 132 75 63,8 123 84 59,4 121 86 58,4
Tambo 3 132 31 101 23,5 44 88 33,3 39 93 29,5
Tambo4 180 136 44 75,6 120 60 66,7 128 52 71,1
Tambo5 17 16 1 94,1 13 4 76,5 14 0 82,4
Total 952 604 348 63,4 549 403 57,8 585 367 61,4

El porcentaje de bovinos positivos para el ELISA p24 es globalmente menor, y
en general menor en cada tambo individual (Tabla 22). Para esta poblacion el
analisis de concordancia entre el ELISA p24 y VMRD ya se mostré (Tablas 6-8,
Figura 11).

1) ELISA p24 versus ELISA ectoENV-S. indice kappa.
Tabla 23. ELISA p24 versus ELISA ectoENV-S. N=952.

total.

positivo 493 92 585 (61,4%)
ectoENV-S
negativo 56 311 367(38,6%)
total. 549 (57,8%) 403 (42,2%) 952
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Tabla 24. indice Kappa para la comparacién entre ELISA p24 y VMRD. N=952

N° concordancias observadas. 804 84,45%
N° concordancias random esperadas. 492,7 52%
indice Kappa 0,678
ES kappa 0,024
IC 95%kappa 0,630-0,725
Nivel de concordancia Bueno

8-

ELISA p24
UA

T
negativos. positivos.
ectoENV-S

Figura 25. ELISA p24 versus ELISA ectoENV-S. En ordenadas se muestran los resultados para
el ELISA p24, expresandose los valores de DO normalizados por cut off, con lo cual resultados
mayores a 1 son positivos, y los menores a 1 negativos. En abscisas se agrupan los bovinos de
acuerdo a su resultado positivo o negativo para el ELISA ectoENV-S. *UA: unidades
arbitrarias N=952

Para la poblacion de bovinos analizada, la performance del ELISA p24
evaluada mediante el calculo del indice kappa, tanto frente a VMRD como a
ELISA ectoENV-S, no presentd diferencias estadisticas. Frente a la técnica
seroldgica de referencia, el indice kappa calculado fue de 0,687, con un IC95%
de 0,649-0,734 y un error estandar de 0,024. (Tablas 6-7, Figura 11). Mientras
que frente a nuestro ELISA ectoENV-S el indice kappa calculado fue 0,678, con
un IC95% de 0,630-0,725 y un error estandar de 0,024, que se define como un
nivel de concordancia bueno (Tablas 23-24, Figura 25). A su vez, para esta
poblacién el indice kappa para la comparacién entre ectoENV-S y VMRD fue
de 0,872, con un IC95% 0,840-0,904 y un error estandar de 0,016, con un nivel
de concordancia definido como muy bueno (resultados no mostrados). Como
es esperable, estos resultados tampoco difieren estadisticamente de los
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obtenidos anteriormente para la misma comparacion (Tablas 11-13 y Figura
17).
En suma, ¢cuantos sueros de la poblacion analizada resultaron negativos para

ambas técnicas seroldgicas anti gp51 pero positivos para el ELISA p24?
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Figura 26. Sueros bovinos testeados por tres métodos serolégicos (VMRD, ELISA ectoENV-S y
ELISA p24). En ordenadas se expresa la DO normalizada por cut off obtenida para el ELISA
ectoENV-S, con lo cual resultados mayores a 1 son positivos y resultados menores a 1 son
negativos. En abscisas se expresa la DO normalizada por cut off obtenida para el ELISA p24,
igualmente resultados mayores a 1 son positivos y resultados menores a 1 son negativos. Se
encuentran representados en color rojo aquellos sueros que resultaron VMRD +, mientras que
aquellos VMRD — estan de azul. *UA: unidades arbitrarias N=952.

Surge de los resultados de concordancia, que ambas técnicas serolégicas anti
gp51 presentan un 94% de resultados concordantes (resultados no mostrados,
Figura 26). Para analizar las discrepancias entre una respuesta humoral anti
p24 y anti gp51, se recurrio al 94% de los resultados concordantes. Se
consideraron sueros gp51 + aquellos sueros positivos para VMRD y ELISA
ectoENV-S, y sueros gp51 - aquellos negativos para ambas técnicas
seroldgicas anti gp51. A continuacion se presentan los resultados obtenidos de
la poblacion mencionada (Tabla 25, Figura 26).

Tabla 25. Bovinos con respuesta humoral anti gp51 concordante. gp51+: sueros positivos para
VMRD y ELISA ectoENV-S. gp51 -: sueros negativos para VMRD y ELISA ectoENV-S. N=895.

i

gp51+ 487 79 566
gp51- 38 291 329
total. 525 370 895
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ELISA p24.
UA

gp51 - gps1 +

Figura 27. Bovinos con respuesta humoral anti gp51 concordante. En ordenadas se grafica la
DO normalizada por cut off para el ELISA p24. Resultados mayores a 1 son positivos, mientras
que resultados menores a 1 son negativos. En abscisas se encuentran agrupados los sueros
de acuerdo a la categoria gp51 — y gp51 + respectivamente. gp51-: sueros negativos para
VMRD y ELISA ectoENV-S. gp51+: sueros positivos para VMRD y ELISA ectoENV-S. N=895

De la poblacion de 952 sueros bovinos adultos testeados frente a las 3 técnicas
serologicas (Tabla 22), nuestro ELISA p24 mostré resultados similares sin
diferencias estadisticas, con un indice kappa definido como bueno tanto frente
a la técnica serologica de referencia como frente a nuestro ELISA ectoENV-S
(Tablas 6-7, Figura 11; y Tablas 23-24 y Figura 25 respectivamente).

A su vez, ambas técnicas seroldgicas que reconocen anticuerpos anti gp51
presentaron un 94% de resultados concordantes (Figura 26). Se utilizé este
subgrupo de bovinos con resultados concordantes para VMRD y ELISA
ectoENV-S (gp51 - y gp51 + respectivamente) para identificar bovinos con una
respuesta seroldgica anti 24 pero no una respuesta serolégica anti gp51
(Figura 27, Tabla 25).

Hemos identificado un grupo de 38 sueros bovinos negativos para ambas
técnicas seroldgicas anti gp51, pero sin embargo positivas para ELISA p24
(Tabla 27, Figura 25). Este subgrupo podria justificar la utilidad del diagndstico
serologico mediante la identificacion de anticuerpos anti p24 en situaciones
puntuales. De todos modos, no hemos confirmado estos resultados por otras
técnicas serolégicas, ni mediante identificacion directa del agente infeccioso.
Ademas, estos resultados también podrian ser falsos positivos para el ELISA
p24. Especialmente teniendo en cuenta que la produccion de la proteina p24 se

realiza en un sistema de E.coli, donde podrian quedar contaminantes
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(epitopes) de E. Coli que sean los que estan generando la positividad en las
muestras si es que estos bovinos han desarrollado una respuesta humoral
contra esa bacteria.

Dado que el objetivo del presente trabajo era proporcionar un método
diagndstico sensible y especifico, a un valor costo efectivo, consideramos no
avanzar en la caracterizacion de la respuesta de anticuerpos anti p24 durante
la historia natural de la infeccion. Como se observa en la Figura 26, el
comportamiento de los sueros positivos para p24 se parece al comportamiento
esperado para un test diagnéstico menos sensible y menos especifico. Un
porcentaje importante de los sueros negativos para el ELISA p24, son sin
embargo positivos para los métodos serolégicos anti gp51. Mientras que de
aquellos sueros positivos para el ELISA p24, un subgrupo pequefio no lo son
para los métodos serolégicos anti gp51.

Por tanto, nuestro ELISA p24 es un método diagnostico con un aceptable
rendimiento pero inferior a las técnicas seroldgicas que detectan la presencia
de anticuerpos anti gp51. Ademas, dado el nivel de congruencia obtenido entre
éstas técnicas serologicas y nuestro ELISA ectoENV-L, es esperable que el
ELISA p24 también tenga un rendimiento diagndstico inferior a este ultimo.
ELISA p24 versus ELISA ectoENV-L.

De la poblacion de bovinos adultos testeados para el ELISA p24, se lograron

obtener muestras pareadas de leche en 214 de ellos. A continuacion
presentamos el analisis de concordancia entre los resultados del ELISA p24 y
ectoENV-L.

Los 214 bovinos forman parte de la poblacién de bovinos en produccion del
Tambo 6, sus edades van de 2 a 9 afos.

Recordamos que nuestro ELISA p24 ya demostr6 tener un nivel de
concordancia bueno frente a las técnicas serologicas VMRD y ectoENV-S
(Tablas 6-7, Figura 11; y Tablas 23-24 y Figura 25).

Tabla 26. ELISA p24 versus ELISA ectoENV-L. N=214.

ectoENV-L
total.
positivo negativo
78 15 93
12 109 121
total. 90 124 214
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Tabla 27. Indice Kappa para la comparacioén entre ELISA p24 y ELISA ectoENV-L N=214.

N° concordancias observadas. 187 87,38%
N° concordancias random esperadas. 109,2 51,04%
indice Kappa 0,742
ES kappa 0,046
IC 95%kappa 0,652-0,833
Nivel de concordancia Bueno.
6-
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Figura 28. ELISA p24 versus ELISA ectoENV-L. En ordenadas se muestran los resultados para
ELISA p24, se expresan los valores de DO normalizados por cut off. Resultados mayores a 1
son positivos, y menores a 1 negativos. En abscisas se agrupan los bovinos de acuerdo a su

resultado positivo o negativo para ectoENV-L. *UA: unidades arbitrarias N=214.

Con respecto a la concordancia entre nuestro ELISA p24 y el ELISA ectoENV-
L, para la poblacion analizada de 214 bovinos se obtuvo un indice kappa de
0,742 con un 1C95% de 0,652-0,833, y un error estandar de 0,046, con un nivel
de concordancia definido como bueno (Tabla 26 y 27, Figura 28). Destacamos
que el indice kappa no presenta diferencias estadisticas con aquellos
calculados para la comparacion entre el ELISA p24 y las dos técnicas
serologicas anti gp51.

En suma, la comparacion de nuestro ELISA p24 frente a las dos técnicas
serologicas anti gp51 y frente a nuestro ELISA ectoENV-L, presenta un nivel de
resultados concordantes del entorno de 85%, sin diferencias estadisticas entre
las técnicas que reconocen anticuerpos anti gp51 (Tablas 7,24 y 27).
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Analisis epidemiolégico en Tambo Modelo.

Luego de una fase inicial que implico el desarrollo y evaluacién de distintas
herramientas diagnosticas, de acuerdo con el objetivo especifico 4 se describid

el comportamiento biolégico de la infeccion por VLB en un tambo modelo, y a
su vez se evaluo la utilidad de los test diagnosticos desarrollados. Para esto las
herramientas utilizadas fueron: ELISA ectoENV-S y ectoENV-L, VMRD, vy
técnica de PCR.

En esta instancia el tambo elegido fue el Tambo 6, utilizado previamente como
parte de la valoracion de performance de ELISA ectoENV-S y ectoENV-L
(Tabla 13).

El mencionado tambo es un establecimiento modelo, productivo-experimental,
propiedad de un instituto nacional de investigacién agropecuario, en el cual se
lleva registro de los parametros productivos de cada bovino individual, asi
como su genealogia y su condicion sanitaria. Es un tambo cerrado en el cual
no entran bovinos adultos provenientes de otros rodeos, todos los bovinos
ingresan como embriones. A su vez, cuenta con laboratorio propio adyacente a
la planta productiva, donde multiples variables bioldgicas y sanitarias de la
leche producida es evaluada, asi como las condiciones sanitarias de los
bovinos durante todo el ciclo productivo. Gracias a un acuerdo institucional con
el Institut Pasteur Montevideo en el marco de un programa de colaboracion, fue
posible el acceso a muestras de los animales de este tambo.

Durante 3 afos se realizd el relevamiento de distintas subpoblaciones del
tambo. La obtencién de muestras biolégicas fue realizada en todos los casos
por personal entrenado del establecimiento, de acuerdo a protocolos sanitarios
internos del tambo. La poblacion estable del tambo es de unos 400 bovinos, de
los que aproximadamente la mitad se encuentran en produccién (se refiere a
bovinos adultos expuestos a ordefie 2 veces al dia), y la otra mitad en pre-
produccion (se refiere a bovinos adultos que aun no han entrado al ciclo
productivo de ordefie, previo a primera paricion). El recambio anual de bovinos
adultos en produccion es de 10% aproximadamente. La seleccion de los
animales que pasan a refugo es multiparameétrica, teniendo en cuenta variables
productivas y sanitarias. La infeccion por VLB no es una de las variables

sanitarias utilizadas.
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Por las caracteristicas particulares del Tambo 6, como son contar con personal
habituado a evaluar multiples variables biolégicas, contar con laboratorio propio
donde extraer y procesar las muestras, y sobre todo la posibilidad de realizar
seguimiento de los bovinos evaluados, ademas de conocer no solo su
condicion sanitaria sino patronimicas, nos decidimos a trabajar en esta

instancia con el mencionado tambo.

Muestreo Bovinos en PRE-produccion.

La poblaciéon de bovinos en pre produccion son aquellos bovinos que aun no
han entrado al ciclo de produccion de leche, dado que aun no han tenido su
primera paricion. Representan una poblacion epidemiolégicamente diferente de
aquellos bovinos que se encuentran produciendo leche. Son bovinos mas
jovenes, y ademas no estan sometidos a los ciclos diarios de ordefie. La
prevalencia de LBE en esta poblacion se ha descripto como menor. 4868150
Relevamos 204 bovinos de entre 0 y 2 afios cumplidos, pertenecientes a la
poblacion de bovinos en pre-produccion. De cada muestra bovina se obtuvieron
los resultados serologicos para VMRD y ELISA ectoENV-S, y a partir de células
de sangre periférica se llevd a cabo la técnica de PCR para poner en evidencia
ADN proviral. En la Tabla 28 se muestran los resultados obtenidos para cada
técnica diagnostica.

Tabla 28. Resultados de los bovinos en pre-produccién analizados. Se muestran los resultados
positivos de cada cohorte etario y del total de bovinos analizados para cada técnica diagndstica
utilizada (técnica de PCR, VMRD y ELISA ectoENV-S). Resultados expresados en valor
absoluto y como porcentaje de bovinos positivos. *1er. R: primer round. *2do.R: segundo
round. # cantidad bovinos. N=204

Bovinos Pre-produccion. Resultados positivos.

Edad(afios) # VMRD | ectoENV-S

1°"R. 1R total
0 73] 0 2 2 3 2
1 88| 5 3 8 8 9
2 43 1 1 2 3 2
total 204| 6 6 14(6,86%) | 13(6,37%)
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Para esta poblacion de bovinos, ambas técnicas serolégicas (VMRD y ELISA
ectoENV-S) presentaron una prevalencia para LBE baja (6.86% y 6.37%
respectivamente), al igual que la técnica de PCR (5.74%) (Tabla 28).

Nuestro ELISA ectoENV-S fue puesto a punto frente a una poblacion de
bovinos adultos, mayormente en produccidon, mientras que la poblacién aqui
analizada representa una poblacion de bovinos exclusivamente en pre-
produccion, con bovinos adultos pero también terneros. Para determinar la
congruencia entre ambas técnicas serologicas en esta poblacion, se calculo el

indice kappa.

Tabla 29. ELISA ectoENV-S versus VMRD, bovinos en pre-produccion evaluados N=204

ectoENV-S
. . total.
positivo  negativo
VMRD + 8 6 14
VMRD- 6 184 190
total. 14 190 204
A) B) N° concordancias observadas. 192 94,12%
N° concordancias random esperadas. 177,8 87,22%
3- indice Kappa 0,54
ES kappa 0,118
IC 95%kappa 0,309-0,770
24 . Nivel de concordancia moderado

ELISA ectoENV-S
UA

VMRD - VMRD +

Figura 29. Resultados de la comparacion entre el ELISA ectoENV-S y VMRD. A) ELISA
ectoENV-S versus VMRD. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off para
ectoENV-S. Resultados mayores a 1 son positivos, mientras que resultados menores a 1 son
negativos. En abscisas se encuentran agrupados los bovinos de acuerdo a su resultado
positivo o negativo para VMRD. N=204. *UA: unidades arbitrarias B) Indice Kappa para la
comparacion entre ELISA ectoENV-S versus VMRD N=204.

En este caso se obtuvo un indice kappa de 0,54 con un IC95% de 0,309-0,770,

y un error estandar de 0,118, con un nivel de concordancia definido como
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moderado (Figura 29). Como se dijo anteriormente, esta poblacién es una
poblacién de bovinos mas jévenes y con una baja carga de leucosis. Para esta
poblacién de bovinos el nivel de concordancia obtenido no fue el mismo que se
obtuviera previamente para la misma comparacion (Tabla 12).

Anteriormente hemos demostrado que nuestro ELISA ectoENV-S presenta un
nivel de concordancia definido como muy bueno frente a la técnica de
referencia. Tanto para el caso de una poblacion de bovinos amplia y
heterogénea (ver Performance ELISA ectoENV-S, Tabla 12), como frente a una
poblacidn mas homogénea de bovinos exclusivamente en produccion (Tablas
20-21 y Figura 24).

Surge sin embargo de los resultados de la Figura 29, que para el caso de esta
poblacién de bovinos mas jovenes ambas técnicas serologicas presentan
discordancias en la identificacion de bovinos positivos (Tabla 29, Figura 29).
¢ Qué ocurre cuando agregamos al analisis el resultado para técnica de PCR?
(Figura 30).

A) B)

N
1

ELISA ectoENV-S
UA

Figura 30. Bovinos analizados mediante VMRD, ELISA ectoENV-S y técnica de PCR. Se

representan los 204 bovinos. A) Bovinos positivos para técnica de PCR. En ordenadas se

grafica la DO para ELISA ectoENV-S, en abscisas se agruparon los bovinos de acuerdo al

resultado negativo o positivo para VMRD. B) Bovinos negativos para de PCR. En ordenadas se

grafica la DO para ELISA ectoENV-S, en abscisas se agrupan los bovinos de acuerdo al
resultado negativo o positivo para VMRD. Los resultados de DO para ELISA ectoENV-S se
presentan normalizados por el valor de cut off, con lo cual valores mayores a 1 son positivos, y
menores a 1 son negativos.*UA: unidades arbitrarias. N=204.
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En la Figura 30 se pone de manifiesto como ambas técnicas seroldgicas
discrepan de la técnica de PCR. De los 204 sueros analizados, 14 resultaron
positivos para VMRD, pero sin embargo de éstos solo 7 resultaron positivos
para la técnica de PCR. En el mismo sentido, nuestro ELISA ectoENV-S
identifico como negativos 6 de estos 14 sueros, todos los cuales resultaron
negativos para la técnica de PCR (Figura 30).

Ambas técnicas serologicas correlacionan de forma moderada frente a los
resultados de la técnica de PCR. Identifican correctamente aquellos bovinos
positivos para PCR, pero sin embargo con aquellos bovinos negativos para la
técnica de PCR tienen problemas. Una explicacién posible es que estos
bovinos negativos para la técnica de PCR presenten anticuerpos anti VLB
producto de la inmunidad pasiva.

En suma, a pasar de las discrepancias mostradas, podemos decir que aun para
esta poblacion de bovinos jovenes nuestro ELISA ectoENV-S obtiene
resultados comparables a la técnica de referencia, especialmente si tenemos
en cuenta los resultados para la técnica de PCR (Figura 30). Ambas técnicas
serologicas presentan algunos resultados discordantes en la poblacion de
sueros negativos para la técnica de PCR. Es posible que la técnica serologica
de referencia sea capaz de reconocer una respuesta serologica de tipo IgM,
con lo cual logre identificar mayor cantidad de bovinos positivos en esta
poblacion de bovinos jovenes.

La poblacidén de bovinos evaluada en esta instancia representa a la poblacion
de bovinos mas jovenes de un tambo, aquellos bovinos que formaran luego de
su primera gesta el plantel de bovinos en produccion. La prevalencia de LBE en
esta poblacion, por los tres métodos diagndsticos utilizados, es de un digito,
mucho menor que la calculada para cualquier tambo en esta tesis (Tabla 13).
Si recordamos, el porcentaje de bovinos positivos para VMRD en los tambos
analizados fue desde 23.5% a 94.1%. Aun si analizamos la prevalencia global
del Tambo 6 es de 23.5%. Esto es congruente con reportes previos de cémo la
prevalencia de LBE se correlaciona con la edad del bovino, y tiende a ser
mayor en aquellos rodeos que tienen bovinos mas afiosos.? 149

La importancia de identificar una subpoblacién de un tambo que presente una

menor prevalencia es fundamental para poder desarrollar programas de control
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de los factores de riesgo de transmision y control de la enfermedad. Durante
este relevamiento se logré demostrar que la poblacion de bovinos no expuestos
a ordene representan una poblacién de menor prevalencia de VLB, en un
contexto de mayor prevalencia global del tambo. Esto representa un elemento
importante dado que es una poblacién sobre la cual actuar para prevenir su
infeccion una vez que ingresen al sistema de produccion. En un contexto de
alto recambio de bovinos productores, donde los bovinos que ingresan al
plantel productor provienen exclusivamente de la poblacion de bovinos de baja
prevalencia, una correcta identificacion de los factores de riesgo de
transmision, asi como una seleccidn de los bovinos a eliminar, podria disminuir

drasticamente la prevalencia global del tambo.

Muestreo Bovinos en Produccion.

La poblacién de bovinos en produccion se compone de los bovinos que se
encuentran produciendo leche al momento del muestreo. Representa una
poblacién mas heterogénea desde el punto de vista etario, y mas expuesta a
iatrogenia veterinaria por el manejo mas intensivo al que estan expuestos.
Como dijimos, el Tambo 6 es un predio cerrado en el cual todos los bovinos en
produccion provienen originariamente de la poblacion de bovinos en pre-
produccion. Basicamente, entre estas dos poblaciones de bovinos los animales
en produccién presentan dos diferencias fundamentales:

e son una poblacion mas afosa; en general compuesta de bovinos
desde 2 anos cumplidos hasta 9 afos, que ya han tenido su
primera paricion;

e son expuestos a ordefie 2 veces por dia durante los afios que
dure su ciclo productivo.

Tanto por la persistencia en el tiempo de los factores de riesgo para la
transmision del VLB, como por su mayor longevidad, representan en general
una poblacion con mayor prevalencia para LBE.4868

En esta instancia fueron relevados 252 bovinos adultos de la poblacién de
bovinos en produccién, de entre 2 y 9 afios cumplidos, de los cuales se
obtuvieron muestras pareadas de suero y leche. De cada muestra de sangre
bovina se obtuvieron los resultados serolégicos para VMRD y ELISA ectoENV-

S, y a partir de células de sangre periférica se llevo a cabo la técnica de PCR
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para evidenciar la presencia de ADN proviral. A partir de las muestras de leche
se obtuvieron los resultados empleando el ELISA ectoENV-L. Todas las
muestras fueron obtenidas el mismo dia.

En la Tabla 30, se muestran los resultados obtenidos para cada técnica
diagnostica (PCR, VMRD y ELISA ectoENV-S; los resultados de ELISA

ectoENV-L se muestran luego).

Tabla 30. Resultados de los bovinos en produccion analizados por diferentes técnicas. Se
muestran los resultados positivos de cada cohorte etario y del total de bovinos analizados para
cada técnica diagnéstica utilizada (técnica de PCR, VMRD y ELISA ectoENV-S). Resultados
expresados en valor absoluto y como porcentaje de bovinos positivos.*1er. R: primer round.

*2do.R: segundo round. # cantidad bovinos. N=252

Bovinos en produccion.
edad(afios)| # = e VMRD | ectoENV-S
1"R. | 2" R. total
2 54 8 7 15 10 12
3 67 14 7 21 23 23
4 32 13 8 21 18 18
5 40 21 3 24 22 23
6 27 7 16 16 16
7 17 1 10 10 10
8 8 0 4 4
9 7 2 1 3 3 3
total 252 80 34 -106(42%) 109(43,3%)

La prevalencia de LBE en esta poblacion es mucho mas alta que la obtenida
para la poblacion de bovinos en pre-produccion. El porcentaje de bovinos
positivos tanto para VMRD como para ELISA ectoENV-S fue de 42 y 43.3%
respectivamente, en concordancia con los resultados obtenidos para la técnica
de PCR (45.2%) (Tabla 30).
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A) B)

ELISA anti rgp51 suero
UA

Figura 31: Se representan los resultados de los 252 bovinos en produccion analizados por las

diferentes técnicas. A) Bovinos positivos para técnica de PCR. En ordenadas se grafica la DO

para el ELISA ectoENV-S, en abscisas se agrupan los bovinos de acuerdo al resultado

negativo o positivo para VMRD. B) Bovinos negativos para técnica de PCR. En ordenadas se

grafica la DO para el ELISA ectoENV-S, en abscisas se agrupan los bovinos de acuerdo a al
resultado negativo o positivo para VMRD Los resultados de DO para el ELISA ectoENV-S, se
presentan normalizados por el valor de cut off, con lo cual valores mayores a 1 son positivos, y

menores a 1 son negativos.*UA: unidades arbitrarias. N=252.

Surge de la Figura 31 que las tres técnicas diagndsticas obtuvieron, para esta
poblacion de bovinos, una concordancia cercana al 100%. A continuacién se
muestran los porcentajes de resultados concordantes para cada técnica y sus
respectivos indices kappa.

1) ELISA ectoENV-S versus VMRD.

Tabla 31. ELISA ectoENV-S versus VMRD. N=252

ectoENV-S
total.
positivo negativo
VMRD+ | 106 0 106
VMRD- 3 143 146
total. 109 143 252

Tabla 32. Indice Kappa para la comparacioén entre ELISA ectoENV-S y VMRD N=252.

N° concordancias observadas. 249 98,81%

N° concordancias random esperadas. 128,7 51,07%

indice Kappa 0,976
ES kappa 0,014
IC 95% kappa 0,948-1000
Nivel de concordancia Muy bueno.
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Nuevamente la concordancia entre ambas técnicas seroldgicas es definida
como muy buena, obteniéndose un indice kappa de 0,976 con un 1C95% de
0,948-1, y un error estandar de 0,014 (Tablas 31 y 32).

2) ELISA ectoENV-S versus Técnica de PCR.
Tabla 33. ELISA ectoENV-S versus técnica de PCR. N=252.

ectoENV-S
total.
positivo negativo
PCR+ 102 12 114
PCR- 7 131 138
total. 109 143 252

Tabla 34. Indice Kappa para la comparacion entre ELISA ectoENV-S versus técnica de PCR.
N=252.

N° concordancias observadas. 233 92,46%

N° concordancias random esperadas. 1276 50,65%

indice Kappa 0,847
ES kappa 0,034
IC 95%kappa 0,781-0,913
Nivel de concordancia Muy bueno

De la comparacion entre el ELISA ectoENV-S y la técnica de PCR resulté una
concordancia definida como muy buena, obteniéndose un indice kappa de
0,847 con un IC95% de 0,781-913, y un error estandar de 0,034 (Tabla 33 y
34).

3) VMRD versus Técnica de PCR.
Tabla 35. VMRD versus técnica de PCR. N=252.

VMRD
total.
positivo negativo
PCR+ 102 12 114
PCR- 4 134 138
total. 106 146 252

Tabla 36. indice Kappa para la comparacién entre VMRD y técnica de PCR. N=252.

N° concordancias observadas. 236 93,65%

N° concordancias random esperadas. 127,9 50,76%

indice Kappa 0,871
ES kappa 0,031
IC 95%kappa 0,810-0,932
Nivel de concordancia Muy bueno

De la comparacion entre VMRD vy la técnica de PCR resulté una concordancia
definida como muy buena, obteniéndose un indice kappa de 0,871 con un
IC95% de 0,810-932, y un error estandar de 0,031 (Tablas 35 y 36).
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En suma, para esta poblacion de bovinos analizada ambas técnicas
serologicas presentan un concordancia de resultados de 98,81% (Tablas 31 y
32), similares a los obtenidos anteriormente (Tabla 12 y 21). Del mismo modo,
la congruencia de cada técnica serologica frente a la técnica de PCR presenta
en ambos casos un nivel de concordancia definido como muy bueno, con un
nivel de resultados concordantes de 92,46% para el ELISA ectoENV-S, y
93,65% para VMRD, con un indice kappa de 0,847 y 0,871 respectivamente,
sin diferencias estadisticas (Tablas 33-36).

ELISA ectoENV-L.

De los bovinos analizados anteriormente (Tabla 30), fue posible obtener

muestras pareadas de leche para realizacion de ELISA ectoENV-L en 231 de
ellos. Por problemas logisticos no se logro obtener muestras pareadas
(muestra de suero y leche del mismo bovino en un mismo momento) de la
totalidad de los 252 bovinos analizados. A continuaciéon se presentan los
resultados de los 231 bovinos en produccion, a los cuales si se logré asociarle
resultados de ELISA ectoENV-L.

En la Tabla 37 se muestran los resultados obtenidos para técnica de PCR,
VMRD y ELISAs ectoENV-S y ectoENV-L de los 231 bovinos en produccion

mencionados.

Tabla 37. Resultados de los bovinos en produccién analizados por distintas técnicas. Se
muestran los resultados positivos de cada cohorte etario y del total de bovinos analizados para
cada técnica diagnostica utilizada (PCR, VMRD, ELISA ectoENV-S y ELISA ectoENV-L).
Resultados expresados en valor absoluto y como porcentaje de bovinos positivos.*1er. R:

primer round. *2do.R: segundo round. # cantidad bovinos. N=231.

Bovinos en Produccioén.
Edad(afios) 4 Bovinos positivos
_ VMRD |ectoENV-S -
2 53 15 10 12 11
3 58 16 18 18 14
4 28 17 14 14 14
5 36 23 21 23 22
6 26 16 16 16 16
7 16 10 10 10 10
8 7 4 4 4
9 7 3 3 3 2
total 231 |0 96(41.6%) 100(43,3%)-
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Figura 32. Correlacion de resultados de bovinos en produccion analizados con distintas
técnicas. A) En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off de ELISA ectoENV-L,
mientras que en abscisas se grafica la DO normalizada por cut off de ELISA ectoENV-S. Para
ambos ELISAs un valor de DO mayor a 1 es un resultado positivo, mientras que un valor menor
a 1 es un resultado negativo. Se representan en rojo aquellos bovinos que resultaron VMRD +,
mientras que aquellos VMRD — estén de azul. N=231 B). indice Kappa para la comparacion
entre el ELISA ectoENV-L y VMRD N=231.

A) B)

ELISA ectoENV-L

Figura 33. Se representan los resultados comparativos de los 231 bovinos analizados por

diferentes técnicas. A) Bovinos positivos para técnica de PCR. En ordenadas se grafica la DO

para el ELISA ectoENV-L, en abscisas se agruparon los bovinos de acuerdo al resultado

negativo o positivo para VMRD. B) Bovinos negativos para técnica de PCR. En ordenadas se

grafica la DO para ELISA ectoENV-L, en abscisas se agruparon los bovinos de acuerdo al
resultado negativo o positivo para VMRD. Los valores de DO se presentan normalizados por el
valor de cut off, con lo cual valores mayores a 1 son positivos, y menores a 1 son

negativos.*UA: unidades arbitrarias. N=231.
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Para esta poblacién de 231 bovinos el nivel de concordancia entre ectoENV-L y
VMRD obtenido fue definido como muy bueno, con un total de 96,97% de
concordancias y un indica kappa de 0,937, no obteniéndose diferencias
estadisticas para la misma comparacion realizada previamente (Figura 32,
Tabla 17). Del mismo modo, los resultados de ambas técnicas serologicas
presentan niveles de concordancia de acuerdo a lo obtenido previamente, y a
su vez también con la técnica de PCR (Figura 33).

Con respecto a como se distribuye la carga de LBE en el tambo analizado,
demostramos que la poblacion de bovinos en produccion presenta para el kit
de referencia una prevalencia de 42% (Tabla 30), mientas que la poblacion de
bovinos en pre produccién presenta para la misma técnica un prevalencia de
6,86% (Tabla 28). De resultados previos contabamos con un valor de 25,5% de
bovinos positivos para el total del tambo (Tabla 13). En suma, hemos
demostrado para el tambo analizado como la poblacion de bovinos mas
jovenes representa una poblacién de menor carga de LBE, y a su vez como la
poblacién de bovinos en produccidén aporta la mayor carga de LBE. Para un
tambo cerrado como éste, donde no existe la posibilidad de que ingresen
bovinos adultos infectados, el aumento de la prevalencia asociando a la edad y
la situacién productiva del bovino es revelador, y habla de la importancia de los
factores de riesgo de transmision y como el manejo intensivo expone a los
bovinos adultos a la infeccion por VLB.

Con respecto a las herramientas diagndsticas utilizadas, se han replicado los
resultados de congruencia para las diferentes técnicas diagnosticas. Para el
caso de ectoENV-S hemos demostrado su utilidad para el diagnostico de LBE,
tanto en una poblacién de bovinos en pre produccion como en produccién.
Para el caso de la poblacion de bovinos en produccion los resultados de
congruencia no presentan diferencias estadisticas con los obtenidos
previamente. En el caso de la poblacion de bovinos en pre produccién, se
obtuvo un indice kappa menor, 0,54 con un IC95% de 0,309-0,770, y un error
estandar de 0,118, con un nivel de concordancia definido como moderado
(Figura 29). Las diferencias en esta poblacion mas joven podrian explicarse por
un reconocimiento de la técnica de referencia de isotipos tipo IgM. De todas
maneras, aun en esta poblacién donde las diferencias con la técnica de

referencia son algo mayores, se obtiene una correcta concordancia.
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En cambio, para en caso de ectoENV-L nuevamente se obtienen resultados de
concordancia de acuerdo a lo obtenido durante la evaluacion de performance.
Por tanto, creemos que ambos ELISAs diagnosticos han demostrado ser utiles
para describir la situacion epidemiolégica del Tambo 6, validandose como
herramientas diagnosticas.

Seguimiento epidemioldgico.

El Tambo 6 fue relevado a lo largo de 2 afios en varias oportunidades.

Primer Relevamiento.

Durante un relevamiento inicial se tested la poblacion de bovinos en pre-
produccion y la poblacion de bovinos en produccién (resultados ya mostrados,
Muestreo de Bovinos en PRE-Produccion y Muestreo de Bovinos en
Produccion). De este modo, se obtuvo una foto de situacion de la prevalencia
de LBE en el tambo (Tablas 28 y 30).

Se relevaron 204 bovinos en pre-produccion y 252 bovinos en produccion, de
los cuales se obtuvieron muestras pareadas de 231 de ellos. Como se describe
en las dos secciones precedentes, estas instancias nos permitieron evaluar en
el terreno las herramientas biotecnologias desarrolladas, estudiando si
preformaban de acuerdo a los resultados previos y frente a la técnica de PCR
(Tablas 28-37, Figuras 29-33).

Tabla 38. Primer relevamiento del seguimiento epidemiolégico en el tambo de referencia. Se
muestran los resultados positivos para las tres técnicas empleadas a partir de sangre periférica,

tanto para la poblacién de bovinos en pre producciéon como en produccion. N=456.

. . VMRD | ectoENV-S
Primer relevamiento. #
%bovinos positivos.
Bovinos en Pre produccién 204 6,86 6,37
Bovinos en Produccion 252 42 42,8

En conjunto, en dos instancias diferentes separadas en el tiempo por un afo,
se evaluaron un total de 456 muestras bovinas. En la tabla 38 se compendian
los resultados para las distintas técnicas diagndsticas de lo que denominamos
primer relevamiento (Tabla 38).
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Figura 34. Resultados de bovinos en pre-produccion testeados durante el primer relevamiento.
Cada bovino fue testeado con tres técnicas diagnosticas (PCR, ELISA ectoENV-S y VMRD). Se

muestra el nimero absoluto y el porcentaje de bovinos positivos para cada técnica. N=204
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Figura 35. Resultados de bovinos en pre-produccién testeados durante el primer relevamiento
segun edad de los animales. Cada bovino fue testeado con tres técnicas diagnosticas (PCR,
ELISA ectoENV-S y VMRD). Se muestra el numero absoluto y el porcentaje de bovinos
positivos para cada técnica. N=204 A la izquierda) Bovinos en pre-produccién, cohorte etario
0 afios. Cantidad de bovinos positivos (valor absoluto y relativo) para cada técnica diagnostica.
N=73 A la derecha) Bovinos en pre-produccion, cohorte etario 1y 2 afios. Cantidad de bovinos

positivos (valor absoluto y relativo) para cada técnica diagnostica. N=131
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Si bien es dificil demostrar diferencias estadisticas, parece claro que aun en un
contexto de baja prevalencia para LBE, aquellos bovinos mas afiosos dentro de
un subgrupo son los que presentan mayor carga de infeccion (Figura 35).

La prevalencia de LBE en la poblacion de bovinos en produccidn parece
aumentar con la edad del bovino (Figuras 36 y 37).

N=252 N=231

109 106 93

100 14
80+

60 -

100%

40-

20+

PCR ectoENV-S VMRD ectoENV-L
Bovinos en produccién.

Figura 36. Resultados de bovinos en produccion testeados durante el primer relevamiento por
distintas técnicas. Cada bovino fue testeado con tres técnicas diagnosticas (PCR, ELISA
ectoENV-S y VMRD). Se muestra para cada técnica el porcentaje de bovinos positivos. En la
columna de la derecha se muestran los resultados para ELISA ectoENV-L de los 231 bovinos

analizados.
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Figura 37. Resultados de bovinos segun edad analizados durante el primer relevamiento

mediante utilizacion de VMRD. A la izquierda (0-2anos) se muestran los resultados para la
poblacion de bovinos en pre-produccion (N=204); a la derecha (2 a 9 afios) se muestran los
resultados para los bovinos en produccion (N=252). Los bovinos estan agrupados de acuerdo a
su edad en afios. Arriba de cada columna se muestra el numero absoluto de bovinos de cada
cohorte etario. En ordenas se grafica le porcentaje de bovinos positivos para VMRD de cada
cohorte etario. N=456

En suma, con respecto a las conclusiones del primer relevamiento, en primera
instancia ambas herramientas diagndsticas (ectoENV-S y ectoENV-L) nos
permitieron describir adecuadamente la situacion epidemiologica de forma
comparable al kit de referencia.

Con respecto a la prevalencia de LBE en el tambo, demostramos como la
poblacién de bovinos en pre produccion representa un grupo de animales con
menor carga de LBE, y que la prevalencia de la enfermedad aumenta con la
edad del bovino. A su vez, a partir del ingreso a la produccion se produce un
aumento de la prevalencia.

Segundo relevamiento.

Un ano después del primer relevamiento se relevé nuevamente todo el Tambo
6. Fueron evaluados al igual que durante el primer relevamiento todos los

bovinos pertenecientes a la categoria de bovinos en pre-produccién como
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aquellos pertenecientes a la categoria en produccion. En esta instancia no se
extrajeron muestras de ADN para realizar la técnica de PCR.

De los bovinos en produccion se extrajeron muestras de suero para realizacion
del ELISA ectoENV-S y VMRD, y de leche para realizacion del ELISA ectoENV-
L. De los bovinos en pre-produccion se extrajeron muestras de suero para
realizacion del ELISA ectoENV-S y VMRD. Se relevaron un total de 445
bovinos, 248 en produccion y 197 en produccion.

Tabla 39. Resultados del segundo relevamiento. Se muestran los porcentajes de resultados
positivos para las tres técnicas empleadas a partir de sangre periférica y leche

respectivamente, tanto para la poblaciéon de bovinos en pre producciéon como en produccion.

N=445
. VMRD | ectoENV-S
Segundo relevamiento
# Ypositivos.

Bovinos en pre-producciéon | 197 9.1 8,1 _
Bovinos en Produccion. 248 66,5 66,1
total 445 40,9% 40,5%

Como surge de los resultados de la Tabla 39, se observa un aumento global de
la prevalencia para LBE, y también un aumento de la prevalencia en la
poblacién de bovinos en produccién. El primer de registro de prevalencia que
tenemos para este tambo es el obtenido durante la evaluacion de performance
del ELISA ectoENV-S (Tabla 13). La prevalencia global calculada aument6 de
25.5% (Tabla 13, kit de referencia) a 40.9% (Tabla 39). Entre ambos
relevamientos hay dos afios de diferencia.

Si analizamos exclusivamente la poblacién de bovinos en pre-produccion, entre

el primer relevamiento y el segundo relevamiento hay dos afios de diferencia.
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Figura 38. Bovinos en pre-produccion testeados durante el primer relevamiento (T0) y el
segundo relevamiento (T2). Se muestra el porcentaje de bovinos positivos para el ELISA
ectoENV-S y VMRD respectivamente.TO N=204. T2 N=197

Nuevamente se demuestra que la poblacién de bovinos mas jovenes del
tambo, correspondientes al subgrupo de bovinos en pre-produccion, presenta
una prevalencia para LBE menor al resto del tambo (Tabla 39). Destacamos
que entre ambos relevamientos de Ila poblacibn en pre produccion
transcurrieron 2 afos, sin embargo al parecer es una poblacion que no
aumento su prevalencia para LBE, al menos con la misma magnitud que el
conjunto del tambo (Figura 38, Tabla 39). En suma, el aumento en la
prevalencia global del tambo, no parece explicarse por un aumento en la
prevalencia de los bovinos mas jovenes.

Cuando analizamos la poblacion de bovinos en produccién, vemos que el
comportamiento fue diferente. Para el caso de los bovinos en produccién entre
ambos muestreos transcurrié tan solo un afio, a diferencia de los 2 afos
transcurridos para el caso de los bovinos en pre-produccién. Ambas
poblaciones en produccidon evaluadas son demograficamente muy similares
(Figura 39).
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Figura 39. Histograma de frecuencias de cohorte etario de la poblacion de bovinos en
produccién evaluada tanto durante el primer relevamiento (T1) como durante el segundo
relevamiento (T2). Se muestra la frecuencia relativa de cada cohorte etario con respecto al total
de la poblacion evaluada en cada instancia. Sobre cada histograma aparece el numero
absoluto de bovinos presentes en ese grupo etario. La edad de los animales se refiere a afios
cumplidos. T1 N=231, pyedad: 4.15. T2 N=248, yedad: 4.10.* pedad: media de la edad en afios

de la poblacion de bovinos analizados.

Como surge de la Figura 39, durante el primer relevamiento fueron evaluados
un total de 231 bovinos en produccion, mientas que durante el segundo
relevamiento fueron evaluados un total de 248 bovinos. La composicion
demografica de cada poblacion es muy similar, como muestran los histogramas
de frecuencias relativas. Entre ambos relevamientos transcurrié un ano. De
ambas poblaciones tenemos resultados seroldgicos para el ELISA ectoENV-S 'y
VMRD, y del ELISA ectoENV-L para muestras de leche. La diferencia en la
prevalencia obtenida no se explica por diferencias demograficas entre ambas

poblaciones (Figura 39).
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Figura 40. Bovinos en produccion analizados durante el primer relevamiento (T1) y durante el
segundo relevamiento (T2). Se grafica el porcentaje de bovinos positivos obtenidos para cada
técnica realizada (ELISA ectoENV-S, VMRD y ELISA ectoENV-L). Sobre cada histograma
puede verse el porcentaje de bovinos positivos para cada técnica respectivamente. Entre T1 y
T2 transcurrié un afio. T1 N=231. T2 N=248.

Como surge de la Figura 40, el aumento de la prevalencia para LBE que
ocurrio al cabo de un afo en la poblacion de bovinos en produccion parece ser

responsable del aumento global de la prevalencia global del tambo (Figura 40).
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Figura 41. Se representa graficamente la DO de los 248 bovinos en produccion analizados
durante el segundo relevamiento (T2). En ordenadas, se grafica la DO normalizada por cut off
del ELISA ectoENV-L, mientras que en abscisas se grafica la DO normalizada por cut off del
ELISA ectoENV-S. Para ambos ELISAs, un valor de DO mayor a 1 es un resultado positivo,
mientras que un valor menor a 1 es un resultado negativo. Se encuentran representados en
rojo aquellos sueros que resultaron VMRD +, mientras que aquellos VMRD — estan de azul.
N=248. *UA: unidades arbitrarias.

Durante el segundo relevamiento, la congruencia entre ambos métodos
serologicos (ELISA ectoENV-S y VMRD) y con ELISA ectoENV-L volvio a ser
muy buena. Se obtuvieron resultados congruentes con aquellos obtenidos
durante la evaluacion de performance (Figura 40).

Como dijimos, el Tambo 6 fue relevado a lo largo de 2 afos en varias
oportunidades. Inicialmente se obtuvieron muestras de sangre para realizar los
analisis de performance de los ELISAs p24 suero y ectoENV-S (Tabla 13). En
esta instancia no se pretendid evaluar de forma sistematica el tambo ni obtener
un valor de prevalencia del mismo, sino que el objetivo fue obtener un numero
diverso de muestras para realizar los diferentes analisis de performance. De
todas maneras, del muestro obtenido surge que el porcentaje de bovinos
positivos para el kit de referencia fue de 25.5% para un numero total de 471
bovinos adultos evaluados (Tabla 13).

122



Tesis de Maestria Pro.In.Bio. Andrés Addiego.

Luego, durante el primer relevamiento, fueron relevados de manera separada y
no concomitantemente ambas subpoblaciones del tambo (bovinos en pre
produccion y bovinos en produccion). Durante esta instancia pudo demostrarse
cémo la poblacion de bovinos en pre produccién presenta una prevalencia
globalmente menor a la obtenida anteriormente para todo el tambo (Tabla 38,
Figuras 34-35). Del mismo modo, pudo demostrarse como la poblacion de
bovinos en produccion representa una poblacion con mayor carga global de
LBE, y codmo ésta se encuentra influenciada a la situacion productiva del bovino
y a la edad del mismo (Figuras 36 y 37). Hasta aqui se habia obtenido una foto
de la prevalencia de LBE en el tambo.
Durante el segundo relevamiento (T2) fue analizado concomitantemente todo el
tambo, tanto su poblacion de bovinos en pre produccion como en produccion.
Dado que el primer relevamiento (TO y T1) fue realizado en dos etapas, el
tiempo transcurrido entre el primer y segundo relevamiento fue de 2 afios para
la poblacion de bovinos en pre produccion, y de 1 afo para la poblacion de
bovinos en produccion. Lo que observamos entre ambos relevamientos es un
aumento de la prevalencia global de LBE, que se explica fundamentalmente
por un aumento de la prevalencia en la poblacion de bovinos en produccion
(Tabla 39, Figuras 38-41).
Evaluacién longitudinal.
A continuacion presentaremos tres conjuntos de bovinos que fueron seguidos
epidemiologicamente a lo largo de un lapso de tiempo.
1) Bovinos en produccion.
Del total de bovinos en produccién, un conjunto de 146 bovinos fueron
evaluados tanto durante el primer relevamiento (T1) como durante el segundo
(T2). Como se dijo anteriormente, para ambas poblaciones en produccion
evaluadas entre ambos relevamientos transcurrio un afio. Destacamos que
estos 146 bovinos son parte de la poblacién de bovinos en produccion
presentados anteriormente, con la particularidad de que estaban presentes en
ambos relevamientos. El histograma de frecuencias de ambas poblaciones de
bovinos en produccién muestra como su composicion demografica y media de
edad es similar (T1 N=231. vedad: 4.15. T2 N=248. vedad: 4.10) (Figura 39).
Igualmente los 146 bovinos presentes en ambos relevamientos tienen una
media de edad similar (N=146. vedad: 3.8). El unico rasgo distintivo de los 146
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bovinos a los que se les realizd el seguimiento es que en T2 no hay bovinos de
2 anos. Dado que los animales ingresan a la poblacion de bovinos en
produccion aproximadamente a los 2 anos, y que éstos bovinos fueron
seguidos durante su estadia en produccion por 1 afo, necesariamente la
poblacién de bovinos a la que se le realizé seguimiento en T2 tienen 3 o0 mas
anos. Es decir, del total de la poblacion de bovinos en produccién relevada en
T2 (Tabla 39), ningun bovino de 2 afios pertenece a los 146 bovinos a los que
se les realiz6 seguimiento.

A continuacion analizamos como se comportaron.
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Figura 42. Bovinos en produccién analizados en T1 y T2. A) Resultados para los ELISAs
ectoENV-S, ectoENV-L y VMRD durante T1. B) Resultados para los ELISAs ectoENV-S,
ectoENV-L y VMRD durante T2. Para ambas graficas, en ordenadas se grafica la DO
normalizada por cut off del ELISA ectoENV-L, mientras que en abscisas se grafica la DO
normalizada por cut off del ELISA ectoENV-S. Un valor de DO mayor a 1 es un resultado
positivo, mientras que un valor menor a 1 es un resultado negativo. Se encuentran
representados en rojo aquellos bovinos que resultaron VMRD +, mientras que aquellos VMRD
— estan en azul. En ambas graficas se muestra la cantidad relativa de animales positivos y
negativos para ambos ELISAs desarrollados por nosotros (%). N=146. *UA: unidades

arbitrarias.
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Tabla 40. Bovinos en produccién analizados tanto en el primer relevamiento (T1) como en el
segundo (T2). Se muestra la prevalencia para cada método diagndstico (VMRD, ELISA
ectoENV-S y ectoENV-L). N=146

Prevalencia.
VMRD ectoENV-S
T 44 5% 45.2%
total. | 146
T2 82.2% 82.2%

Como surge de la Figura 42 y de la Tabla 40, la proporcion de bovinos positivos
para los tres métodos analizados aument6 en T2 con respecto a T1. Podemos
decir que el aumento de la prevalencia visto anteriormente en la poblacién de
bovinos en produccion de forma global (Figura 40), se objetiva en esta
subpoblaciéon de bovinos seguidos durante un afo también. En suma, podemos
ver coOmo para esta poblacion de bovinos seguidos durante 1 afio (N=146), la
prevalencia practicamente se duplicd, pasando de 44.5%, 45.2% y 43.2% a
82.2%, 82.2% y 77.4% para VMDR, ELISA ectoENV-S y ectoENV-L

respectivamente (Tabla 40).

N=146 N=146
pedad=3.8 pedad=3.8

ELISA ectoENV-L
UA

ELISA ectoENV-S
A

Figura 43. Bovinos en produccion analizados en T1 y T2. Resultados de los ELISA ectoENV-S
(izg.) y ELISA ectoENV-L (der.) obtenidos para cada bovino analizado tanto en T1 como en T2
respectivamente. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off, con lo cual resultados
mayores a 1 son positivos y menores a 1 son negativos para ambos ELISAs.*uedad: media de

la edad en afos de la poblacién de bovinos analizados. Se consideré la edad de cada bovino
en T1. N=146. *UA: unidades arbitrarias.

La prevalencia para LBE en esta poblacion de bovinos aumenté para los tres
métodos diagnosticos. Los resultados de prevalencia en T1 son similares a los

obtenidos durante el primer relevamiento (Figura 35), mientras que los
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obtenidos para T2 son algo mayores a los obtenidos durante el segundo
relevamiento, pero esperables si tenemos en cuenta que no hay bovinos de 2
anos. El comportamiento observado es similar al descripto para la totalidad de
la poblacion de bovinos en produccién (Figura 39), objetivandose un aumento
del porcentaje de bovinos positivos para LBE. A su vez, podemos afirmar que
el aumento de la prevalencia no se debe mayoritariamente a la introduccion de
bovinos infectados desde la poblacidn de bovinos en pre produccién, sino a la
seropositivizacién de bovinos pertenecientes a la poblacion de bovinos en
produccion. En suma, hemos asistido a un aumento de la prevalencia para LBE
en esta poblacidn de bovinos en produccion a los que se les realizd el
seguimiento a lo largo de un afio (N=146). A su vez, esto es concordante con el
aumento observado en el tambo, tanto en la prevalencia global de LBE y
especialmente en la poblacién de bovinos en produccion para el mismo periodo
de tiempo.

A continuacion se presentan los resultados anteriormente analizados de forma
disgregada, tanto para ectoENV-S como para ectoENV-L.
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Figura 44. Bovinos en produccién analizados en T1 y T2. Resultados del ELISA ectoENV-S
(arriba) y ELISA ectoENV-L (abajo) obtenidos para cada bovino analizado tanto en T1 como
en T2 respectivamente. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off, con lo cual
resultados mayores a 1 son positivos y menores a 1 son negativos para ambos ELISAs. A)
Bovinos positivos en T1. B) Bovinos negativos en T1 que se positivizaron en T2. C) Bovinos
que persistieron negativos en T2. Sobre cada grafica se muestra el nimero de bovinos (N) y su
media de edad en afos (uedad). Se consideré la edad de cada bovino en T1. N=146. *UA:

unidades arbitrarias.
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Destacamos de las Figuras 43 y 44 que ambas técnicas de ELISA presentan
resultados congruentes de acuerdo a lo mostrado anteriormente. Vemos como
el aumento del porcentaje de animales positivos ocurre a expensas de un
grupo de bovinos que se positivizaron para ambas técnicas diagnoésticas. De
los bovinos positivos en T1 (tanto para ectoENV-S como para ectoENV-L), solo
hay tres casos en los se obtienen resultados negativos en T2. Para el ELISA
ectoENV-S, solo hay un suero bovino que resultoé positivo en T1 y negativo en
T2, y en ambos casos presentd valores de DO muy cercanos al cut off.
Ademas, destacamos que es un suero negativo para la técnica de PCR en T1,
mientras que para VMRD es positivo en T1 y negativo en T2. Para el ELISA
ectoENV-L, hay dos bovinos que resultaron positivos en T1 y negativos en T2.
En ambos casos se obtuvieron valores de DO muy cercanos al cut off en
ambas oportunidades. Estos bovinos resultaron positivos para ambas técnicas
serologicas (ELISA ectoENV-S y VMRD) y para la PCR en T1, siendo positivos
para ambas técnicas serologicas en T2. En suma, ambos ELISAs se mostraron
como técnicas robustas, constituyendo una herramienta biotecnolégica que nos
permitié describir el comportamiento de la poblacion analizada a lo largo de un
ano (Figura 43-44).

2) Cambio de categoria productiva (pre-produccion a produccion).

Ya hemos visto como los bovinos en pre-produccidn constituyen una poblacion
de menor carga de LBE, pero que una vez incluidos en el ciclo productivo (al
incorporarse a la poblacion de bovinos en produccién) muestran una
seroconversion considerable a lo largo del tiempo (Figura 37). Nos intereso
saber qué tan rapido aumenta la prevalencia de los bovinos en pre-produccién
una vez que se incorporan a la poblacién de bovinos en produccion. Para esto
se realizaron dos seguimientos. En ambos casos se determino la prevalencia
para LBE de un subgrupo de bovinos en pre-produccién y luego su prevalencia
una vez que forman parte de la poblacion de bovinos en produccién. En un
caso el intervalo de tiempo entre ambas medidas fue de 1 afio, y en el otro de 2

anos.

Seguimiento 1 afio.
Un conjunto de 86 bovinos fue seguido a lo largo de un afio en el cual

cambiaron de categoria productiva, inicialmente fueron muestreados como
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parte de la poblacion de bovinos en pre-produccién (T0), y luego al cabo de 1
ano lo fueron como parte de la poblacion de bovinos en produccion (T1).

En TO se obtuvieron muestras de sangre periférica para realizacién de pruebas
serologicas (VMRD y ELISA ectoENV-S) y de células somaticas para
realizacion de técnica de PCR. En T1 se obtuvieron muestras de sangre
periférica para realizacion de pruebas serolégicas (VMRD, ELISA ectoENV-S) y
de leche para realizacion del ELISA ectoENV-L.
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Figura 45. Seguimiento de bovinos de 1 afio desde etapa de pre produccion (T0) a etapa de
produccion (T1). A la izquierda (T0) se muestran los resultados de los 86 bovinos testeados,
durante su etapa de pre-produccion. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off
obtenida para el ELISA ectoENV-S y en abscisas los bovinos se encuentran agrupados de
acuerdo al resultado para la técnica de PCR y para VMRD. N=86. *UA: unidades arbitrarias.
A la derecha (T1) se muestran los resultados para los mismos 86 bovinos pero en produccion.
En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off del ELISA ectoENV-L y en abscisas se
grafica la DO normalizada por cut off del ELISA ectoENV-S. Para ambos ELISAs un valor de
DO mayor a 1 es un resultado positivo, mientras que un valor menor a 1 es un resultado
negativo. Se encuentran representados en rojo aquellos sueros que resultaron VMRD +,
mientras que aquellos VMRD - estan de azul. En cada grafica se aclara la media de edad y el
porcentaje de bovinos positivos y negativos para la técnica de referencia (VMRD). N=86. *UA:
unidades arbitrarias. *uedad: media de la edad en afios de la poblacion de bovinos

analizados.
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Se analizo inicialmente una poblacidn de bovinos en pre produccion (N=86) con
una media de edad de 1,4 anos. La concordancia entre los tres métodos
utilizados (PCR, VMRD y ELISA ectoENV-S) fue la esperada de acuerdo a
resultados previos. Se partié de una prevalencia para el método de referencia
de 9,3%. Luego, transcurrido un ano del relevamiento inicial (TO), se vuelven a
analizar los mismos bovinos obteniéndose muestras de leche y suero para
realizacion de VMRD, ELISA ectoENV-S y ectoENV-L. Los resultados
mostraron un aumento de la prevalencia para el kit de referencia llegando a
15,1% (Figura 45).
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Figura 46. Seguimiento de bovinos a 1 afio, desde etapa de pre produccion (T0) a etapa de
produccioén (T1). En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off obtenida para ELISA
ectoENV-S de cada bovino analizado tanto en TO como T1. Valores mayores a 1 son positivos
mientras que valores menores a 1 son negativos. N=86. *UA: unidades arbitrarias. En A) se
muestran todos los bovinos analizados, mientras que en B) sélo aquellos que se positivizaron
para ELISA ectoENV-S.

Surge de ambas figuras como nuestro ELISA ectoENV-S es capaz de describir
el aumento de la prevalencia en la poblacion de bovinos analizados. Se
obtienen resultados congruentes, tanto en TO como en T1, con los otros
métodos diagndsticos utilizados. A su vez, podemos ver como el aumento de la
cantidad de bovinos positivos en T1 se explica por nuevos bovinos que se
positivizan, y que aquellos bovinos positivos en TO no cambian de signo.
Destacamos que la poblacion de bovinos analizados presenta en T1 una
prevalencia baja con respecto a la poblacion total de bovinos en produccion,
pero concordante con la media de la edad de la poblacion analizada (2,4 afios).

Es decir, representan un conjunto de bovinos jovenes con respecto al total de
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los bovinos en produccion del tambo, pero que sin embargo aumentan su
prevalencia para LBE producto de su introduccién en la situacion de produccién
(Figuras 45 y 46).

Seguimiento 2 afios.

Un conjunto de 142 bovinos fue seguido a lo largo de 2 afos. Inicialmente
fueron muestreados cuando formaban parte de la poblacion de bovinos en pre-
produccion (T0), y luego fueron muestreados una vez que formaban parte de la
poblacién de bovinos en produccion (T2). El intervalo de tiempo transcurrido
entre TO y T2 fue de 2 afios.
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Figura 47. Seguimiento de bovinos a 2 afios, desde etapa de pre produccion (T0) a etapa de
produccion (T2). A izquierda (T0) se muestran los resultados de los 142 bovinos testeados
durante su etapa de pre-produccion. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off
obtenida para ELISA ectoENV-S, y en abscisas los bovinos se encuentran agrupados de
acuerdo al resultado para la técnica de PCR y VMRD. N=142. *UA: unidades arbitrarias. A
derecha (T2) se muestran los resultados para los mismos 142 bovinos pero como bovinos en
produccién. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off para ELISA ectoENV-L,
mientras que en abscisas se grafica la DO normalizada por cut off para ELISA ectoENV-S.
Para ambos ELISAs un valor de DO mayor a 1 es un resultado positivo, mientras que un valor
menor a 1 es un resultado negativo. Se encuentran representados en rojo aquellos sueros que
resultaron VMRD +, mientras que aquellos VMRD — estan en azul. En cada gréfica se aclara la
media de edad y el porcentaje de bovinos positivos y negativos para la técnica de referencia.
N=142. *UA: unidades arbitrarias.*uedad: media de la edad en afios de la poblacion de

bovinos analizados.
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Se analizé inicialmente una poblacion de bovinos en pre produccion (N=142)
con una media de edad de 0,7 afos. La concordancia entre los tres métodos
utilizados (PCR, VMRD y ELISA ectoENV-S) fue la esperada de acuerdo a
resultados previos. Se partié de una prevalencia para el método de referencia
de 5,6%. Destacamos que la prevalencia inicial para este conjunto de 142
bovinos es esperable que sea menor a la obtenida anteriormente (Figura 45,
seguimiento 1 afo), dado que son un conjunto de bovinos con una media de
edad menor (0,7 versus 1,4). Luego de transcurridos dos afos del relevamiento
inicial (TO), se vuelven a analizar los mismos bovinos obteniéndose muestras
de leche y suero (se realizd VMRD, ELISA ectoENV-S y ectoENV-L). Surge un
aumento de la prevalencia para el kit de referencia llegando a 52,1% (Figura
47).

A continuacion se analiza la evolucion del resultado para el ELISA ectoENV-S

de cada bovino de los 142 analizados.

N=142 B) N=68

ELISA ectoENV-S
A

Figura 48. Seguimiento de bovinos a 2 afios desde etapa de pre producciéon (T0) a etapa de
produccién (T2). En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off obtenida para el
ELISA ectoENV-S de cada bovino analizado tanto en TO como T2. Valores mayores a 1 son
positivos, mientras que valores menores a 1 son negativos. N=142. *UA: unidades arbitrarias.
En A) se muestran todos los bovinos analizados. En B) solo aquellos que se positivizaron para
ELISA ectoENV-S al cabo de 2 afios N=68.

El aumento de la prevalencia para LBE en la poblacion de bovinos analizada
ocurre a expensas de un grupo de 68 bovinos que se positivizan para el ELISA
ectoENV-S. Destacamos igualmente que ningun bovino positivo para ELISA
ectoENV-S en TO se negativiza en T2 (Figura 48).

¢, Cuales son los bovinos que se positivizan dentro de esta poblacion?
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Figura 49. Seguimiento de bovinos a 2 afios desde etapa de pre produccion(T0) a etapa de
produccion (T2). Se muestran los 142 bovinos testeados, agrupados de acuerdo a la edad en
afios en T0. En ordenadas se grafica la DO normalizada por cut off obtenida para el ELISA
ectoENV-S de cada bovino analizado tanto en TO como T2. Valores mayores a 1 son positivos,
mientras que valores menores a 1 son negativos. N=142. *UA: unidades arbitrarias. En A)
bovinos que tenian 0 afios en TO. N=64. En B) bovinos que tenian 1 afio en T0. N=48. En C)

bovinos que tenian 2 afios en TO. N=30.

Tabla 41. Resultados positivos para el ELISA ectoENV-S y VMRD de los 142 bovinos a los que
se les realiz6 un seguimiento por 2 afios. Se muestra la cantidad absoluta y relativa de los

bovinos positivos tanto en TO como T1 de cada cohorte etario para ambas técnicas serolégicas.
N=142.

Seguimiento 2 aios.
. T0 T2
Edad(afios) N
VMRD | ectoENV-S| VMRD ectoENV-S

0 64 2(3,1) 1(1,6) 9(14,1) 10(15,6)

1 48 4(8,3) 5(10,4) 39(81,3) 39(81,3)

2 30 2(6,7) 1(3,3) 26(86.7) 27(90)
total 142 8(5,6) 7(4,9) 74(52,1) 76(53,5)

La poblacion de 142 bovinos adultos analizada en este punto durante su
relevamiento inicial (T0), estaba compuesta por 64 bovinos de 0 afios, 48
bovinos de 1 afios y 30 bovinos de 2 afios. Surge de la Figura 49 y Tabla 41,
que el aumento de la prevalencia para LBE en la poblacion analizada se
concentra principalmente en los bovinos que tenian 1 y 2 anos en TO. Dado
que los bovinos adultos ingresan en produccion cuando tienen
aproximadamente 2 afos, aquellos bovinos mas jovenes del grupo (0 afos)
son los que menor cantidad de tiempo han estado formando parte de la
poblacién de bovinos en produccion al momento de realizarse el segundo

relevamiento (T2). Por tanto, es esperable que el aumento de la prevalencia
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global se concentre en los bovinos de 1 y 2 afios (Figura 49). Asi, se produjo un
mayor aumento de la prevalencia para LBE en aquellos bovinos que mayor
tiempo estuvieron formando parte de la poblacion de bovinos en produccién.
Globalmente, en la poblacion analizada al cabo de 2 afios, se demuestra un
notable aumento de la proporcion de bovinos positivos, 1o cual no sélo se
explica por el ingreso a la poblacion de bovinos en produccion, sino también
por un aumento global de la prevalencia de LBE del tambo (Figura 47).

3) Seguimiento extendido.

Un subconjunto de 66 bovinos fue seguido por 2 afios. Inicialmente en su etapa
de bovinos en pre produccion (T0), y luego en su etapa de bovinos en
produccion 2 afios consecutivos (T1 y T2 respectivamente). A continuacién se

muestran los resultados del ELISA ectoENV-S para cada instancia.
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Figura 50. Resultados para el ELISA ectoENV-S de 66 bovinos en tres tiempos a lo largo de 2
afios de seguimiento (T0, T1y T2). En ordenadas se expresa el resultado de DO para el ELISA
ectoENV-S normalizados por cut off, con lo cual valores mayores a 1 son positivos y menores a
1 negativos. Para cada instancia (TO, T1y T2), arriba se expresa la media de la edad en afios y

el porcentaje de bovinos positivos para LBE. *UA: unidades arbitrarias. N=66.
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Figura 51. Subconjunto de 66 bovinos analizados durante la tres instancias de relevamiento
(TO, T1 y T2 respectivamente). En ordenadas se expresa el resultado de DO para el ELISA
ectoENV-S normalizado por cut off, con lo cual valores mayores a 1 son positivos y menores a

1 negativos.*UA: unidades arbitrarias. N=66

La media de edad de la poblacién inicial en TO fue de 0,43 afos, presentando
una prevalencia baja de 9,1%, aumentando luego su prevalencia en T1 a
21,2% y finalmente a 86.6 % en T2. El comportamiento observado es similar al
descripto previamente. Partiendo de una poblacion de bovinos en pre-
produccion con una prevalencia de un digito, ésta aumenta considerablemente
una vez que el bovino ingresa a la poblacion de bovinos en produccion. Entre
T1 y T2 ocurrio en el tambo analizado un fenomenal aumento global de la
prevalencia de causa multifactorial, que se objetiva cada vez que se compara la
prevalencia para LBE entre T1 y T2 para la poblacion de bovinos en
produccion. Esta situacion también se refleja durante este seguimiento (Figuras
50y 51).
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Conclusiones y Discusién general.

Objetivo especifico 1.

Hemos desarrollado un ELISA indirecto capaz de reconocer anticuerpos anti
p24 a partir de muestras de suero bovino, de potencial utilidad en el diagndstico
de la LBE. Para esto, hemos partido desde la produccién de la proteina
recombinante en un sistema de E.Coli, pasando por la puesta a punto, calculo
de punto de corte y evaluacion en el terreno. El analisis de las curvas ROC
muestra que es un método diagnostico con aceptables valores de sensibilidad y
especificidad. Frente a una poblacion definida como de verdaderos positivos y
negativos, se obtuvo una sensibilidad de 88,12% y una especificidad de 90,3%,
con un area bajo la curva de 0.9446.

Frente a otras técnicas seroldgicas se obtuvieron adecuados resultados de
concordancia. Sin embargo, tanto frente a la técnica de referencia, como frente
a los ELISAs ectoENV-S y ectoENV-L desarrollados por nosotros, se comporto
sistematicamente como una técnica con menor sensibilidad y especificidad. De
todas formas, siembre presentd un indice kappa en el entorno de 0,7, lo que
define un nivel de concordancia bueno. Por tanto, nuestro ELISA p24 es un test
diagndstico robusto, reproducible, confiable pero con niveles de sensibilidad y
especificidad algo menores que aquellos que reconocen una respuesta anti
gp51.

En cuanto a la relevancia del ELISA anti p24 como método diagndstico, hay un
escenario en el cual se vuelve una técnica relevante. Como se describe en la
introduccion, no hay vacunas aprobadas efectivas para VLB aunque se han
hecho muchos intentos. La proteina gp51, dado su mayor inmunogenicidad, es
esperable que forme parte integral de una eventual vacuna. Por tanto, una
respuesta vaccinal seria generadora de una respuesta humoral anti gp51. De
este modo, de existir una vacuna para VLB que contenga en su formulacién a
gp51 (y por ende, generadora de una respuesta humoral anti gp51), nuestro
ELISA anti p24 podria aportar en diferenciar infecciones de respuestas
asociadas a la vacunacidén. Actualmente es un escenario que no esta

planteado, pero parece posible en un futuro no muy lejano.
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Objetivo especifico 2.

Hemos desarrollado un ELISA indirecto capaz de reconocer anticuerpos anti
ectoENV a partir de muestras de suero bovino. Al igual que para ELISA p24, se
parti6 de la produccion de la proteina recombinante, en este caso en un
sistema eucariota. Se utilizé la misma proteina recombinante tanto para ELISA
ectoENV-S como ELISA ectoENV-L.

Luego de la puesta a punto, se realiz6é un analisis ROC, obteniéndose frente a
una poblacion de verdaderos positivos y verdaderos negativos, una sensibilidad
de 100% y una especificidad de 97,76%, con un area bajo la curva de 0,9951.
Luego se evalu6 su desempeio en una poblacibn amplia de bovinos,
obteniéndose un indice kappa de 0,898 con un IC95% de 0,877-0,918 y un
error estandar de 0,01. Durante el analisis del Tambo 6, nuestro ELISA
ectoENV-S se validé como herramienta diagndstica confiable en cada instancia
y cada poblacion donde fue utilizada.

Objetivo especifico 3.

Utilizando lo desarrollado para el ELISA ectoENV-S, se llevo a cabo un proceso
analogo para el desarrollo de un sistema que permita el diagndstico de LBE a
partir de muestra de leche.

Luego de la puesta a punto, se realizé un analisis ROC con una poblacion
seleccionada, obteniéndose una sensibilidad de 96,76% y una especificidad de
98,18%, con un area bajo la curva de 0,9972. Del mismo modo, se evalud su
desempeino frente a deferentes técnicas seroldgicas, obteniéndose como
medida de concordancia el indice kappa. Para la comparacion con la técnica de
referencia, este indice fue de 0,898 con un IC95% de 0,877-0,918 y un error
estandar de 0,01.

Con respecto a los ELISAs desarrollados como parte de los objetivos
especificos 2 y 3, no solo se han cumplido los mismos, sino que son
herramientas que no permitieron luego describir con detalle las caracteristicas
de la infeccion por LBE en un tambo modelo.

Con respecto a la prevalencia de LBE, vimos que aun sin pretender realizar un
muestreo exhaustivo de los rodeos lecheros nacionales, todos los rodeos
evaluados tenian una presencia elevada de LBE, lo que indica la magnitud del
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problema en cuanto a prevalencia, asi como la dispersion y extension territorial

del mismo.

Objetivo especifico 4.

Para el desarrollo del objetivo especifico 4, evaluamos de forma sistematica y
prolongada en el tiempo un tambo modelo. Para esto se utilizaron las
herramientas desarrolladas previamente: ELISAs ectoENV-S y ectoENV-L.

Con respecto al Tambo 6 analizado, logramos describir la poblacion de
animales en pre produccion como una poblacion de menor prevalencia con
respecto a la prevalencia global del tambo. A su vez, demostramos que, aun en
un contexto de baja prevalencia, el porcentaje de bovinos positivos para LBE
se relaciona con la edad del bovino. Del mismo modo, mostramos como una
vez que el animal ingresa en la etapa de produccion tiende a seropositivizarse.
También pudimos mostrar cémo la poblacion de bovinos en produccion tiende
a presentar la mayor carga de LBE del tambo, y que ésta a su vez se distribuye
de forma desigual, siendo mayor cuanto mas afoso es el bovino. En suma,
observamos un comportamiento de la prevalencia de LBE que se relaciona con
la situacion productiva del bovino y su edad medida en afos.

Por otra parte, asistimos a un aumento de la prevalencia para LBE en el tambo
a lo largo de los dos afos de seguimiento, concentrado principalmente en la
poblacion de bovinos en produccion, planteando que este comportamiento es
de causa multifactorial.

Con respecto a la herramientas utilizadas, demostramos que ambos ELISAs
ectoENV-S y ectoENV-L fueron capaces de ofrecer resultados congruentes a lo
largo del tiempo, permitiendo describir la evolucion de la LBE en las diferentes

poblaciones seguidas.

Discusién general.

Hemos contribuido a la visualizacion del problema de leucosis a nivel nacional
mediante el desarrollo de tres técnicas diagnosticas y su utilizacion en
diferentes rodeos nacionales.

Si bien no hemos realizado un estudio exhaustivo de prevalencia de la LBE en
los rodeos nacionales, hemos demostramos la presencia de la infeccion por

VLB en todos los rodeos evaluados. La misma presentd una amplia dispersion
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territorial y un alto porcentaje de bovinos positivos por rodeo. Creemos que
nuestra poblacion muestral es de las mas amplias publicadas a nivel de nuestro
pais. Por escapar a los objetivos de la presente tesis, queda pendiente el
disefo de una poblacion muestral que permita estimar la prevalencia de la LBE
a nivel nacional.
Hemos desarrollado dos ELISAs indirectos para el diagnodstico de la infeccion
por VLB mediante el reconocimiento de anticuerpos contra dos de sus
proteinas estructurales principales, p24 y gp51. Como demostramos
anteriormente, ambas técnicas resultaron ser robustas, eficaces y con gran
reproducibilidad. Ambas herramientas presentan un alto nivel de desarrollo,
desde la produccion de la proteina recombinante hasta la evaluacion en el
terreno. A partir de ellas es planteable el desarrollo de kits comerciales para el
diagndstico de la infeccion por VLB. Destacamos la importancia estratégica de
tener una herramienta propia para el diagnostico LBE, capaz de ser utilizada en
programas a gran escala para el control de la misma. Con respecto a los costos
de produccion, para ambos casos es mucho menor que cualquier kit comercial
en el mercado.
El costo de la produccion de las proteinas recombinantes p24 y ecto-ENV,
partiendo del plasmido ya construido y la linea celular S2 estable, es muy bajo,
explicandose mayormente por el material fungible y reactivos utilizados. Para el
caso de la proteina p24, se obtiene a partir de 1L de cultivo, un rendimiento
aproximado de 80mg de proteina, suficiente para sensibilizar mas de 16.666
placas (4,8ug de proteina por placa), en las cuales es posible testear 1.533.272
muestras (92 muestras por placa). A su vez, el costo de produccién de 1L de
cultivo en cuanto a insumos no supera los 100USD, sin tener en cuenta el
costo de mano de obra ni instalaciones del laboratorio.
Para el caso de ecto-ENV el rendimiento de 1L de cultivo es de
aproximadamente 10mg de proteina, suficiente para sensibilizar unas 4.166
placas (2,4 pg de proteina por placa), en las cuales se pueden testear 383.272
muestras. No superando el costo en cuanto a insumos los 100 USD, sin tener
en cuenta otros aspecto de la estructura de costos.
El costo del anticuerpo secundario utilizado es de aproximadamente 200USD
para un volumen de 2ml, suficiente para realizar 2.000 placas. A su vez, el
costo de una placa de ELISA es de aproximadamente 1-3USD.
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En suma, siendo conscientes de que el analisis de costos no es exhaustivo, y
gue no se consideran otros elementos de la estructura de costos como la
infraestructura ya instalada en el laboratorio (estufas, columnas de purificacion,
capacidad instalada para realizacion de geles de agarosa, y concentracion de
proteinas), ni horas de trabajo, creemos que el costo por muestra testeada es
menor que el de cualquier kit comercial disponible en el mercado (entre 2 y 3
USD por muestra). Por tanto creemos que hemos desarrollado tres
herramientas propias para el diagnostico de LBE, capaces de ser utilizadas en
el diagnostico a gran escala de la misma, a un costo mucho menor que los kits
diagnosticos existentes, y con una eficacia comparable, esto ultimo
especialmente cierto para ELISA ectoENV-S y ELISA ectoENV-L.

Los resultados obtenidos con el ELISA p24 son muy similares a los obtenidos
recientemente por Bai y colaboradores'?, donde desarrollaron un ELISA
indirecto capaz de reconocer anticuerpos anti p24 para el diagnodstico de LBE.
Tanto frente a una técnica serologica de referencia como frente a la técnica de
PCR, nuestros resultados son comparables con los obtenidos por este grupo
de investigadores, con valores de sensibilidad y especificidad muy similares. En
suma, hemos desarrollado una herramienta capaz de reconocer en bovinos
infectados por VLB una repuesta de anticuerpos anti p24, que si bien no supera
aquellas técnicas diagndsticas que ponen en evidencia una respuesta humoral
anti gp51, son concordantes con resultados de otros grupos.'?%'8 Por |o tanto,
consideramos que es una herramienta fiable, robusta, comparable a otras
desarrolladas, y con una potencialidad ante el eventual desarrollo de vacunas
generadoras de respuestas anti gp51.

Con respecto al ELISA ectoENV, se utilizo6 como antigeno una proteina
recombinante producida en un sistema eucariota, que desde el punto de vista
conformacional es muy similar a la proteina nativa, con la posibilidad de
trimerizar, y formar epitopes conformacionales. A su vez, por contar con el sitio
furina mutado no se produce el clivaje entre la subunidad gp51 y gp30, con lo
cual es posible reconocer respuestas contra ambos epitopes. La Dra Tomé ya
mostro en su tesis doctoral que tanto la perdida de la glicosilacion asi como de
la subunidad gp30, se acompafa de una pérdida de la respuesta policlonal anti
VLB. Por tanto, contamos con un antigeno capaz de presentarle a la respuesta
policlonal anti VLB producto de la infeccion, una amplia gama de epitopes tanto
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conformacionales, proteicos e incluso glucidicos capaces de ser reconocidos.
La naturaleza del antigeno utilizado es un punto sustantivo que lo diferencia
con la técnica de referencia utilizada. La técnica de referencia VMRD asi como
otros kits comerciales generalmente no aclaran la naturaleza del antigeno, su
grado de pureza, ni su forma de produccion. Por otro lado, en vistas al
desarrollo de un fututo kit comercial a partir del ELISA ecto-ENV, la ductilidad
de ser capaz de testar a partir de la misma placa tanto muestra de suero como
de leche bovinas es de una enorme utilidad. Como dijimos anteriormente, el
diagnostico a partir de muestras de leche es una ventaja cualitativa enorme,
dada por la menor exposicion del bovino a la iatrogenia, y por la practicidad y
menor costo asociado.

Con respecto al seguimiento epidemiolégico en un tambo modelo experimental,
se logré una adecuada coordinacién inter-institucional, la cual posibilité el
seguimiento de cada bovino individual con una excelente trazabilidad. Los
aspectos logisticos en cuanto a la extraccion de las muestras biologicas por
personal del establecimiento, y su posterior traslado a nuestro laboratorio para
analisis y procesamiento, representaron tanto para los profesionales del tambo,
como para nosotros, un aprendizaje en cuanto a cooperacion y
complementariedad necesaria como punto de partida para posteriores
programas de control y diagnostico de la LBE.

Desde el punto de vista epidemioldgico, gracias a las herramientas utilizadas
demostramos que aun en un tambo modelo experimental la prevalencia de LBE
es alta, y que a su vez ésta tiende a aumentar con la edad del bovino,
ocurriendo un salto una vez que el animal es introducido en la poblacion de
bovinos en produccion. A su vez, demostramos un aumento de la prevalencia
global del tambo analizado, especialmente en la poblacion de bovinos en

produccion.

Perspectivas.

Producto de los resultados obtenidos, hemos desarrollados 2 trabajos de
préxima publicacion. Uno inicial sobre la puesta a punto y desarrollo de los tres
ELISAs diagnodsticos desarrollados. Y otro sobre la cinética y la evolucion
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temporal de la prevalencia de LBE en el tambo experimental evaluado con
mayor detalle.

Por otra parte, los resultados han contribuido a la generacion de un proyecto
ALIANZA entre el Institut Pasteur de Montevideo, INIA (Instituto Nacional de
Investigacion agropecuario), MU (Instituto de Mejoramiento Lechero) y la
empresa ATGen, que tiene por objetivo desarrollar a partir del ELISA ecto-ENV,
un kit comercial para el diagnéstico de la LBE. Actualmente el proyecto se
encuentra en pleno desarrollo, con resultados muy promisorios.

En el mismo sentido, la informacion generada y las herramientas desarrolladas
podrian ser de utilizad para el disefio, desarrollo y puesta en practica de un
programa de control de la LBE a nivel nacional.
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