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RESUMEN

El virus de la Fiebre Aftosa (VFA), un Aftovirus de la familia Picornaviridae, es el
agente causal de una enfermedad altamente contagiosa y de tremenda importancia econdmica,
que afecta al ganado de pezufia hendida. La diferenciaciéon entre animales infectados y
vacunados asi como la deteccion de animales portadores del virus o “carriers” es esencial para
evaluar la efectividad de campaiias de control y erradicacion.

La deteccion de anticuerpos (Ac) contra un antigeno (Ag) no estructural asociado con la
replicacion del virus, el Ag Asociado a la Infeccion Viral (Ag VIA), cuyo componente
principal es la ARN polimerasa o proteina 3D, altamente conservada entre los diferentes
serotipos, ha sido una herramienta util para monitorear programas de control y erradicacion,
como un indicador indirecto para la evaluaciéon de la actividad viral a nivel poblacional. Es
conocido que vacunas inactivadas contra el VFA pueden inducir Ac contra el Ag VIA, si bien
los niveles de estos Ac son muy bajos y su permanencia mas corta que en animales infectados.
Esta respuesta transitoria y variable se atribuye a la presencia de restos de la polimerasa viral
en el Ag vacunal, el cual seria antigénico y resultaria en la produccién de Ac contra el Ag VIA.

El método mas ampliamente utilizado para medir Ac contra el Ag VIA es la
Inmunodifusiéon en Agar Gel (IDAG). Este método es simple de realizar, pero su baja
sensibilidad y el uso de un Ag parcialmente purificado derivado de cultivos infectados con el
virus, llevo al desarrollo de otras metodologias.

Con el objeto de sobrellevar estos inconvenientes, se desarrollaron ensayos
inmunologicos capaces de detectar Ac contra proteinas no estructurales del VFA, para la
identificacion de animales infectados con el virus.

Las proteinas no estructurales, 3D y 2C, se expresaron en Escherichia coli, como
proteinas de fusion a glutation-S-transferasa (GST).

Se desarroll6 un método de ELISA en fase-liquida (ELISA-3D) capaz de detectar Ac
especificos contra la proteina 3D o RNA polimerasa del VFA. El ELISA-3D, fue capaz de
detectar Ac contra la proteina 3D en suero de bovinos luego de una infecciéon natural o
experimental, desde los 5 dias postinfeccion (dpi) hasta los 565 dpi, mientras que sueros de

bovinos provenientes de zona libre de Fiebre Aftosa, asi como sueros de referencia de bovinos



y porcinos infectados con diferentes virus ARN y ADN, fueron negativos, resultando en una
especificidad del 100%. Los resultados de la comparacion del ELISA-3D con la técnica de
IDAG y con un ELISA-VIA descripto previamente (Alonso y col., 1990), los que utilizan el
Ag VIA semipurificado, mostraron que el ELISA-3D es altamente sensible (95.2 %),
especifico (100%) y reproducible (C.V. 2.75 %). Los ensayos en sueros de animales
vacunados, mostraron una respuesta transitoria de Ac inducida por algunas vacunas.

La evaluaciéon del método de “Western blot” utilizando como Ag la proteina no
estructural 2C, mostré una reaccion positiva cuando se analizaron sueros de bovinos
infectados, mientras que sueros de bovinos de zona libre no mostraron ninguna reactividad. El
estudio de sueros de bovinos vacunados mostré 1/79 sueros con reactividad positiva para Ac
contra 2C.

Estos resultados indican que el método de ELISA-3D, es recomendable para ser
utilizado como método complementario en estudios seroepidemiolégicos para monitorear
actividad viral. La respuesta de Ac contra 3D inducida por la vacunaciéon en animales con una
o dos vacunaciones es transitoria. El aumento en la frecuencia de reacciones positivas luego de
la revacunacion, indica que para el monitoreo de actividad viral en planes de control bajo
vacunacion, es necesario considerar los parametros de reaccion postvacunal contra 3D para
una mejor interpretacion de los resultados obtenidos por éstas técnicas. Finalmente, el uso de
proteinas biosintéticas tiene ventajas en su estabilidad y pureza, evita el manejo de virus vivo y
provee una fuente consistente de Ag. La deteccion de Ac contra otras proteinas no
estructurales del VFA, como es el caso de 2C, proveeria un mayor grado de confianza en la

identificacién de animales infectados con VFA.

Palabras claves: virus de la Fiebre Aftosa, Ensayos inmunoenzimaticos, ARN polimerasa,

diagnostico diferencial entre infectados y vacunados, proteinas no estructurales recombinantes.



ABSTRACT

Foot-and-mouth disease virus (FMDV), an Aphtovirus of the Picornaviridae family, is
the causal agent of a highly contagious and economically important disease of cloven-hooved
animals. Differentiation between infected and vaccinated animals and the detection of carriers
animals are essential to evaluate the effectiveness of control and eradication campaigns.

Detection of antibodies against a non-structural antigen associated with the replication of
the virus, the virus-infection-associated (VIA) antigen, the main component of which is the
viral RNA polymerase or 3D protein, highly conserved among all serotypes, has been a useful
tool in monitoring control and eradication programmes, as an indirect indicator of viral activity
at the population level.

It is well known that inactivated vaccines against FMDV can induce antibodies against
the VIA antigen, although the levels of antibodies and their persistence are lower than in
infected animals. This transitory and variable response is attribuited to the presence of traces of
the viral polymerase in the vaccine antigen, which could be antigenic and result in the
production of antibodies against the VIA antigen.

The most widely used method for measuring antibody to the VIA antigen is the Agar Gel
Immunodiffusion (AGID). The method is simple to perform, but its low sensitivity and the use
of partially purified antigen derived from infected cell cultures, made necesary the
development of other methods.

With the aim of overcome this difficulties, immunochemical assays were developed, able
to detect antibodies against FMDV non-structural proteins for the identification of infected
animals with the virus.

Recombinant non-structural proteins, 3D and 2C, were expressed in Escherichia coli, as
fusion proteins with glutathione-S-transferase (GST).

A liquid-phase blocking sandwich ELISA assay (ELISA-3D) able to detect specific
antibodies to the 3D protein or RNA polymerase of FMDV was developed. The ELISA-3D,
was able to detect antibodies against the 3D protein in cattle sera after natural or experimental
infection as early as S days postinfection (dpi) and at later stages, 565 dpi, whereas sera from

naive cattle from the FMD free area as bovine and porcine reference sera raised against



different RNA and DNA viruses were negative, resulting in a specificity of 100%. Comparison
of the ELISA-3D with the AGID and the ELISA-VIA previously described (Alonso et al,
1990), which used the semipurified VIA antigen, shows that the ELISA-3D is highly sensitive
(95.2%), specific (100%) and reproducible (C.V. 2.75%). Assays in vaccinated cattle sera,
demostrated a transitory antibody response induced by some vaccines.

The evaluation of the “Western blot”, using as antigen the non-structural 2C protein,
shows a positive reaction with sera from infected cattle, whereas sera from naive cattle from
FMDYV free area did not react. One of 79 sera from vaccinated cattle shows a positive antibody
reaction against 2C.

The results obtained here indicate that the ELISA-3D method must be used as a
complementary method for seroepidemiological studies for monitoring viral activity. Antibody
response to 3D induce in vaccinated or revaccinated animals was transient. The increase in the
frequency of positive reactions after revaccination, suggest that to monitor viral activity in
control programmes under vaccination, it is necessary to take into account the parameters of
the post-vaccination anti-3D response, to make a better evaluation of the results obtained.
Finally, the use of bioengineered proteins has advantages such as stability and purity, it does
not require handling infective virus and provied a consistent source of antigen. The detection
of antibodies to other non-structural proteins, as 2C, provides confirmatory evidence for the

identification of FMDYV infected animals.

Keywords: Foot-and-mouth disease virus, Enzyme-linked immunosorbent assay, RNA
polymerase, differential diagnostic between infected and vaccinated animals, recombinant non-

structural proteins.
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I.- INTRODUCCION

1- La Fiebre Aftosa

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad viral, del grupo de las enfermedades
vesiculares de los animales, muy contagiosa, que afecta en forma natural a todas las especies
de pezuiia hendida, domésticas o salvajes, ocasionando importantes pérdidas en la produccion
y limitaciones en la comercializacion de productos derivados, en el mercado internacional. Se
caracteriza por la aparicion de fiebre y vesiculas, seguidas por el desarrollo de erosiones en el
epitelio del hocico, belfos, ollares, patas, pezones, ubres y pilares del rumen. Las especies
domeésticas principalmente afectadas son los bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. También son
susceptibles especies como llamas, antilopes, ciervos, jabalies y otros. En cuanto al hombre, se
han reportado dos casos en los que se confirm6 el diagnostico clinico por aislamiento del virus
y pruebas inmunologicas (Armstrong y col., 1967; Bauer, 1997).

La enfermedad fue descripta por primera vez en la Edad Media, en 1514, por
Fracastorius, quien describio un brote de la enfermedad en Italia, cuyas caracteristicas eran
similares a los actualmente producidos por el virus de la Fiebre Aftosa (VFA) (Fracastorius,
1546). Los animales rechazaban el alimento y presentaban vesiculas en las mucosas de la boca,
seguidas por erosiones en el epitelio podal, mostrando la mayoria de ellos una recuperacion.
Loeffler y Frosch, demostraron que la FA era causada por un virus filtrable (Loeffler y col.,
1898). Las caracteristicas de transmision, amplia distribucion, su alta contagiosidad y los dafios
que ocasiona al ganado y la economia pecuaria han determinado la adopcion de severas
medidas de prevencion a nivel internacional. La Oficina Internacional de Epizoétias (OIE) la ha
categorizado en el Grupo A de enfermedades de alto riesgo. Los mayores efectos,
generalmente en bovinos y porcinos, son debidos al deterioro fisico y productivo, mas que a
pérdidas por mortalidad. La mortalidad en bovinos adultos es generalmente menor al 5%, pero
puede alcanzar el 50% cuando la infeccion viral afecta el musculo cardiaco, particularmente en
animales jovenes (Geering y col., 1995). Sin embargo, el alto grado de morbilidad, las pérdidas
de productividad y las lesiones asociadas a infecciones secundarias constituyen un problema

importante para los productores ganaderos e industrias relacionadas (Morgan y col., 1980).



Las restricciones que esta enfermedad ocasiona en los mercados internacionales para la
exportacion de animales y productos derivados, asi como la implementacion de planes de

control y erradicacion, originan grandes pérdidas economicas.

1.1- Signos Clinicos

El periodo de incubacion de la enfermedad adquirida naturalmente es variable y depende
principalmente de la dosis y cepa de virus, la ruta de infeccion y el nivel de inmunidad
existente. Puede ser tan corto como 2 - 3 dias, o entre 10 - 14 dias en casos en que la dosis de
virus de exposicion es muy baja. Cuando la enfermedad es reproducida en forma experimental,
el periodo de incubacion puede ser de 18 - 24 horas.

El inicio de la enfermedad se manifiesta por fiebre elevada (40-42°C), y se acompaiia de
postracion grave y anorexia, seguido de aparicion de estomatitis aguda y dolorosa asi como un
notable descenso en la produccion de leche.

Hay sialorrea abundante, la saliva pende en forma de filamentos, y el animal produce un
chasquido tipico de los labios y mastica cuidadosamente. Pronto aparecen vesiculas y ampollas
de 1 a 2 cm de diametro en mucosa bucal, encias y lengua, las que se rompen al cabo de 24
horas dejando una superficie cruenta, dolorosa, que cura en una semana. Al mismo tiempo que
las lesiones bucales, aparecen vesiculas en las extremidades, sobre todo en las hendiduras de
las pezufias y en la corona. La rotura de las vesiculas produce grandes molestias y el animal
presenta cojera intensa.

La invasion bacteriana secundaria de las lesiones dificulta la curacion y afecta las
estructuras del pie. En ocasiones aparecen vesiculas en los pezones provocando mastitis
intensas.

En porcinos, los signos tempranos incluyen fiebre, inapetencia y dificultad para moverse.
Las vesiculas mas pronunciadas se observan en las extremidades, principalmente en el espacio
interdigital y en la corona. Estas causan claudicacion y dolor, principalmente si los animales se
encuentran en recintos con pisos duros. En las hembras se pueden observar vesiculas en los
pezones y en hembras prefiadas pueden ocurrir abortos. Hay una alta mortalidad en lechones
lactantes, con muerte subita sin presencia de lesiones, lo que muchas veces es el primer signo

de la enfermedad en los rebafios (Geering y col., 1995).
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En ovinos y caprinos la enfermedad suele ser leve y su importancia es sobre todo por el
peligro de transmision a bovinos. Sin embargo, se han registrado brotes epidémicos, en que los
ovinos y caprinos resultaron afectados con mayor severidad que los bovinos (Acha y col.,
1988, Geering y col., 1995). En pequefios rumiantes, las lesiones en boca suelen no ser
prominentes. Las vesiculas en boca tienden a ser pequeiias y curar rapidamente. Las lesiones en
pie son mas pronunciadas en la banda coronaria y en el espacio interdigital. Generalmente el
Unico signo notorio de la enfermedad en el rebafio es la claudicacion, pudiendo ocurrir

infecciones secundarias de origen bacteriano (Acha y col., 1988; Geering y col., 1995).

1.2- Patogenia y Transmision

La infeccion de animales susceptibles al VFA en el campo, ocurre principalmente a través
del tracto respiratorio superior, por inhalacion del virus. La especie mas susceptible es el
bovino, requiriéndose solamente 10 dosis infectivas cultivo de tejidos 50% (DICTso) para
establecer una infeccion por inhalacion (Donaldson y col, 1987). La cantidad de virus
necesaria para que ocurra una infeccion por via digestiva es mayor que la requerida para una
infeccion por aerosol (Morgan, 1993), siendo los porcinos la especie mas susceptible a la
infeccion por esta ruta. Burrows y col. (1981), encontraron que novillos alimentados con 10%7
UFP del VFA tipo O1 en el agua o en el alimento, en dos ocasiones con un intervalo de 7 dias,
no se infectaban. Mientras que, Sellers (1971), infectando bovinos por via oral con dosis de
10*® a 10%® DICTs, de VFA observé un 50% de infeccion. Una infeccion exitosa en porcinos
por la ruta oral, fue observada por Terpstra (1972), requiriéndose 10° a 10%° DICTso. La
infeccion es también posible por contacto del virus con lesiones en piel 0 mucosas.

La transmision de la FA es principalmente por contacto directo, especialmente durante la
etapa febril temprana, cuando el virus esta presente en sangre y en todos los 6rganos,
secreciones (saliva, leche, semen, lagrimas) y excreciones (orina, heces) (Morgan, 1993). La
dispersion del virus entre animales en contacto ocurre a través de virus presente en saliva y en
las lesiones podales, las que permanecen infecciosas por 9 - 11 dias luego de la infeccion inicial
(Bachrach, 1968, Scott y col., 1966).

La faringe y los nodulos linfaticos de la region son los sitios de replicacion primarios

(Burrows y col., 1981). Luego de la multiplicacion en este sitio, el virus alcanza los sitios de



replicacion secundarios que incluyen otros nédulos linfaticos, tejidos epiteliales lingual y podal,
y en menor medida glandula mamaria en las hembras. El musculo cardiaco también es un
organo secundario de importancia en animales jovenes, y en algunos casos puede provocar la
muerte (Bachrach, 1968).

El virus es excretado en altas cantidades en el aire expirado, en todas las secreciones y
excreciones (leche y semen), y de las vesiculas que se rompen. La excrecion del virus puede
comenzar 4 dias antes que los signos clinicos aparezcan, lo cual es de gran significancia
epidemiologica. La mayoria de las excreciones cesa entre los 4 - 6 dias luego de la aparicion de
las vesiculas, cuando se desarrolla una respuesta de Ac. El nivel de Ac neutralizantes se eleva y
el virus desaparece del torrente sanguineo, pero no necesariamente de los tejidos.

Con menor frecuencia el virus se difunde mecanicamente por via de productos
contaminados, vehiculos o personas (Morgan, 1993).

El virus en carcazas, suelo, lana, ropa y otros objetos puede persistir por largos periodos,
sirviendo como reservorio de la infeccion. El virus puede también ser transmitido por
intermedio de productos camicos, de alli las restricciones de los paises libres, a la importacion
de productos animales provenientes de paises donde la enfermedad es endémica. Durante el
preparado de carcazas a 4°C, el pH del tejido muscular baja a 5.3-5.7 dentro de las 72 horas,
causando la inactivacion del virus en el musculo. Sin embargo el rapido congelamiento de las
carnes frescas, detiene la produccion de acido lactico y el virus puede sobrevivir hasta 6 meses.
Los nodulos linfaticos, coagulos sanguineos en el bazo y médula osea a pesar de estar
proximos al tejido muscular, no se acidifican cuando el pH del musculo es de 5.5, pudiendo
tener un pH de 6.6. El virus ha sido recuperado de médula 6sea y de nodulos linfaticos de
carne congelada luego de los 6 meses. El VFA puede diseminarse de materiales contaminados
por diferentes medios, animales salvajes, pajaros, camiones, equipos de trabajo, asi como ropa
y personas. Se ha informado también la capacidad potencial de contagio de la enfermedad por

virus presente en el aire (Morgan, 1993; Sellers, 1971).

1.3- Estado Portador o “Carrier”
Una caracteristica del VFA, es su capacidad para establecer una infeccion persistente

inaparente. Los animales luego de la recuperacion clinica pueden convertirse en animales



portadores o “carriers”. El virus puede ser recuperado de liquido esofago faringeo (LEF) de
bovinos y otros rumiantes intermitentemente, luego de los 28 dias de ocurrida la infeccion, sin
presencia de signos clinicos de la enfermedad (Burrows, 1966, Sutmoller, 1968). El titulo viral
determinado en cultivos celulares es bajo y generalmente menor al nivel necesario para que
ocurra la transmisidn a animales susceptibles (Donaldson y col., 1989).

La infeccion persistente en bovinos y bufalos y en menor medida en ovinos y caprinos, es
una secuela de la infeccion clinica y subclinica, ocurriendo también en animales vacunados
luego de la infeccion, donde la replicacion del virus esta restringida a la region orofaringea por
los niveles protectores de Ac circulantes. Se ha sugerido que los bajos niveles de Ac podrian
colaborar con la aparicion de animales portadores (Rodriguez y col., 1995).

Muchos reportes de brotes de FA llevaron a creer que los animales convalecientes
pueden ser responsables de la infeccion de animales susceptibles en contacto. Esta pudo ser la
causa de la epidemia de 1922 - 1924 en el Reino Unido (Hedger y col., 1971) y parece explicar
la introduccion de la enfermedad en México por importacion de bovinos desde Brasil en la
década del 40 (van Bekkum, 1973). A la vez existen evidencias que refutan estas teorias
(Mohler, 1926) asi como las fallas en transmitir la infeccion bajo condiciones controladas a
animales susceptibles a partir de animales convalecientes (Rodriguez y col., 1995).

El trabajo de van Bekkum (van Bekkum y col., 1959; Sutmoéller y col., 1965) finalmente
demostro la persistencia del virus en el tracto respiratorio superior de bovinos convalecientes,
confirando la existencia del estado portador, quedando demostrado que el VFA puede
establecer una infeccion persistente y subclinica. Desde aqui, la toma de LEF usando el método
de la copa “probang” (Sutmoller y col., 1965) ha sido el método aceptado para la deteccion de
virus persistente en animales portadores. La region orofaringea y mas particularmente el
paladar blando fue sugerido por Burrows (1966) como el sitio de predileccion para la
persistencia del virus en el bovino, aunque éste puede ser recuperado de un nimero de 6rganos
y tejidos durante la convalecencia por cortos periodos de tiempo (Cottral, 1969; Prato Murphy
y col., 1994). En ovinos se determin6 que la region tonsilar es el sitio de mayor titulo y de mas
frecuente aislamiento (Burrows, 1968).

La duracion del estado portador esta relacionada con la especie. Los bovinos continian

excretando virus hasta 2.5-3 afios, los ovinos y caprinos lo hacen hasta 9 meses, y los bufalos
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africanos por lo menos hasta 5 afios (Burrows, 1968, Hedger, 1968; Condy, 1985, Pay, 1988).
En el caso de los cerdos, estos no liberan virus luego de los 28 dias postinfeccion (dpi) y como
consecuencia no se consideran portadores del virus (van Bekkum, 1973).

Existen evidencias de campo que la vacunacion de los bovinos reduce el establecimiento
de animales portadores en areas endémicas (Anderson y col., 1974).

Aunque el rol epidemiologico de los animales “carriers” no ha sido totalmente probado,
la replicacion del virus en los animales portadores es un factor importante en el mantenimiento
de la enfermedad representando un reservorio natural y una fuente potencial de variabilidad
viral, llevando a la aparicion de nuevas variantes virales en el campo (Salt, 1993). Cambios en
la virulencia del virus proveniente de animales portadores fueron descriptos por Sutmoller y
col., (1967, 1968), como asi también fueron reportadas variaciones en la antigenicidad (Fagg y
col., 1966, Gebauer y col.,, 1988). Estas nuevas variantes pueden escapar a la inmunidad

generada por las vacunas en el resto de la poblacion susceptible.

2- Distribucién Mundial de la Fiebre Aftosa

La situacion de la FA ha mejorado en algunas areas del mundo en los ultimos afios,
continua ausente en Oceania, siendo mas notable en Europa y algunos paises de América del
Sur. No obstante la enfermedad continia siendo endémica con altas prevalencias en muchos
paises de Africa, el Medio Este y Asia.

El control y erradicacion de la enfermedad en areas o paises libres se ha logrado a través
de estrictos programas de vacunacion y aplicacion del “rifle sanitario” (“stamping out™), el cual
consiste en la matanza de los animales infectados o expuestos, indemnizando el gobierno al
productor por los gastos ocasionados. Los animales muertos son enterrados o incinerados y se
procede a la desinfeccion del lugar. Luego de los treinta dias, se colocan en el lugar animales
susceptibles y si éstos no desarrollan sintomas asociados con la enfermedad, se puede repoblar
el area nuevamente con ganado susceptible. (Bachrach, 1968, Cottral, 1975).

En paises de América donde la FA es endémica, el control se basa en el uso de vacunas a
virus inactivado, con adyuvante oleoso, de larga inmunidad, tanto en rumiantes como en

porcinos. En el resto del mundo, la vacuna con adyuvante oleoso se aplica solamente en



porcinos, mientras que en los rumiantes se aplican vacunas con adyuvante acuoso, hidroxi-
saponinado (Kitching, 1998).

* En Europa la enfermedad ha sido erradicada, los unicos paises que han declarado focos
de FA durante la década del "90 han sido Italia, Bulgaria, Rusia, Grecia y Macedonia. En 1993,
se declararon 55 focos de FA en Italia, luego de la importacion de bovinos de origen
desconocido, la que fue erradicada en un periodo de 4 meses. Se han declarado focos unicos
en Bulgaria y Rusia en 1993. A mediados de 1994, se declararon focos en Grecia. La
vacunacion ha sido suspendida en Europa desde julio de 1991, manteniéndose una zona de
transicion (zona buffer) de vacunacion para prevenir la introduccion de la enfermedad desde el
Medio Oriente, a través de Turquia.

* En Africa la enfermedad es endémica, con altas prevalencias en la mayor parte del
continente. El tipo “O” es el mas frecuente en el norte y este del continente, el tipo “A” en el
oeste, centro y este, mientras que el tipo “C” no es comun. Solamente en Africa se observan
los tipos SAT(“South African Territory”) 1, SAT 2 y SAT 3. El tipo SAT 3 ocurre en un area
restringida del Sur de Africa, estando los otros dos distribuidos ampliamente, a excepcion del
norte del continente.

* En el Medio Este la enfermedad es endémica, observandose altas prevalencias, a
excepcion de Israel donde los focos son esporadicos. El tipo “O” es el mas comun, seguido por
los tipos “A”, Asia 1 y ocasionalmente “C”.

* En Asia la FA es endémica a excepcion de Indonesia, Japon, Korea y Singapur que han
estado libres de FA por un largo periodo de tiempo. Los serotipos “O”, “A” y Asia 1 son los
mas comunes en Asia mientras el tipo “C” esta restringido al continente Indico y las Filipinas.
En Taipei, Taiwan, Republica de China, se reportaron a la OIE, 3 focos de FA en marzo de
1997, siendo el agente causal el VFA tipo O1. Hasta ese momento, Taiwan, con una poblacién
de 14 millones de porcinos y una exportacion de 6 millones de carcazas a Japon, era libre de
FA desde el afio 1929. Como medida de control se aplico el rifle sanitario y un sistema de
vacunacion continua y sistematica de la poblacion susceptible.

* Tanto Norte y Centro América asi como las Islas del Caribe se encuentran libres de
FA. En Norte América los ultimos brotes ocurridos en Estados Unidos, Canada y México se

registraron en los afios 1929, 1952 y 1953 respectivamente.



* En Australia, pais libre de FA, la enfermedad no ocurre desde hace mas de 120 afios.
Se han observado brotes menores de la enfermedad, en los afios 1801, 1804, 1871 y 1872. El
ultimo de estos incidentes ocurrio en Victoria en 1872, cuando la enfermedad fue introducida
por toros importados desde Inglaterra, involucrando dos establecimientos antes de ser
erradicada. En Nueva Zelanda la enfermedad nunca se presento.

* La FA es endémica en pocos paises de América del Sur. Muchos han logrado un muy
buen control de la enfermedad o la han erradicado. Chile, Uruguay, Guyana, Surinam y
Guayana Francesa, asi como la Region Patagonica de la Argentina son libres de la enfermedad.
Tanto Argentina como Paraguay han sido declarados “libres de FA con vacunacién”, en mayo
de 1997. Bolivia ha declarado mas de 140 focos durante el afio 1996, si bien la incorporacion
de este pais al proyecto Regional de Cuenca del Plata modificara su situacion epidemiologica al
potenciar las acciones con la cooperacion de los paises de la region. En Brasil los estados de
Santa Catarina y Rio Grande do Sul no presentan focos de FA desde 1993, habiendo sido
declarados “libres con vacunacién” en Mayo de 1998 por la OIE. El estado de Parana no
presenta focos desde 1994, mientras que hacia el norte la enfermedad no se encuentra
controlada. Tanto Perti, Ecuador como Venezuela presentan la enfermedad. En Colombia la
enfermedad es endémica, salvo en la Region de "El Choc6", el cual ha sido declarado libre sin

vacunacion en mayo de 1997. Los serotipos actuantes en América del Sur son “A”, “O0” y “C”.

2.1- Ocurrencia de Fiebre Aftosa en Argentina

La Argentina cuenta con una poblacion de bovinos de 56.029.023 millones de cabezas, a
una tasa de extraccion anual para faena del 25% con un consumo interno de camme de 63 kilos
por habitante, ocupando un importante lugar a nivel mundial (SENASA, 1996). Por estas
razones la Sanidad Animal ha constituido desde siempre una preocupacion prioritaria en la
Argentina, sin embargo la presencia de FA restringié el ingreso a importantes mercados
internacionales. La lucha contra la FA a partir del afio 1989, requiri6 un marco legal especifico
otorgando autarquia al organismo de ejecucion de las politicas sanitarias y de una ley especifica
que trata la Erradicacion de la FA, creando un sistema zoosanitario inédito al involucrar a los

productores en una organizacion compuesta por 350 entes locales distribuidos en todo el pais
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con funciones administrativas de los recursos para la ejecucion de la vacunacion del 100% de
los bovinos y tareas de vigilancia epidemiologica.

Los paises limitrofes son Uruguay, Brasil, Paraguay, Bolivia y Chile. Es importante
destacar que las fronteras internacionales actuan como barreras naturales al tratarse de cadenas
montafiosas (La Cordillera de los Andes) y de rios caudalosos (Uruguay, Paraguay y Parana de
la Cuenca del Plata y Pilcomayo que limita con el resto de Paraguay), que impiden el paso
indiscriminado de animales que pudieran ser susceptibles a la FA. Por otro lado existen puestos
de control fronterizos, donde actua el Servicio Oficial. La situacion de los paises fronterizos

con respecto a la FA fue detallado anteriormente (Seccion 1.2), (Figura N° 1).
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Figura N°1: Situacion de los Paises limitrofes y resto de América del Sur .

Region de El Chocé,
Colombia, Libre si
vacunacion (1997

ibre con vacunacién (1998)
S. Catarina y R.G. Do Sul

Libre con vacunacion (1997)

La situacion respecto a FA de los paises con (*) se detallaron anteriormente (Seccion 2).
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En la Argentina, la FA fue detectada por primera vez en el afio 1865, con la importacion
de reproductores de valor genético. A partir de 1902 se establecio la declaracion obligatoria de
la enfermedad. La lucha organizada con base legal contra la enfermedad se inicid en el afio
1962, basandose en la vacunacion obligatoria. La vacuna utilizada era de produccion nacional
con adyuvante acuoso, hidroxisaponinada, realizandose la vacunacion cuatrimestralmente en la
especie bovina y semestralmente en la especie ovina. Si bien la cobertura vacunal era variable e
incompleta, la presentacion de la enfermedad con esta estrategia fue disminuyendo con un
registro de focos de 5000 (afio 1962) a un promedio de 1000 en la década del '80.

A partir de 1986 se incorpor6 la vacuna con adyuvante oleoso, de largo periodo de
inmunidad, iniciandose asi un nuevo ciclo con la implementacion del Plan de Control de la
Fiebre Aftosa 1990 - 1992 y posteriormente el Plan de Control y Erradicacion 1993 - 1997,
con las siguientes caracteristicas:

- Cambio de la vacuna en uso por la vacuna oleosa, de alta inmunogenicidad y
prolongado periodo de proteccion que permite vacunar a los animales adultos (mayores de 2
afios) una vez al afio y a los animales jovenes (menores de 2 afios) dos veces.

- Vacunacion a cargo de personal oficial del 100 % de la poblacion bovina.

- La Regionalizacion del pais a fin de preservar y ampliar zonas libres (Figura N°2)

- Un fuerte control en las barreras sanitarias entre diferentes regiones epidemioldgicas
dentro del pais.

- Atencion y saneamiento de los focos de la enfermedad registrados hasta abril de 1994,
adoptandose las medidas indicadas por la OIE.

- Control permanente en el movimiento de animales.

- Realizacion de estudios seroepidemiologicos a nivel nacional.



Figura 2: Plan de Control y Erradicacion 1993 - 1997. Regionalizacion.
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Desde 1997 la vacunacién sistematica se realiza unicamente a la especie bovina, las
demas especies susceptibles no se vacunan, estando contemplada su vacunacion solo en los
casos de emergencia. La misma se realiza con personal capacitado, tratandose de vacunadores
oficiales, ésta asegura una cobertura vacunal de la totalidad de los bovinos en un plazo de 60
dias calendario por periodo de vacunacion.

La vacuna utilizada en nuestro pais es elaborada por laboratorios privados, tratandose de
vacunas con adyuvante oleoso e inactivadas con un inactivante quimico de primer orden,
bietilenimina (BEI). La integran las 4 cepas oficiales de produccion que son provistas por la
Gerencia de Laboratorios del Servicio Oficial (O1 Caseros, A79 Argentina, A81 Castellanos
87, C3 Argentina 85).

La implementacion de un Plan de Control (1990 - 1992) y un Plan de Control y
Erradicacion (1993 - 1997) para la FA ha resultado en una disminucion en el nimero de focos,
(ultimo foco registrado en Abril 1994) (Figuras N°3 a-b), asi como de la prevalencia del virus
(Leon y col., 1994). La ausencia de casos clinicos, complementada con la informacion
relacionada a las estructuras de ejecucion del plan, la vigilancia epidemiolégica, y los
indicadores seroepidemiologicos permitieron a nuestro pais ser declarado “Pais Libre de Fiebre
Aftosa con Vacunacion” en Mayo de 1997 en la OIE, luego de cumplir 2 afios sin presencia
clinica de la enfermedad y constatarse la ausencia de actividad viral. Al sur del paralelo 42°, las
provincias de Chubut, Rio Negro y Tierra del Fuego son consideradas libres de FA, habiéndose
registrado el ultimo foco en 1968 en Tierra del Fuego que fuera terminado con "stamping out"
en ovinos y bovinos.

La situacion de Argentina como pais libre de FA con vacunacion exige un estricto
monitoreo de la circulacion viral para poder garantizar las condiciones necesarias para suprimir
la vacunacion. Esto hace necesario contar con herramientas que permitan continuar con la
vigilancia epidemiologica para la FA. El analisis de riesgo efectuado en Diciembre de 1997
(SENASA, 1997), indica que Argentina, implementando las acciones preventivas necesarias,
(control de fronteras y aeropuertos, grupos de emergencia entrenados, banco de vacunas
validado, etc), estaria en condiciones de levantar la vacunacion y modificar su estatus sanitario

a pais libre de Fiebre Aftosa.
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El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, referida a la FA, involucra métodos
directos e indirectos de vigilancia y seguimiento. Dentro de los métodos directos, se considera
la demostracion de ausencia de enfermedad clinica en bovinos, en especies centinelas, en
animales menores de un afio asi como la atencion urgente de la notificacion y sospecha.
Sumandose a esto la deteccion permanente de posibles portadores por pruebas “probang”
efectuadas en especies vacunadas, siendo hasta el momento todas negativas.

Dentro de los métodos indirectos tenemos: el método de ELISA en fase-liquida (F-L)
(Hamblin y col., 1986a, 1986b;, Fondevila y col., 1997, Smitsaart y col,, 1997) para la
deteccion de Ac en la especie que se vacuna masiva y sistematicamente (bovinos) a fin de
determinar los niveles de inmunidad poblacional conferidos por la vacuna, la deteccion de Ac
contra el Ag VIA (McVicar y col., 1970), por el método de Inmunodifusion en Agar Gel
(IDAG), a fin de determinar su prevalencia y en los ltimos dos afios la deteccion de Ac contra
proteinas no estructurales (PNE) por el método de “Western blot”, “Enzyme-linked
immunoelectrotransfer blot” (EITB) (Bergmann y col., 1993) y la evaluacion de animales
potenciales portadores por los métodos de la copa "probang" y PCR (Prato Murphy y col.,
1994). Desde 1997 se han incorporado al programa de vigilancia las especies susceptibles no

vacunadas (ovinos, camélidos, caprinos, porcinos).

3- La Prevencion de la Fiebre Aftosa

3.1- Vacunas contra Fiebre Aftosa

Entre los métodos empleados para controlar la FA, la vacunacion es el mas efectivo y ha
permitido la erradicacion de la enfermedad en numerosos paises. La gran mayoria de las
vacunas contra el VFA se basan en la utilizacion de virus inactivado por agentes quimicos.

En un principio, el VFA se obtenia del epitelio lingual de bovinos infectados que contenia
al agente en alta concentracion y en cantidades suficientes como para comenzar a producir
vacunas.

A principios de la década del ‘50, se desarroll6 un sistema para la produccién a gran
escala del antigeno (VFA) in vitro, utilizando cultivos de epitelio lingual bovino para la

formulacién de una vacuna (Frenkel, 1951). Este avance permiti6 la implementacion de
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programas de vacunacion en Argentina y en paises de Europa. El sistema presentaba ventajas
importantes para la época, como la simpleza de su ejecucion, los altos y constantes niveles de
produccion viral y el no requerimiento de adaptacion del virus al cultivo. Sin embargo este
método posee desventajas como la dificultad en el suministro de material de propagacion en
tiempo y forma, el material sobre el que se propaga el virus nunca es estéril, la dificultad en la
estandarizacion o normatizacion de la produccion (material proveniente de varios miles de
animales en “batch™) y sobre todo la posibilidad de transmision de agentes ubicuos o de dificil
caracterizacion (ej. BSE en el Reino Unido), para el cual seria una via de transmision. Por ello
hoy, este método ha sido eliminado como proceso de produccion de vacuna.

En la década del ‘60, se desarrollaron métodos basados en la produccion del VFA en
cultivos de células crecidas en monocapas, en principio se utilizaron cultivos primarios de rifion
bovino y mas tarde cultivos de lineas celulares como rifion de hamster (BHK-21), que son los
mas utilizados en la actualidad (Mowat y col., 1962). Las lineas celulares IBRS-2 (células de
rifién porcina) y HmLu (células de pulmén de hamster) también fueron adaptadas al
crecimiento en suspension y son eficientes productoras del VFA.

En 1926 se demostré que el VFA podia ser inactivado con formaldehido sin perder su
capacidad inmunizante (Vallée y col., 1926). Sin embargo, éste presenta la desventaja que la
cinética de inactivacion no es de primer orden, existiendo el riesgo de que persista una fraccion
de virus residual no inactivado (Brown, 1963). Las azirinas, en cambio, presentan una cinética
de inactivacion de primer orden, rapida y su accion sobre las proteinas del virus es minima
(Brown y col., 1963; Bahnemann, 1975). Actualmente el procedimiento mas usado para la
inactivacion es el agregado de BEI (Bahnemann, 1975, 1990).

Dado que el virus inactivado presenta baja inmunogenicidad, es necesario el agregado de
adyuvantes. Comercialmente solo 3 adyuvantes son utilizados para la produccion de vacunas
contra el VFA: hidroxido de aluminio, saponina y emulsion oleosa. Las primeras vacunas que
se desarrollaron fueron acuosas, que utilizan hidroxido de aluminio y/o saponina. Estas
vacunas conferian inmunidad por un periodo no mayor a cuatro meses. El reemplazo de estos
adyuvantes por el adyuvante de tipo oleoso, como el adyuvante de Freund (Freund y col,,
1945), donde el Ag es emulsificado en un aceite mineral, confirié una inmunidad mas efectiva y

de mayor duracion en bovinos (Rivenson y col., 1982; Sadir y col., 1988). El adyuvante oleoso



es actualmente aceptado en las vacunas comerciales y esta formulacién permitié que la
frecuencia de vacunacion se redujera a dos veces por afio, en lugar de tres, en animales
menores de 2 afios y a una Unica vacunacion en animales mayores de 2 afios (Fondevila y col,,
1991; Ledn y col., 1994).

En la dltima década se han realizado importantes progresos para identificar la secuencia
nucleotidica del genoma viral y la composicion de aminoacidos (aa) de las proteinas
relacionadas. La introduccion de las tecnologias de ingenieria genética ha focalizado los
estudios hacia el desarrollo de vacunas a virus vivo modificado, recombinantes, y a péptidos
sintéticos.

A pesar de los esfuerzos realizados para el desarrollo de un VFA modificado, las cepas
obtenidas revertian a su virulencia original. Otra de las limitaciones consistia en que la
atenuacion no se lograba en todas las especies susceptibles (Mowat y col., 1961 - 1964). En el
VFA, existe evidencia que la cadena poli-C estaria asociada con la virulencia, por tanto esto
serviria de base para el disefio de virus modificado (Parisi y col., 1985), si bien los resultados
obtenidos hasta el momento no son alentadores.

En los estudios realizados para el desarrollo de vacunas recombinantes, se ligo la
secuencia de ADN que codifica para VP1, (VFA tipo Al2), a un plasmido que expresa una
proteina quimérica en el sistema operon-triptofano de Escherichia coli (E. coli), obteniéndose
buenos niveles de Ac neutralizantes y proteccion al desafio, demostrando que la proteina era
efectiva en montar una respuesta inmune especifica (Kleid y col., 1981), si bien se necesitaron
de 100 a 1000 veces mas Ag para obtener una respuesta inmune similar a la producida por el
virién completo. Resultados mas alentadores se han obtenido utilizando una proteina de fusion
expresada en el virus “vaccinia”, correspondiente a los aa 142-160 de la VP1 del VFA tipo Ol
Kaufbeuren (O1K) junto con el “core” del virus de la Hepatitis B, resultando mas
inmunogénico que el péptido solo. La capacidad de producir Ac neutralizantes en cobayos fue
comparable con la del virion completo (Clarke y col., 1987).

Con el objeto de desarrollar una vacuna que reprodujera la estructura tridimensional de
todos los sitios antigénicos del VFA, se realizaron experimentos con capsides virales vacias
para los serotipos A, O y C, utilizando como sistemas de expresion bacterias o células de

insecto. El potencial de estas vacunas esta siendo evaluado y recientemente se ha informado
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que las capsides vacias resultaron inmunogénicas para cobayos y cerdos (Grubman y col.,
1993).

Otra estrategia para el desarrollo de vacunas ha sido la utilizacion de péptidos sintéticos
como herramienta para la localizacion de sitios antigénicos relevantes al VFA. Los mismos
actuan como inmunogenos efectivos si contienen sitios de reconocimiento de los linfocitos B
(epitopes B) para la induccion de Ac asi como también sitios capaces de activar a las células T
colaboradoras (epitopes T) con los linfocitos B (Mitchinson, 1971).

Las ventajas de estas vacunas son su mayor estabilidad, debido a que tienen un menor
requerimiento de refrigeracion que las particulas virales inactivadas que mantienen su
integridad antigénica, y son mas seguras ya que no requieren el manejo de virus vivo para su
elaboracion.

A pesar de las numerosas investigaciones, en la actualidad ain no se dispone de vacunas

de este tipo para su uso comercial.

4- Virus de la Fiebre Aftosa

El VFA pertenece a la familia Picornaviridae, género Aftovirus . Es el agente causal de
una de las enfermedades virales mas importantes que afecta al ganado de pezufia hendida
ocasionando importantes pérdidas econémicas (Bachrach, 1968). Existen siete serotipos del
VFA, A, C, O, SAT 1, SAT 2, SAT 3, y ASIA 1, no existiendo reaccion cruzada entre ellos.
Los serotipos pueden ser ademas divididos en mas de 67 subtipos (Bachrach, 1968, 1977).

4.1.- Caracteristicas de los Picornavirus

La familia Picornaviridae incluye virus con un genoma constituido por una molécula de
acido ribonucleico (ARN), de cadena simple, de polaridad positiva, y de naturaleza infecciosa.
Su nombre de pico (muy pequeiio) “RNA” virus, se debe a que es uno de los virus ARN de
menor tamafio conocido.

La familia Picornaviridae esta dividida en 5 géneros y un grupo de virus no clasificado

(Cooper y col., 1978, VIth ICTV Report, 1996).



- Género Enterovirus:
Especies: Enterovirus Bovino, Humano, Porcino y del Simio, Coxsackievirus Humano,

Echovirus Humano, Poliovirus.

- Género Rinovirus:

Especies: Rinovirus Humano y Bovino.

- Género Hepatovirus:

Especie: Hepatitis A, Hepatitis A del Simio.

- Género Cardiovirus:
Especies: Virus de Encefalomiocarditis (cepas: Columbia SK, mengovirus, Elberfield del

raton), Poliovirus del Raton y Virus Vilyuisk.

- Género Aftovirus:

Especies: Virus de la Fiebre Aftosa, Rinovirus Equino.

- Virus No Clasificados en la Familia:
Especies: Virus de la Paralisis del Grillo (cricket paralysis virus), Virus de Drosophila C, Virus

de Gonometa.

Los grupos se diferencian por sus propiedades fisicoquimicas y seroldgicas, como
también por las caracteristicas propias de la infeccion que producen en los hospedadores
susceptibles. Cada género se divide en tipos y subtipos mediante la caracterizacion de sus Ag

de superficie (Cooper y col., 1978; Sangar, 1979).



4.2.- Biologia del Virus de la Fiebre Aftosa

4.2.1- La Particula Viral

El VFA tiene una capside no envuelta, con un diametro de 28 nm. Tiene un coeficiente
de sedimentacion de 146 Svedvergs (S) y una alta densidad en cloruro de cesio (1.43 - 1.45
g/cm’). Es inestable a pH éacido y a alta temperatura (Rueckert y col., 1984). El ARN, de
polaridad positiva, que actia como ARN mensajero, tiene un peso molecular de 2,7 x 10°
daltons (Da), un tamafio aproximado de 8500 nucledtidos (Bachrach, 1977, Forss y col., 1984,
Belsham, 1993) y un coeficiente de sedimentacion de 35 S.

La capside esta constituida por un grupo de cuatro proteinas estructurales denominadas
VP1, VP2, VP3 y VP4, cada una de las que se encuentra en sesenta copias (Cooper y col.,,
1978), producidas por clivaje post-traduccional de un precursor comin terminal (Sangar,
1979; Belsham, 1993). El virion contiene ademas una o dos copias minoritarias de VPO
(precursor VP2 - VP4) y una copia de la ARN polimerasa (Newman y col., 1994).

Los pesos moleculares (PM) de las proteinas VP1, VP2 y VP3 son 23.2, 246 y 242
Kilodaltons (kDa), lo que hace dificil su separacion en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE),
mientras que la masa de VP4 es de 8.5 kDa (Rueckert, 1985; Boothroyd, 1981).

La estructura tridimensional de la capside ha sido determinada por la técnica de
cristalografia de rayos X, revelando una estructura icosaédrica de simetria 5:3:2 (Fields, 1985).
Cada cara del icosaedro esta formada por pentameros, 5 trimeros de VP1, VP2 y VP3, que
constituyen las particulas 12S. Se observa claramente que las proteinas VP1, VP2 y VP3 se
hallan expuestas y son fosforiladas, mientras que la proteina VP4 se localiza internamente en
relacion al ARN viral y estd unida a acido miristilico en su extremo amino terminal (N-

terminal) (Acharya y col., 1989).
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Figura N°4: Representacion de la estructura a nivel atémico de la capside del VFA O1K.
En azul se muestran los residuos de VP1, en verde los de VP2 y en rojo los de VP3. Las esferas
punteadas de color azul situadas en la superficie del virién corresponden a los aa 133-158 de VPI

(Acharya y col., 1989).
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Se ha observado que VP1, VP2 y VP3, aunque tienen secuencias aminoacidicas
diferentes, adoptan la misma configuracion espacial de “barril B”. Dicha estructura consiste en
ocho cadenas con estructura secundaria de lamina ubicadas unas sobre otras y conectadas entre
si por bucles o “loops”, que sobresalen de la superficie, y por lo tanto quedan expuestas al
medio externo. Las cadenas 3 forman las paredes del barril y se identifican con letras (A, B, C,
etc.). Los “loops” se denominan seguin las letras de las cadenas 3 que conectan, asi el “loop”

G-H conecta las cadenas G y H. (Acharya y col., 1989).

Figura 5: Representacion esquematica de la estructura “barril 3” adoptada por VP1,
VP2 y VP3.
Las hojas plegadas B estan representadas por flechas e identificadas por letras (B a I). Las estructuras

en forma de hélice a se representan como cilindros (Hogle y col., 1985).
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La estructura de este “loop” G-H ha sido resuelta por adicion del agente reductor
ditiotreitol a los cristales (Logan y col., 1993). La disociacion de estos puentes disulfuro entre
la Cys 134 de 1D y la Cys 130 de 1B le permite al “loop” adoptar una estructura mas estable
en el cristal. Otra caracteristica dentro de la region 140 - 160 de 1D es la presencia del triplete
RGD (Arginina - Glicina - Acido Aspartico) localizado en las posiciones 145 - 147, el cual se
encuentra fuertemente conservado entre serotipos y representaria el sitio de unién del virus a la
célula blanco. Se ha sugerido que la alta variabilidad de los residuos que flanquean la regién
RGD permiten la conservacion de este triplete mientras ocurren cambios antigénicos (Fry y
col., 1990).

El analisis de los sitos antigénicos de los Picornavirus ha sido realizado utilizando
paneles de Ac monoclonales seroneutralizantes para seleccionar mutantes resistentes a la
neutralizacién. El andlisis de las secuencias de estos mutantes ha permitido identificar
diferentes “clusters” de residuos dentro de cada sitio antigénico, los que se encuentran dentro
del area de contacto de los Ac con el virus. Asi, se han identificado 4 sitios antigénicos para el
VFA tipo O1 K, dos de los cuales se encuentran ubicados en VP1. El sitio 1 esta formado por
los residuos 144-151, dentro de la region 140-160 (“loop” G-H), junto con el residuo 208
cerca del extremo carboxiterminal (C-terminal) de VP1. El sitio antigénico 3, se encuentra en
el “loop” B-C de VPI, involucrando la secuencia entre los residuos 42 - 47. Ademas de estas
regiones, se han identificado otras regiones que involucran epitopes conformacionales de otras
proteinas de la capside. Estas incluyen, el sitio 2 en el “loop” B-C de VP2, involucrando los
residuos 72-77 junto con el residuo adyacente 131 (“loop” E-B) y el sitio antigénico 4 que
incluye los residuos 56 - 58 de VP3, dentro de esta proteina. El andlisis de otras cepas del

VFA, han demostrado una distribucion similar de los sitios antigénicos.

4.2.2- Estructura del genoma del VFA

El VFA posee una cadena simple de ARN, la cual esta poliadenilada en el extremo 3’
(poli A) y unida covalentemente a una proteina viral de pequefio tamafio, VPg, también
denominada 3B, en el extremo 5°. Una caracteristica del genoma del VFA, compartida con los
Cardiovirus, es la presencia de un tracto de residuos de citidinas, denominado poli-C,

localizado aproximadamente hacia los 400 - 500 nucleétidos del extremo 5’ no codificante. El



tamafio del poli-C es homogéneo dentro de la misma cepa viral, pero varia en longitud entre
diferentes aislamientos (alrededor de 100 y 170 residuos). La funcién del poli-C es
desconocida, si bien se ha intentado relacionar el tamafio de este segmento con la virulencia
(Rueckert, 1985; Belsham, 1993).

El genoma es usualmente dividido en cuatro regiones codificantes, denominadas L, P1,
P2 y P3 y contiene ademas una region no codificante, de aproximadamente 720 bases, cerca
del segmento poli C. Dentro de esta region no codificante, se encuentra la estructura
denominada secuencia interna de entrada del ribosoma (IRES), la que comprende cerca de 435
bases inmediatamente “upstream’ (rio arriba) del primer codén AUG de iniciacion (Belsham y
col., 1990; Kuhn y col., 1990).

El genoma contiene un unico marco de lectura abierto, que codifica para una
poliproteina de PM 258,9 kDa y de 2332 nucledtidos (Forss y col., 1984). La poliproteina
completa nunca es observada dentro de las células infectadas debido a que ocurre una serie de
procesos proteoliticos extremadamente rapidos, probablemente mientras la traduccion esta
ocurriendo, que dan lugar a 4 productos primarios, L, P1, P2 y P3 (Belsham, 1993).

El precursor P1 dara lugar a las proteinas de la capside o estructurales, mientras que P2
y P3 son los precursores que luego de ser procesados daran lugar a las proteinas no
estructurales, involucradas en la replicacion del ARN viral (Belsham, 1993).

Existen dos sitios de iniciacion de la traduccion, separados por 84 nucleétidos. Los dos
codones de iniciacion AUG, se encuentran en el mismo marco de lectura y resultan en dos
formas diferentes de la proteina L o "Leader”, ubicada en el extremo 5° del precursor de la
capside (P1). El analisis de la secuencia nucleotidica ha revelado que estos dos codones de
iniciacion estan presentes en los 7 serotipos y aunque el primer codon AUG (al inicio de la
proteina Lab) no esta siempre en un contexto para iniciar eficientemente, ambas formas, Lab y
Lb, que han sido detectadas en una reaccion de traduccion in vitro y en células infectadas. Las
2 formas diferentes, Lab (PM 23 kDa) y Lb (PM 16 kDa), tienen actividad de proteasas y se
autoclivan en frans del extremo N-terminal del precursor de la capside entre un dipéptido K-G
(Lisina-Glicina). Ambas también inician el clivaje de la subunidad p220 del factor de iniciacion

eucariotico ribosomal, eIF-4F, resultando en la inhibicion de la sintesis proteica celular sin



afectar la transcripcion del ARN mensajero viral, la que puede ocurrir en presencia de p220
clivado (Belsham y col., 1990; Porter, 1993)

Hacia el extremo 3’, sigue la region P1, que codifica para las cuatro proteinas
estructurales, VP4, VP2, VP3 y VP, también conocidas como 1A, 1B, 1C y 1D
respectivamente, que van a constituir las subunidades de la capside viral o protémeros. Luego
siguen las regiones P2 y P3, que codifican para las proteinas no estructurales o funcionales
involucradas en la replicacion (Belsham, 1993).

La region P2, codifica para la proteina 2A, con actividad de proteasa. Esta es de
solamente 16 aa de longitud entre el extremo C-terminal de 1D y el N-terminal de 2B, aun asi
se cliva en el extremo C-terminal de la region 2A, entre el precursor de la capside (P1-2A) y el
dominio replicativo de la proteina 2BC-P3, en la uniéon 2A/2B. Esta actuaria solamente en cis y
luego seria clivada de la proteina de la capside 1D por otra proteasa, 3C (Ryan Martin y col.,
1991).

Las funciones de las proteinas codificadas por las regiones 2B y 2C ain no son bien
conocidas. La proteina 2C y su precursor 2BC, estarian formando parte de un complejo
proteico de replicacion asociadas a membranas de vesiculas inducidas por el virus, formadas de
membranas del reticulo endoplasmatico rugoso, siendo la presencia de las vesiculas y de la
proteina 2C un prerequisito para la sintesis del ARN viral. El precursor 2BC estaria
involucrado en la proliferacion de las membranas llevando a la formacién de las vesiculas. La
proteina 2C y su precursor 2BC, se unirian al ARN viral y unirian a éste a las membranas
vesiculares, esta union seria via el precursor 3AB. Este complejo proteico anclaria al ARN
viral para proveer la organizacion espacial correcta necesaria para la replicacion (Bienz y col.,
1990). La funcion de 2C pareceria ser la de una helicasa, involucrada en la separacion de las
cadenas del ARN viral durante la replicacion.

A partir de P3 se obtienen, 3B, también conocida como VPg, un pequefio péptido unido
covalentemente via tirosina al extremo 5°'del ARN “full length” y de las cadenas nacientes de
ARN. Esta proteina 3B puede aparecer en 3 formas en el VFA. La especie 3B1 es de 23 aa de
longitud, mientras que 3B2 y 3B3 tienen 24 residuos, las tres han sido identificadas unidas al
ARN viral en los viriones (King y col., 1981). Se ha observado también que VPg jugaria un rol
en la sintesis del ARN viral.



El precursor 3AB, altamente hidrofobico, actuaria en el anclaje del ARN viral a las
membranas asociado con 2C, asi como precursor de VPg (Porter, 1993).

La region 3C codifica para una proteasa, con una funcién critica como la enzima
responsable de la mayoria de los clivajes que llevan a la maduracion de la poliproteina
precursora, excepto por el clivaje de VPO en VP4 y VP2, el cual ocurre por un mecanismo
desconocido durante la encapsidacion del ARN viral. La 3C también induce el clivaje
especifico de la histona H3 in vivo (Porter, 1993). Debido a que la parte deleteada de la
histona H3 esta en la region N-terminal, correspondiente al supuesto dominio regulatorio de la
cromatina transcripcionalmente activa, pareceria probable que este clivaje especifico esté
relacionado con la severa inhibicion de la transcripcion del ARN de la célula huésped,
observada en células infectadas con el VFA.

La region 3D codifica para la ARN polimerasa - ARN dependiente, la cual tiene regiones

de homologia con todas las ARN y ADN polimerasas (Porter, 1993).
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4.2.3- Ciclo de replicacion del VFA

El ciclo infeccioso del VFA es un proceso rapido que culmina en aproximadamente 2
horas y media. La infeccion en cultivos celulares comienza con la adsorcion del virus a la
célula, es un proceso reversible, y esta gobernada por fuerzas electrostaticas, requiriendo de la
presencia de iones bivalentes, Ca® y Mg, Se ha observado que el agente quelante etilen-
diamin-tetra-acetato de sodio (EDTA), inhibe la adsorcion del virus a la célula. La adsorcion es
dependiente de la temperatura, con una energia de activacion de 6000 cal/mol (Bachrach,
1968). A 2°C o 4°C el virus permanece unido a la célula y puede ser liberado por tratamiento
con EDTA sin destruir las células (Bachrach, 1968). A altas temperaturas, el virus adsorbido,
penetra a las células por una reaccion de primer orden y una energia de activacion de 24000
cal/mol.

La proteina viral VP1, altamente conservada en todos los serotipos, estaria involucrada
en la union del virus al receptor celular. Como se comentd anteriormente, la secuencia RGD
del “loop” G-H dentro de VP1, representaria el sitio de union del virus a la célula blanco. Se ha
observado que este mismo tripéptido RGD, es importante en la unién de proteinas de la matriz
extracelular a varias integrinas (Hynes, 1992), especulandose que una integrina seria el
receptor del VFA en la superficie celular, si bien no se puede descartar la posibilidad de que el
virus use otros receptores. Ademas de unirse a sus propios receptores, algunos virus pueden
infectar células a través de los receptores Fc en presencia de IgG especificas del virus. La
formacion de complejos Ag-Ac para el VFA, permiten al virus infectar células uniéndose a los
receptores Fc expresados en las células a infectar (Mason y col., 1993).

El mecanismo por el cual el genoma viral ingresa a las células e inicia la infeccion es un
proceso de endocitosis mediado por el receptor. Se ha demostrado que el medio acido de los
endosomas proporcionan el medio necesario para la ruptura del virus en las subunidades
proteicas de coeficiente de sedimentacion 1285, independiente de algun otro mecanismo, ya que
el virus es capaz de disociarse a pH menor que 7, dejando el ARN genomico disponible para
iniciar la replicacion (Carrillo y col., 1984, 1985).

La replicacion del genoma viral ocurre en el citoplasma celular, por la accion de la ARN
polimerasa-ARN dependiente, e involucra la sintesis de cadenas complementarias de polaridad

negativa, que constituye el templado para la sintesis de cadenas de ARN de sentido positivo. El



proceso de sintesis de cadenas de ARN de sentido positivo, lleva a la formaciéon de un
intermediario replicativo, compuesto de dos cadenas de ARN, el cual esta asociado al reticulo
endoplasmatico liso (Sangar, 1979).

Luego de la infeccion de las células con el VFA, se produce la inhibicion de la sintesis de
ARN vy proteinas celulares como se detalld anteriormente (Belsham, 1993). El producto
primario de la traduccion es una poliproteina que corresponde a la totalidad de la region
codificante. La poliproteina completa nunca es observada dentro de la célula infectada, debido
a que los primeros clivajes tienen lugar durante la traduccion, originando las 4 proteinas
precursoras primarias (L, P1, P2 y P3). Las mismas a través de clivajes secundarios, mediados
por proteasas virales, generaran las proteinas estructurales y las proteinas no estructurales que
se encuentran en células infectadas.

Finalmente tiene lugar el proceso de empaquetamiento de las particulas virales. La
entrada de la molécula de ARN en la procapside (particula vacia), resulta en la formacion del
virion maduro de 146S (Harris y col., 1990), involucrando el clivaje de casi la totalidad de
cadenas VPO para dar VP4 y VP2, lo que lleva al reordenamiento de la capside viral y
constituye el Gltimo paso de la maduracion viral (Rueckert, 1976). El ciclo culmina con la lisis

celular y la liberacion de las particulas virales al medio externo.

5- Respuesta Inmune

La respuesta inmune al VFA se manifiesta principalmente a través de una respuesta de
Ac neutralizantes contra las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3, no reconociendo
practicamente a VP4, ya que ésta es una proteina interna.

La infeccion de bovinos susceptibles con el VFA, resulta en un rapido aumento de los Ac
neutralizantes en el suero, el cual puede ser detectado desde los 3-4 dias post-infeccion. Esta
respuesta temprana comprende Ac del tipo IgM e IgA, es cruzada entre serotipos y alcanza el
pico entre los 10 y 14 dias antes de declinar a un nivel basal dentro de los 30-40 dias (Salt,
1993). Luego ocurre un cambio en los isotipos y aumenta la respuesta de Ac, especifica del
serotipo, siendo ésta del tipo IgG, con titulos de IgA detectables. Las inmunoglobulinas del
tipo IgG1 se detectan a los 4-7 dias post-infeccion y son altamente especificas del serotipo

infectante. El desarrollo de esta respuesta serologica coincide con la resolucion de las lesiones,



terminacion de la viremia y reduccion en la excrecion de virus. Los Ac neutralizantes alcanzan
un pico cerca de los 28 dias y permanecen con titulos equivalentes a proteccion de por vida
para el serotipo contra el cual se han infectado, siendo susceptibles a los otros serotipos
(Garland, 1974).

En comparacion con la respuesta luego de una infeccion, la vacunacion de los bovinos
con vacunas inactivadas induce una respuesta protectiva de vida corta, la cual dura no mas de
3-6 meses luego de una Unica vacunacion. Luego de la primovacunacion, existe una respuesta
temprana de Ac neutralizantes del tipo IgA e IgM, similar a la inducida por la infeccion, pero el
desarrollo del pico de Ac esta retrasado (Abu Elzeim y col., 1981).

Los temmeros recién nacidos provenientes de madres vacunadas poseen Ac circulantes
protectores IgG; pocas horas después de ingerir el calostro. Varios autores han demostrado
que una cantidad adecuada de Ac conferidos a través del calostro protegen a los terneros
jovenes contra la infeccion hasta la edad de 2-4 meses (Sadir y col, 1988).

Se ha demostrado también que existe una correlacion entre los titulos de Ac
neutralizantes y proteccion a la infeccion conferida por vacunas inactivadas (Pay y col., 1992a,
1992 b).

En cuanto a la respuesta inmune celular en los animales infectados, las evidencias son
controvertidas ya que es dificil detectar la presencia de células T colaboradoras especificas
mediante pruebas de linfoproliferacion.

Se ha observado que la respuesta T celular antigeno-especifica, juega un importante rol
en la regulacion de la induccion y expresion de la respuesta inmune humoral frente al VFA. La
regulacion de esta respuesta de Ac es dependiente de la estructura de los sitios antigénicos del
virus y de la presencia de epitopes Th, si bien una respuesta Th-independiente ha sido descripta
(McCullough y col., 1992). Piatti y col. (1991), han demostrado que la respuesta contra el
VFA es solamente Th-dependiente cuando bajas dosis de Ag estan presentes. Este trabajo fue
realizado en ratones, y no es conocido si una situacion similar podria ocurrir en bovinos.
McCullough y col. (1992), observaron que la mayor respuesta inmune protectiva contra el
VFA pareceria requerir de una opsonizacion dependiente de Ac especificos del virus. La

fagocitosis del virus se veria mejorada con la formacion de estos complejos virus-Ac de



apropiada especificidad y afinidad, mediado por las células fagocitarias del sistema reticulo-
endotelial.

Se ha descripto también la existencia de células T citotoxicas capaces de lisar las células
infectadas en cultivos de linfocitos de bovinos vacunados, aunque el rol de estos mecanismos

no ha sido completamente establecido (Amadori y col., 1992).

6- Diagnostico de Fiebre Aftosa

Los sintomas y lesiones clinicas de las distintas enfermedades vesiculares (FA,
Estomatitis Vesicular, Enfermedad Vesicular del Cerdo, Exantema Vesicular) son tan
parecidos que resulta casi imposible llevar a cabo un diagnostico diferencial entre las distintas
enfermedades vesiculares a partir de la sintomatologia clinica, siendo necesaria la confirmacion
laboratorial (Geering y col., 1995).

El diagnostico y caracterizacion de los virus responsables de los brotes de la enfermedad
supone un requisito imprescindible para la puesta en marcha de las medidas preventivas, la
eventual eleccion de una vacuna y la determinacion de la procedencia del virus (Manual of
Standards, OIE, 1992).

La necesidad de un diagndstico rapido y seguro se impone debido a la alta contagiosidad
de las enfermedades vesiculares, especialmente FA. La rapidez en detectar los brotes de la
enfermedad a campo a través de un diagnostico de laboratorio es importante para el buen
funcionamiento de los programas de erradicacion, asi como soporte de la vigilancia
epizootioldgica.

Si bien el nimero de focos ha sido y es un indicador directo de la situacion
epidemioldgica de la enfermedad, en regiones que se encuentran bajo planes de vacunacion,
como lo es Argentina, donde la aparicion de focos no es evidente (Gltimo foco registrado: abril
1994), los estudios epizootioldgicos utilizando métodos indirectos resultan de utilidad para la
evaluacion de la actividad viral. La identificacion de animales infectados permite realizar
estudios prospectivos y retrospectivos y tomar medidas correctas a fin de controlar y disminuir
la actividad viral (Fondevila y col., 1992; Leon y col., 1994).

El diagnostico consiste tanto en la deteccion del virus o del Ag viral y su tipificacion,

como en la deteccion de Ac. Nuevos métodos han sido desarrollados para la identificacion del



ARN viral en tejidos infectados asi como para generar suficiente ADN complementario

(ADNCc) de muestras clinicas para los estudios de secuenciacion.

6.1- Deteccion del Virus de la Fiebre Aftosa

6.1.1- Aislamiento viral

Hasta 30 afios atras, el método utilizado para el aislamiento viral era la inoculacion de
ratones lactantes de 7 dias de edad con la suspension original de la muestra sospechosa
(generalmente tejido epitelial procesado), por via intraperitoneal, observandose paralisis o
muerte de los ratones luego de 2-5 dias postinoculacion. Generalmente era necesario realizar
un alto nimero de pasajes antes de observar muerte de los ratones inoculados o producir
suficiente Ag viral para dar un resultado positivo por Fijacion de Complemento (FC).

Posteriormente, monocapas de diferentes cultivos celulares han sido utilizadas para el
aislamiento de cepas de campo del VFA, mostrando una sensibilidad mayor que los ratones
lactantes asi como una identificacion mas rapida.

En la actualidad la deteccion de virus se realiza en muestras de LEF con el método de la
copa “probang” (van Bekkum y col., 1959; Sutmoller y col., 1965), siendo el método aceptado
para la deteccion de infecciones persistentes por el VFA (Hedger y col., 1971). Si bien la
técnica es poco sensible, laboriosa y costosa, aun sigue siendo utilizada. Se ha mejorado la
sensibilidad del sistema original incluyendo el pretratamiento de las muestras de LEF con
triclorotrifluoroetano (TTE) antes de la inoculacion en cultivos de tejidos, que rompe los
complejos Ag-Ac en los fluidos (Sutmoller y col., 1967) y con el uso de cultivos primarios de
tiroides bovina resultando ser el sistema de deteccion mas sensible, de gran utilidad para la
deteccion y amplificacion del virus (Donn, 1994). Los cultivos primarios de tiroides bovino, asi
como de linea IBRS-2, son los sistemas celulares que actualmente se utilizan de rutina para el
aislamiento viral. Células de rifion bovino asi como la linea BHK-21 han sido utilizadas

también para el aislamiento viral (Ferris y col., 1992).



6.1.2- Fijacion de Complemento y ELISA

La FC ha sido el ensayo de eleccion para la identificacion del VFA a partir de aftas o
liquido vesicular de las mismas. La rapidez y certeza de este método depende en gran parte de
la calidad del matenal recogido. Durante afios esta técnica se ha utilizado de forma rutinaria en
los distintos laboratorios de diagnostico de enfermedades vesiculares. Si bien la deteccién
directa del virus en muestras de campo y su tipificacion por FC es muy rapida, el método sufre
de varias desventajas, entre ellas la necesidad de disponer de muestras que provengan de
vesiculas frescas, rotas recientemente y en cantidad suficiente dada la relativa falta de
sensibilidad del ensayo, asi como los problemas de interpretacion por la actividad
anticomplementaria que presentan algunas muestras.

Esto ha llevado al desarrollo y adaptacion de diferentes métodos de ELISA tipo
“sandwich” indirecto, que han mejorado significativamente la sensibilidad y la eficiencia de un
diagnostico primario y confirmatorio para la deteccion del Ag (Ferris y col., 1992). Un método
de ELISA “sandwich” indirecto, de tipificacion, modificacion del ELISA de Hamblin (1986a),
descripto por Roeder y Le Blanc Smith (1987) retne las condiciones suficientes como método
alternativo de la FC para la deteccion del Ag viral.

Por otro lado la produccion de sueros de referencia para tipificacion a través del uso del
Ag 146S del VFA purificado e inactivado, ha mejorado la calidad de los reactivos y la

eficiencia para estudios de tipificacion.

6.2- Deteccion del Genoma del virus de la Fiebre Aftosa

La aplicacion de técnicas de biologia molecular para la deteccion de animales portadores
o “carriers”, es de gran utilidad ya que permite la deteccion del genoma viral aiin en ausencia
de infectividad en tejidos celulares y/o animales de laboratorio.

Usando la técnica de Hibridizacion (Dot-blot), Rossi y col. (1988), detectaron
fragmentos de ARN viral en muestras de LEF de animales “carriers”, tomadas entre los 180 y
560 dias postinfeccion, ain cuando no habia sido posible aislar el virus por los métodos
convencionales.

La deteccion especifica de genomas virales en LEF mediante el uso de la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) (House y col., 1993), asi como la hibridizacion “in situ” para la
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deteccion en tejidos animales, han sido incorporados como métodos complementarios de gran
aplicacion (Brown y col., 1992). Estas técnicas resultan mucho mas sensibles que los métodos
de aislamiento estandares y podrian ser usadas para la rapida deteccion de nuevos serotipos del
VFA en muestras clinicas, pudiendo jugar un rol importante como métodos de diagnostico

rapido (Donn y col., 1994; Prato Murphy y col., 1994).

6.3- Deteccion de Ac contra el virus de la Fiebre Aftosa

La determinacion de Ac frente al VFA en muestras de suero es importante para la
deteccion de una infeccion, para analisis de sueros de animales con vistas a la importacion /
exportacion, como un indicador indirecto de pruebas de potencia de vacunas en bovinos, asi
como para la medicion de la eficacia de la vacunacion a campo.

La respuesta inducida por las vacunas en uso (virus inactivado) es contra las proteinas
estructurales, mientras que luego de la infeccion es posible detectar una respuesta tanto contra
proteinas estructurales como no estructurales, lo que permitiria diferenciar una respuesta de
otra. Por otro lado la respuesta de Ac inducida por una infeccion es de mayor duracion cuando

se la compara con la respuesta inducida por la vacunacién (meses).

6.3.1- Deteccion de Ac contra Proteinas Estructurales del virus de la Fiebre Aftosa

La prueba serologica mas utilizada para la deteccion de Ac ha sido la seroneutralizacion
(SN) que permite detectar Ac contra los 7 serotipos del VFA. Esta es sensible, especifica y
relativamente sencilla de llevar a cabo como un método de rutina para medir Ac. Los titulos en
suero son facilmente medibles y se lo puede relacionar con enfermedad y proteccion luego de
la vacunacion, pudiendo ser aplicado en estudios seroepidemioldgicos, si bien la interpretacion
de los resultados puede ser dificultosa. Uno de los inconvenientes de la SN es la dependencia
de cultivos celulares, ya que estos pueden presentar problemas de contaminaciones, escaso
crecimiento y de variacion en la sensibilidad; asi mismo ciertos sueros pueden resultar toxicos
para los cultivos celulares. El otro inconveniente es que la técnica requiere aproximadamente
tres dias de incubacion antes de poder leer los resultados.

Varios métodos de ELISA han sido utilizados por varios grupos de trabajo para detectar

y determinar titulo de Ac en suero de animales infectados o vacunados con el VFA. Abu Elzein



y col., (1978), Crowther y col., (1980) y Franz y col., (1982), utilizando un ELISA indirecto,
determinaron titulos de Ac a partir de curvas de calibracion estandares. Se ha desarrollado un
método de ELISA en “sandwich” reverso en el cual los resultados se expresan como relaciones
de densidades oOpticas (Have y col., 1983). Si bien estos métodos no son todos de igual
sensibilidad, y los resultados pueden obtenerse en un dia, la correlacion entre los titulos
obtenidos por la SN y estos ELISAs varia.

Hamblin y col., (1986a, 1986b), desarrollaron un método de ELISA en reemplazo de la
SN, conocido como ELISA “sandwich” de bloqueo en fase liquida (ELISA F-L) que ha
pasado a ser la técnica mas utilizada para la deteccion de Ac tipo especificos. Este método es
sensible, especifico y reproducible, ademas los resultados pueden ser directamente
correlacionados con los obtenidos por la técnica de SN. Por otro lado elimina el requerimiento
de cultivos celulares y da un menor porcentaje de resultados falsos positivos. Una ventaja

adicional de este método es que el Ag utilizado puede ser inactivado.

6.3.2- Deteccion de Ac contra Proteinas no Estructurales del virus de la Fiebre Aftosa

La actividad viral se evalia determinando la prevalencia de animales que han sufrido
infeccion con el VFA, mediante la deteccion de Ac contra el antigeno asociado a la infeccion
viral (VIA), descripto por primera vez por Cowan y Graves en 1966.

Este Ag se ha denominado asi ya que solamente es encontrado si el virus ha replicado en
animales o en tejidos celulares, y se refiere a un complejo proteico cuyo mayor componente es
la ARN polimerasa o proteina 3D (Polatnick y col., 1967; Polatnick 1980). El hecho de que el
Ag VIA resulta de la replicacion del virus es sugerido por la existencia de Ac anti-VIA en
suero de animales infectados. Estos animales desarrollan niveles de Ac anti-VIA detectables
por IDAG desde los 7 dias postinfeccion hasta por lo menos 18 meses postinfeccion (McVicar
y col,, 1970; Alonso y col., 1975, Rosemberg, y col., 1976; Estupifian y col., 1978, Alonso y
col., 1988; Gebauer y col., 1988; Neitzert y col.,, 1991; Bergman y col., 1993). En pocos
animales se ha visto que los Ac persisten menos de 2 meses o no se presentan, Alonso y col.,
(1975) observaron un animal negativo para Ac contra el Ag VIA en un grupo de 12 bovinos

infectados ain cuando todavia aislaban virus de LEF.
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Debido a la naturaleza altamente conservada de la polimerasa entre todos los serotipos
(Newman y col., 1979), el Agy los Ac contra el Ag VIA se caracterizan por ser especificos del
VFA pero no de tipo. La infeccion con alguno de los serotipos del VFA puede ser detectado
por un unico método serologico usando el Ag VIA semipurificado o la proteina 3D purificada
como Ag, siendo util en estudios epizootiologicos especialmente en areas donde uno o mas
serotipos virales podrian estar involucrados, (A, O y C) para la deteccion de animales que
hayan cursado o estén cursando una infeccion viral.

En 1970, McVicar y Sutmoller evaluaron el método de IDAG, utilizando el Ag VIA
semipurificado, como un método para detectar Ac contra el Ag VIA en un estudio
retrospectivo con sueros de animales categorizados, demostrando que la presencia de Ac
contra el Ag VIA es indicativo de infeccion previa. Ademas demostraron que el método otorga
una rapida y segura medida para distinguir entre animales infectados de no infectados. Alonso
y col. (1975) asi como Rosenberg y col. (1976), mostraron resultados similares en ensayos
serologicos en América del Sur.

La IDAG ha sido el método mas usado durante los ultimos 25 afios para la identificacion
de Ac contra el Ag VIA (Cowan y col., 1966; Hedger, 1968, McVicar y col., 1970; Lobo y
col,, 1976; Dawe y col., 1978; Alonso y col., 1984). Esta técnica, es una herramienta util en el
monitoreo de campaifias de control y erradicacion, como un indicador de la actividad viral a
nivel poblacional (Fondevila y col., 1992, Leén y col, 1994), asi como para controlar
importaciones / exportaciones.

Si bien este método es altamente especifico, simple de realizar, rapido y econémico,
pudiendo ser realizado en laboratorios de baja complejidad, su baja sensibilidad y la necesidad
de manipular material infeccioso para la producciéon del Ag motivo el desarrollo de otras
metodologias, como diferentes ensayos de ELISA, tanto indirecto como de competicion en FL,
Radioinmunoprecipitacion (RIP) y “Western blot™ utilizando Ag semipurificados y purificados
obtenidos por bioingenieria (Villinger y col., 1989; Berger y col., 1990; Neitzert y col., 1991,
Bergmann y col., 1993; Mackay y col., 1994; Lubroth y col., 1995).

Villinger y col (1989), desarrollaron un ELISA indirecto para la identificacion de Ac
contra el Ag VIA en suero de bovinos. El método utiliza el Ag VIA, expresado en E.coli por

técnicas de ADN recombinante. Este método comparado con la técnica de IDAG resultd de
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baja especificidad, por lo cual concluyen que podria ser aplicado para ensayos de
determinacion de prevalencia e incidencia de Ac anti-VIA en zonas libres.

Alonso y col., (1990), describieron una técnica de ELISA en F-L para la deteccion de Ac
contra el Ag VIA, utilizando el Ag semipurificado, similar a la previamente descripta por Mc
Cullough y col., (1985) y Hamblin y col., (1986a), para la deteccion de epitopes y Ac
especificos del VFA. El ELISA result6 altamente especifico al igual que la IDAG, pero es mas
eficiente para detectar bovinos expuestos al virus, por cuanto ellos sugieren que éste método
podria ser una herramienta mas satisfactoria para el apoyo de programas de prevencion,
control y erradicacion de la enfermedad.

Sin embargo se ha descripto la deteccion de Ac contra el Ag VIA en animales
vacunados. Si bien los datos observados son muy variables, el nivel de Ac y su persistencia son
menores que en animales infectados (Alonso y col., 1990, O'Donnell y col., 1996, O 'Donnell y
col., 1997). Diversos autores han descripto que la aplicacion de vacunas inactivadas con alta
concentracion de Ag inducen la formacion de Ac contra el Ag VIA (Estupifian y col., 1970;
Alonso y col., 1975 ; Dawe y col., 1978; Pinto y col., 1979; Ahl y col., 1986). Alonso y col,,
(1975), observaron que vacunas formuladas con virus inactivado con formol son mas
inductoras de Ac anti-VIA que las inactivadas con Acetiletilenimina (AEI). Ademas, animales
vacunados con vacunas con hidroxido de aluminio como adyuvante dieron un mayor nimero
de reacciones positivas para Ac contra el Ag VIA comparadas con vacunas con adyuvante
oleoso (Alonso y col., 1988). Asimismo otros grupos de trabajo no han encontrado reactividad
positiva contra el Ag VIA en animales con multiples dosis de vacunas con hidroxido de
aluminio, e inactivadas con BEI (Neitzert y col., 1991; Villinger y col., 1989; Schudel y col.,
1984). La explicacion a esta discrepancia estaria dada por los diferentes métodos de
produccion de vacunas antiaftosa y su concentracion.

El origen de esta respuesta es atribuida a la presencia de trazas de la polimerasa viral
(3D) en la vacuna, la cual puede ser antigénica y luego de sucesivas vacunaciones puede
sensibilizar a los animales y resultar en una respuesta de Ac contra el Ag VIA (Lobo y col,
1977). Resulta pues necesario estudiar el conocimiento de la respuesta de Ac anti-VIA por
vacunaciones unicas o multiples y la duracion de esa respuesta a campo con las vacunas

actualmente en uso utilizando los métodos convencionales.



Si bien se han detectado reacciones positivas en bovinos vacunados, varios estudios
serologicos poblacionales (Boletin Estadistico 1991, SENASA) han demostrado que en zonas
bajo planes de vacunacion la prevalencia de Ac anti-VIA determinada por la técnica de IDAG
ha disminuido.

Rosemberg y col. (1976), concluyen que en paises con planes de vacunacion en gran
escala contra el VFA una disminucién de la reaccion positiva para el Ag VIA seria el mejor
indicador de un cambio en la tasa de infeccion. En nuestro pais estudios realizados en la
provincia de Buenos Aires (Cuenca del Salado), demuestran una disminucion significativa en la
tasa de Ac anti-VIA en las categorias de termeros y adultos asociado a implementacion de
planes de vacunacion y a disminucién de focos en esa region (Fondevila y col., 1992; Spith y
col., 1994; Boletin COPROSA 1994).

La presencia del Ag VIA ha sido demostrada en el sobrenadante de cultivos celulares
usados para la preparacion de vacunas con Ag inactivado con AEI y concentrado por
centrifugacion zonal. Rowlands y col. (1969), demostraron la presencia de un Ag interno en
particulas virales muertas, el mayor componente de las vacunas, el que produce Ac que
también reaccionan contra el Ag VIA. Estudios mas recientes han confirmado que la
polimerasa estaria empaquetada dentro del virion maduro como un componente menor, en un
20% de las particulas virales (Newman y col., 1994) y resulta en la produccion de Ac anti-3D.

Varios grupos de trabajo han apuntado su interés al estudio de otras proteinas no
estructurales (PNE) del VFA, tratando de identificar Ac indicativos de infeccion viral, que
permitan discriminar entre bovinos infectados y vacunados.

Berger y col. (1990), utilizando la técnica de RIP de proteinas del VFA inducidas en
cultivos celulares de linea BHK-21 infectados, demostraron patrones diferenciales entre
animales infectados y vacunados. En estos estudios, las proteinas 2C, 3AB; y 3AB,; eran
precipitadas ocasionalmente junto con todas las proteinas estructurales y la proteina 3D por
sueros de bovinos vacunados, concluyendo que las vacunas contienen ademas del virién
inactivado, PNE, y que algunas de éstas ultimas, serian antigénicas. Sus resultados con sueros
de animales infectados difieren claramente de los obtenidos con sueros de animales vacunados,

observandose Ac contra diferentes PNE. De acuerdo a sus resultados, se recomienda el uso de
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las proteinas 2C, 2B, 3AB1 y 3C como posibles Ag para la deteccion de animales infectados
independientemente si han sido vacunados o si demuestran signos clinicos de la enfermedad.

Neitzert y col. (1991), utilizan la proteina 3D expresada en E.coli para la deteccion de
Ac en sueros de animales infectados persistentes por “Western blot”, no encontrando
reacciones positivas para Ac anti-3D en animales vacunados. Por otro lado, sueros de animales
convalecientes reaccionaron especificamente contra otras PNE, estableciendo que los Ac
contra los péptidos 3A y 3B podrian servir como marcadores complementarios en la deteccion
de animales portadores o “carriers”.

Bergmann y col. (1993), desarrollaron un método de inmunoelectrotransferencia
asociado a enzimas (EITB) utilizando las PNE 3ABC, 3D, 3B, 3A, 2C del VFA, expresadas en
E. coli como marcadores de infeccion. Por éste método fue posible detectar Ac frente a éstas
proteinas en animales expuestos al virus aun cuando la deteccion de Ac anti-VIA por IDAG
era negativa, postulando este sistema para diferenciar reaccionantes por vacunacion de
infeccion, no detectando Ac contra 2C y 3D en suero de animales vacunados que habian
recibido las vacunas estandares.

Ensayos similares fueron realizados por Rodriguez y col. (1994), en cerdos y Silberstein
y col. (1997), en bovinos, aplicando las técnicas de “Western blot” y ELISA, utilizando las
proteinas 3ABC y 3AB,; respectivamente expresadas en E. coli como Ag. Sus resultados
apoyan el uso de estas proteinas para la deteccion de animales convalecientes y su
diferenciacion con animales vacunados.

Lubroth y col. (1995), trabajando con un numero limitado de animales, demostraron que
bovinos y porcinos vacunados contra el VFA podian ser distinguidos de animales
convalecientes, aplicando la técnica de RIP. Ademas de las proteinas estructurales, las PNE
2C, 3ABC, 3C, 3CD y 3D eran precipitadas por el suero de animales convalecientes, mientras
que de estas ultimas solamente la proteina 3D era precipitada por sueros de animales
vacunados luego de una tnica dosis y desde los 19 - 23 dpv. En ningun caso la proteina 2C fue
precipitada por sueros de animales vacunados, aun luego de 3 vacunaciones, estando presente
en suero de bovinos y porcinos convalecientes hasta los 365 dias postinfeccion. Esta
observacion se explica, debido a que 2C esta estrechamente asociada a las membranas de las

células infectadas para la produccion de virus empleado en las vacunas (Lubroth y col., 1995;



Lubroth y col., 1996). A diferencia de la proteina 2C, la proteina 3D es liberada al medio, y no
es removida luego de la centrifugacion o filtracion durante la produccion de las vacunas, lo que
estimularia una respuesta inmune en animales vacunados.

Meyer y col. (1997), desarrollaron un método de ELISA indirecto, utilizando como Ag
la proteina 2C expresada en baculovirus. Este método seria rapido y confiable para el
diagnostico de animales convalecientes y su diferenciacion con animales vacunados.

De Diego y col. (1997), presentaron un método de ELISA indirecto, altamente sensible y
especifico, capaz de detectar Ac contra la poliproteina 3ABC, el cual seria de aplicacion para
la identificacion de animales infectados con el VFA en estudios serologicos a gran escala.

Recientemente, Mackay y col. (1998), han desarrollado un método de ELISA que es
capaz de detectar Ac contra un grupo de PNE (Lb, 2C, 3A y 3D) y la poliproteina 3ABC.
Ellos concluyen que la deteccion de Ac contra la poliproteina 3ABC, generalmente asociada
con una respuesta a alguna/s de las proteinas no estructurales Lb, 2C, 3A o 3D, es evidencia
conclusiva de infeccion previa con el VFA, a excepcion de animales mas viejos con multiples
vacunaciones. Tales animales no podrian diferenciarse de animales infectados, si bien son raros
y estarian bien definidos en estudios epidemioldgicos en cuanto a su edad e historia sanitaria.

Como puede observarse, varios grupos de trabajo han presentado diferentes métodos
para la identificacion de animales infectados, aunque hasta el dia de hoy, no existe un método
serologico validado internacionalmente que permita distinguir entre Ac inducidos por la
vacunacion de aquellos resultantes de una infeccion. Muchos de los trabajos presentados
utilizan un numero limitado de sueros en los ensayos realizados, por lo que seria necesario la
evaluacion y aplicacion en estudios a gran escala.

En base a estas observaciones es que resulta de gran importancia el desarrollo,
evaluacion y validacion de otros métodos que utilicen las proteinas no estructurales como Ag,
a fin de seleccionar el mas eficiente para la deteccion de animales infectados y su
diferenciacion con animales vacunados, asi como para apoyar los estudios epidemioldgicos de
los Planes de Control y Erradicacion de la enfermedad que se estan desarrollando en diferentes

regiones.
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IL.- OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es el desarrollo y la evaluacién de un método
serologico que permita la identificacion de animales infectados con el virus de la Fiebre

Aftosa, utilizando antigenos biosintéticos.

Para cumplir con este objetivo se siguieron los siguientes objetivos parciales:

- Expresion y purificacion de las proteinas no estructurales GST-3D y GST-2C del virus

de la Fiebre Aftosa en Escherichia coli como sistema de expresion.

- Desarrollo de los métodos de ELISA en fase-liquida (ELISA-3D) y "Western blot"

utilizando como antigenos proteinas no estructurales del VFA.

- Evaluaciéon y validacion del método de ELISA-3D con sueros categorizados y su

aplicacion en estudios a campo.

- Evaluacion de la proteina GST-2C utilizando el método de "Western blot" con sueros

categorizados.

- Comparacion de los resultados obtenidos por los métodos desarrollados con el método

de IDAG, actualmente utilizado para la deteccion de actividad viral.
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III.- MATERIALES Y METODOS

1- Expresion de la proteina 3D en E. coli como sistema de expresion

Como fuente para la expresion de la proteina 3D, se utilizd el gen correspondiente a la
secuencia d¢e ADN complementario de la proteina 3D, bases 1 a 1416 de los 1512 pares de
bases de la secuencia completa, del serotipo A 12 del VFA, clonado en el vector de expresion
pGEX-2T, plasmido recombinante pKSO1. El plasmido de expresion pGEX-2T codifica para
la enzima Glutation-S-transferasa (GST), obteniéndose proteinas de fusion a GST. El plasmido
recombinante pKSO1 (Figura N° 7), fue provisto gentilmente por el Dr. David Boyle (CSIRO
- AAHL).
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Figura N° 7: Plasmido recombinante pKSO1.
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Esquema del plasmido recombinante pKSOI, obtenido del clonado del gen de la proteina 3D del
serotipo A 12 del virus de la Fiebre Aftosa en el vector de expresion pGEX-2T.
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1.1- Transformacion de E. coli con pKSO1

El plasmido recombinante pKSO1 se utilizo para la transformacion de células E. coli
DH5a electrocompetentes (Gibco BRL, Australia). Estas células se seleccionaron por la alta
eficiencia de transformacion. Diez microlitros (10 pl) del plasmido se adicionaron a 40 pl de
las células competentes en un tubo y se transfirieron a una cubeta fria (Escherichia coli “pulser
cuvettes”, BIO-RAD), agitando la suspension hasta el fondo de la cubeta. Se aplic6 un pulso
de 1.8 Kvolts e inmediatamente se adicion6 1 ml de medio SOC (Apéndice) transfiriéndose la
suspension celular a un tubo e incubandose durante una hora a 37°C a 220 revoluciones por
minuto (rpm). También se realiz6 una reaccion de transformaciéon con 50 pg del plasmido
nativo pGEX-2T como control. Diferentes alicuotas (5, 20, 50 y 100 pl ) de la transformacion
se plaquearon en placas de agar Luria con ampicilina y glucosa (Apéndice) y se incubaron toda
la noche a 37°C. Se picé e inoculé un numero de las colonias en tubos de 15 ml conteniendo
5 ml de medio de crecimiento Luria/ampicilina/glucosa (Apéndice) y se incubé durante 17
horas a 37°C a 220 rpm. De estos cultivos se prepararon “stocks” mezclando 350 pl del
cultivo con 150 pl de Glicerol 50% (Apéndice) que se conservaron a -80°C.

Para confirmar el éxito de la transformacion y de la incorporacion del plasmido
conteniendo el gen de la proteina 3D, se realizaron mini-preparaciones de ADN con el método
de extraccion de lisis alcalina (Sambrook y col., 1989). Las células de E. coli inoculadas en
tubos de 15 ml, se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos (min) a 4°C en una centrifuga
de mesa refrigerada (IEC CENTRA-7R). Se descarté el sobrenadante y el “pellet” se
resuspendio en 1 ml de Solucion 1 (Apéndice), se transfirié a un tubo y se centrifug6 a 14000
rpm durante 30 segundos. El sobrenadante se descarto y el “pellet” se resuspendidé en 100 pl
de Solucion 1. Luego se agregd 100 ul de Solucién 1 / lisozima (Apéndice), se agitd e incubd
por 5 min a temperatura ambiente (TA). Se agregé 400 ul de la Solucion 2 (Apéndice)
mezclando por inversion, y se incub6 a 4°C durante 5 min. Luego de la adicion de 300 pl de
acetato de potasio 3M/5M (Apéndice), se mezcld por inversion e incubd 5 min en hielo. Las
muestras se clarificaron a 14000 rpm durante 30 segundos y el sobrenadante se transfirié a un
tubo limpio donde se adicion6 500 pl de fenol/cloroformo (Apéndice). La mezcla se agito, se
centrifug6 a 14000 rpm por 5 min y el sobrenadante se transfiri a otro tubo limpio. Luego se

adicion6 600 ul de isopropanol, mezclandose suavemente y se incubé 5 min a TA. Los
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plasmidos se centrifugaron a 14000 rpm entre 30 - 40 min. Los “pellets” se lavaron con etanol
al 70%, se secaron, se redisolvieron en 50 pul de TE / ARNasa 40 pg /ml (Apéndice), se
incubaron a 37°C por 30 min y se guardaron a 4°C. Para confirmar la presencia del inserto en
el plasmido, se realizd una digestion con la enzima de restriccion EcoRI. Como control se
digiri6 también el plasmido pGEX-2T para poder identificar el recombinante pKSO1. Las
muestras se sembraron en un gel de agarosa al 0.8% y las bandas de ADN, tefiidas con
bromuro de etidio, se visualizaron sobre una fuente de luz UV. Los plasmidos que contenian el
inserto se analizaron también por doble digestion con las enzimas EcoRI/Sall y EcoRI/HindIII

para determinar el tamaiio del inserto, asi como la orientacion.

1.2- Induccion de la expresion y purificacion de la proteina de fusion GST-3D

Los stocks de E. coli, cepa DHSa, transformados con pKSOl, crecieron durante 17
horas a 37°C en 20 ml de medio de crecimiento Luria/ampicilina/glucosa a 220 rpm. Los
cultivos se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min, el sobrenadante se descarto y el “pellet” se
resuspendio en 20 ml de medio de crecimiento sin glucosa. Posteriormente se utilizd una
dilucion 1/10 de este cultivo, 200 ul de cultivo en 1.8 ml de medio fresco, y se lo incubé a
37°C por una hora a 220 rpm. La expresion de la proteina se logré por el agregado de 2 pl de
isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 100mM (Apéndice), continuandose con la
incubacion durante 2 horas y media a 37°C a 220 rpm.

Las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min, resuspendiendo el “pellet” en un
volumen final de 50 ul PBSA (Apéndice), al que se le agreg6 100 pl de Triton-X100 (10%) asi
como ARNasa y ADNasa a una concentracion final de 0.1mg/ml. Las células se sonicaron en
hielo, 3 ciclos de 10 segundos cada uno al 70%, se centrifugaron y los “pellets” se almacenaron
a -80°C para su estudio en geles de poliacrilamida - SDS (SDS-PAGE) y “Western blot”. El
sistema de expresion pGEX-2T, se utilizo para hacer posible la purificacion de la proteina de
fusion GST-3D.

Para la expresion de la proteina y su purificacion, se prepararon cultivos de 800 ml, los
que fueron inoculados con la cepa DHSa de E. coli transformada con el plasmido pKSO1.
Para ello, cultivos de un volumen de 80 ml de medio de crecimiento (Apéndice), fueron

incubados mas de 17 horas a 37°C, a 220 rpm. Una dilucion 1/10 de este cultivo, en un
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volumen final de 800 ml de medio de crecimiento fresco, se incubd a 37°C durante 1 hora. La
expresion de la proteina se indujo con el agregado de 800 ul de IPTG 100 mM durante 2.5
horas. Luego de la induccion, las células se centrifugaron y resuspendieron por duplicado en
4 ml de PBSA frio, al que se agregaron 400 ul de Triton-X100 (10%) por tubo. Las células se
sonicaron en hielo, 3 ciclos de 10 segundos cada uno al 70%. Luego de incubar 10 min. en
hielo, las muestras se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 min, a 4°C. El sobrenadante se
trasnsfirid a un tubo limpio y la proteina se purifico por afinidad, incubandose con 1ml de
perlas de glutation agarosa 50% (Sigma, Apéndice) durante 2 min. Luego de la adsorcion, las
perlas se lavaron 3 veces con PBS y la proteina se eluy6 por competicion con glutation
reducido libre (Sigma), mediante dos lavados de 2 min cada uno en iml de buffer de elusion
(Sigma, Apéndice). La proteina purificada se fraccioné en alicuotas de 0.5 ml que se

conservaron a -80°C.

2- Deteccion de anticuerpos contra la PNE 3D del VFA
2.1- ELISA-3D

La deteccion de Ac contra la proteina 3D del VFA se realizé basicamente utilizando el
método de ELISA en F-L previamente descripto por Alonso y col. (1990), con algunas
modificaciones. Se utiliz6 como antigeno la proteina 3D del VFA recombinante, expresada en
E. coli como una proteina de fusion a GST (Materiales y Métodos, Seccion 1.2). Todos los
reactivos se utilizaron en la dilucion 6ptima, determinada al inicio de los estudios.

Placas de 96 pocillos “Immulon II”” (Dynatech Laboratories, Inc), se sensibilizaron a 4°C
toda la noche, con IgG bovina purificada por afinidad en una columna de Proteina G
(Apéndice), a partir de suero de un bovino convaleciente de FA (suero policlonal contra el
VFA tipo C3 Resende - Br/55) diluida en buffer de captura carbonato/bicarbonato 0.05M, pH
9.6 (Apéndice), en un volumen de 50 pl por pocillo. Luego de lavar las placas 4 veces con
buffer de lavado (Apéndice), las mismas se bloquearon con buffer de bloqueo (Apéndice), en
un volumen de 70 pl por pocillo, durante una hora a 37°C con agitacion.

Las diluciones de cada muestra de suero se prepararon por duplicado en buffer de
diluciéon (Apéndice), en microplacas de 96 pocillos de baja adsorcion. A éstas se les adiciono el

mismo volumen de la proteina 3D, pretitulada, diluida en el buffer de dilucion y las mezclas se
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incubaron durante una hora a 37°C con agitacion. Luego de la incubacion las mezclas
suero/antigeno se transfirieron a las placas de ELISA e incubaron con agitacion a 37°C por una
hora. Después de lavar 4 veces con PBS-T, el antigeno que no reacciond se detecté por
adicion de un suero policlonal de cobayo hiperinmune para el VFA tipo O 1 Campos - Br/58.
Luego de los lavados correspondientes, se adicioné un conjugado IgG anti-cobayo marcado
con peroxidasa (Sigma). Ambos reactivos se diluyeron en buffer de dilucion y se incubaron
durante 30 min a 37°C. Después de lavar se agregd O-fenilendiamina (OPD, Sigma) y H,O;
como cromoégeno y sustrato. La reaccion se frené luego de 15 min con H,SO,. Las lecturas se
realizaron en un lector Dynatech MR 5000, a una densidad 6ptica (DO) de 490 nm. En todos
los ensayos se incluyeron como control negativo un suero de bovino, proveniente de zona libre
de FA, libre de Ac contra los tipos A, O y C del VFA y como control positivo un suero de
bovino experimentalmente infectado con el VFA tipo “C”, tomado a los 21 dpi. Se incluyo
también un control de GST. Se consideraron positivos aquellos sueros en los que la DO se
redujo en mas de un 50% en comparacion con los controles de Ag con suero normal bovino
(SNB). El titulo de Ac se expresa como la ultima dilucion de suero que inhibe el 50% del valor

medio de las absorbancias alcanzadas en los controles de Ag con SNB.
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3- Expresion de la proteina de fusion GST-2C en E. coli como sistema de expresion

Como fuente para la expresion de la proteina 2C, se utilizo el gen correspondiente a la
secuencia completa del ADN complementario (ADNCc) de la proteina 2C (956bp) del serotipo
OI1K del VFA (Forss y col., 1984) clonado en el vector de expresion pGEX-3X, plasmido
recombinante pMF4a. El plasmido de expresion, pGEX-3X, codifica para la enzima GST,
obteniéndose proteinas de fusion a GST, cuya expresion esta controlada por el promotor Ptac.
El plasmido recombinante pMF4 (Figura N° 8), fue provisto gentilmente por el Dr. Ken
McColl (CSIRO - AAHL).
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Figura N° 8: Plasmido recombinante pMF4,

.BamHI, 1
i EcoRI, 10
i PmaCl,25
5664,Swal, ,_ 5PpuMI,l8l
5636,Asull | § Sl
’ 3t i ] . Xhol,585

{ Nrul,625

.BsmlI,850
5246,Ec0NT._. .Sac1,930
{ iEcl136,930
5053,BspMI. ;¥ Notl,972
! £ Xmalll,973

_.TthI,1149

4773,Bsu36.
..Aalll, 1254

pMF4
5926 bps

4320,Bbel

4320,Narl
4320, Kasl !
4320,Ehel
4129,EcoRV
Pst], 1931
3862,BStEIl §
Eam1105,2172

3695,Bcll ¢
3681, Mlul

" AIWNI,2651

Esquema del plasmido recombinante pMF4, obtenido del clonado del gen de la proteina 2C del serctipo
O1 Kaufbeuren del virus de la Fiebre Aftosa en el vector de expresion pGEX-3X.
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3.1- Secuenciacion del ADN

El plasmido pMF4 se secuencio a fin de confirmar el tamafio del ADNc y la orientacién
en el vector, usando el Kit de T7 Sequenase (Amersham Life Science, Inc).

Para ello se utilizaron oligonucledtidos especificos para pGEX-3X y P*? alfa-ATP como
nucleétido marcado. Luego de la reaccion de secuenciacion, las muestras se calentaron a 72°C
durante 2 minutos y se sembraron en un gel de poliacrilamida, realizandose dos siembras con
diferencia de una hora. El fraccionamiento ocurrié a 18000 Volts y 40 W. Luego de correr el

gel, se seco y expuso durante 2 dias a TA.

3.2- Transformacion de E. coli con pMF4

El plasmido de expresion pMF4 se utilizO para transformar las siguientes cepas
electrocompetentes de E. coli: DH5a (alta eficiencia de transformacion), BL21 (DE3) y BL21
(baja actividad proteasa). Las células competentes se descongelaron e inmediatamente se
colocaron en hielo. La electrotransformacion de las bacterias se realiz6 utilizando un aparato
de transformacion Gene pulser (BIO-RAD). Para ello,se mezclaron entre 2 y 5 ul del plasmido
pMF4 con 40 pl de las células electrocompetentes en un tubo y se transfirieron a una cubeta
fria (Escherichia coli pulser cuvettes, BIO-RAD), agitando la suspension hasta el fondo de la
cubeta. Se aplico un pulso de 1.8 Kvolts e inmediatamente se adicion6 1 ml de medio SOC
transfiriéndose la suspension celular a un tubo y se incub6 durante una hora a 37°C a 220 rpm.
Diferentes alicuotas (5, 20, 50 y 100 pl ) de la transformacion se plaquearon en placas de agar
Luria con ampicilina y glucosa e incubaron durante 17 horas a 37°C. Se pico y se inocul6 un
namero de las colonias crecidas en tubos de 15 ml que contenian 5 ml de medio de crecimiento
Luria/ampicilina/glucosa y se incubaron durante 17 horas a 37°C a 220 rpm. De los cultivos
crecidos se prepararon lotes mezclando 350 pl del cultivo con 150 pl de Glicerol 50% y se
conservaron a -80°C.

Para confirmar que la transformacion fue eficiente y que el plasmido contiene el inserto
correspondiente al gen de 2C, se realizaron minipreparaciones de ADN por el método de
extraccion de lisis alcalina (Sambrook y col 1989). Las células se centrifugaron a 2500 rpm
durante 10 min a 4°C en una centrifuga refrigerada (IEC CENTRA-7R). El sobrenadante se

descarto y el “pellet” se resuspendio en 1 m!l de Solucién 1 y se transfirié a un tubo de 1.5 ml

MATERIALES Y METODOS S4



para su centrifugacion a 14000 rpm durante 30 segundos. El sobrenadante se descart6 y el
“pellet” se resuspendio en 100 pl de Solucion 1. Luego se agregaron 100 ul de Solucion 1 /
lisozima, agitandose e incubandose por 5 min a TA. Luego se agregaron 400 ul de Solucién 2,
mezclando por inversion e incubandose a 4°C durante 5 min. Luego de agregar 300 ul de
acetato de potasio 3M/5M la solucion se mezclé por inversion e incubé 5 min en hielo. Las
muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 30 segundos y el sobrenadante se transfirio a
un tubo limpio donde se le adicion6 500 pl de Fenol/Cloroformo. La mezcla se agitd, se
centrifug6 a 14000 rpm por 5 min y el sobrenadante se transfirié a otro tubo limpio. Luego se
adicion6 600 ul de isopropanol, mezclandose suavemente y se incub6 5 min a TA. Los
plasmidos se centrifugaron a 14000 rpm entre 30 - 40 min. Los “pellets” se lavaron con etanol
al 70%, se secaron, se redisolvieron en 50 ul de TE / RNAsa 40 ug/ml y se guardaron a 4°C.
Para confirmar que el plasmido no ha perdido el inserto se realiz6 una digestion con las
enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. Como control el plasmido pGEX-3X fue digerido para
poder identificar el recombinante pMF4. Las muestras se sembraron en geles de agarosa al
0.8% y las bandas de ADN tefiidas con bromuro de etidio se visualizaron con una fuente de luz

UV.

3.3- Induccién de la expresion y purificacion de la proteina GST-2C en E. coli

Con el fin de establecer las condiciones para la expresion de la proteina de fusion GST-
2C, se llevaron a cabo inicialmente ensayos de menor volumen de cultivo.

Para ello, se inocularon por duplicado 10 ml de medio de crecimiento con los “stocks”
de E. coli, cepa BL21(DE3) transformados con pMF4, los que se incubaron mas de 17 horas a
37°C.

Los cultivos obtenidos, se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante se descartd y el “pellet” se resuspendié en 10 ml de medio de crecimiento fresco
sin glucosa. Se utiliz6 una dilucion 1/10 de estos cultivos, en un volumen final de 100 ml de
medio fresco, los que se incubaron a 37°C y 20°C con el fin de determinar las condiciones
Optimas de crecimiento e induccion. Los cultivos crecieron hasta alcanzar una DO entre 0.8 y 1
a 600 nm y la expresion de la proteina se indujo por el agregado de IPTG 1mM. Se tomaron

alicuotas a los siguientes tiempos postinduccion: 45min, 1.30hs, 2.30hs, 4hs y 21hs, para



determinar el tiempo dptimo de induccion. Las muestras tomadas a los diferentes tiempos, se
centrifugaron y los “pellets” se guardaron a -80°C.

Los “pellets” guardados a -80°C se descongelaron y resuspendieron en PBSA en un
volumen final de 1 ml, al que se le agreg6 100 pl de Triton-X100 (10%) asi como ARNasa y
ADNasa a una concentracion final de 0.1mg/ml. Las células se sonicaron en hielo, 3 “sets” de
10 ciclos cada uno al 70%. Luego de incubarse 10 min en hielo las muestras se centrifugaron
durante 5 min a 9000 rpm a 4°C. Los sobrenadantes y los “pellets” obtenidos se guardaron a
-80°C para su estudio en geles de poliacrilamida - SDS (SDS-PAGE) y “Western blot™ .

Para producir altos niveles de expresion de la proteina para su purificacion, se
prepararon cultivos de 800 ml los que se inocularon con las cepas BL21 y DH5a de E. coli
transformadas con el plasmido pMF4. Los stocks de E. coli, DH5a y BL21, transformados
con pMF4a, se inocularon en un volumen de 80 ml de medio de crecimiento
Luria/ampicilina/glucosa e incubaron durante 17 horas a 37°C a 220 rpm. Los cultivos
incubados mas de 12 horas, se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante se descarto y el “pellet” se resuspendi6 en 80 ml de medio de crecimiento
Luna/ampicilina. Se utilizo una dilucion 1/10 de este cultivo, en un volumen final de 800 ml de
medio fresco y se lo incub6 a 37°C, a 220 rpm, hasta alcanzar una DO a 600 nm entre 0.8 y 1.
La expresion de la proteina se indujo con el agregado de IPTG 0.1M durante 2 horas. Los
cultivos se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min a 4°C, y se resuspendieron por duplicado
en 4 ml de PBSA al que se agreg6 400 ul de Triton-X100 (10%) y ARNasa y ADNasa a una
concentracion de 0.1mg/ml. Las células se sonicaron en hielo, 3 ciclos de 10 segundos cada
uno al 70%. Luego de incubar 10 min en hielo, las muestras se centrifugaron a 9000 rpm
durante 10min. El sobrenadante se paso6 a un tubo limpio y la proteina se purifico por afinidad
mezclando con 1 ml de perlas de glutation agarosa 50% durante 2 min. Luego de la adsorcion,
las perlas se centrifugaron, el sobrenadante se descart6 y las perlas se lavaron 3 veces con
PBS. La proteina se eluy6 por competicion con glutation libre (Sigma), mediante dos lavados
de 2 min cada uno a TA en 1 ml de buffer glutation de elusion (Sigma) y se fracciono en

alicuotas de 0.5 ml que se conservaron a -80°C.
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4- “Western blot”
4.1- Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los minigeles se prepararon con un aparato Mini-PROTEAN II (BIO-RAD), utilizando
el sistema discontinuo de Laemmli (1990). Se utilizaron geles de lmm de ancho, con un gel
separador al 12% y un gel concentrador al 4%. Las muestras, extractos crudos o proteina
purificada, se mezclaron en una relacion 1:1 con buffer de muestra (Apéndice), se hirvieron
para su desnaturalizacion durante 3 a 5 min a 95°C y se colocaron rapidamente en hielo para su
posterior siembra en los minigeles.

Se sembraron también marcadores de peso molecular (PM) del rango de 6600 a
192000 Da (Sigma) para la identificacion de las bandas proteicas. La electroforesis se realizo a
200 volts y corriente variable, durante aproximadamente 90 min. La visualizacion de las bandas
se logro por tincion con Coomasie blue (Apénice) durante 1 hora a TA y lavado durante mas

de 12 horas con solucion decolorante (Apéndice).

4.2- Electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa

Una vez corridos, los minigeles se equilibraron con buffer de transferencia (Apéndice) y
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.2 micrones (BIO-RAD). Las proteinas se
transfirieron a 100 volts y corriente variable, durante 1 hora a 4°C, confirmandose la misma
por tincion con Rojo Ponceau (Sigma, Apéndice). Las mismas se lavaron con PBS y se
incubaron con buffer de bloqueo (Apéndice) durante toda la noche a 4°C. Luego de
bloqueadas las membranas se incubaron con los sueros en estudio (suero anti-GST o sueros
bovinos) y con el conjugado correspondiente. Ambas incubaciones se realizaron durante 1 hora
a 37°C con agitacion, seguidas cada una de 3 lavados con PBS-0.1% Tween-20 (Apéndice).
Se realizé un ultimo lavado con PBS y las membranas se incubaron con el sustrato, bromo-
cloro-indolil-fosfato / azul de tetrazolio (BCIP - NBT) en buffer de revelado (Apéndice). Una
reaccion especifica positiva se visualizo con una banda de color en correspondencia con el PM

de la proteina de fusion en estudio, GST-3D o GST-2C.
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S- Métodos serologicos comparativos
S.1- Antigeno asociado a la infeccion viral (Ag VIA)

El Ag VIA fue provisto por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), preparado segin el procedimiento descripto previamente por Alonso y col.
(1990). Brevemente, suspensiones de VFA tipo C Argentina 85, propagadas en cultivos de
epitelio lingual bovino se inactivaron con BEI. El Ag VIA es removido con 0.05% (p/v)
DEAE-Sephadex A 50, eluido por adicion de CINa 1 M - buffer Tris 0.02M, pH 7.6, y
precipitado con una solucion saturada de sulfato de amonio. El precipitado es recogido por
centrifugacion y resuspendido en tampon 0.15 M CINa - 0.02 M Tris, pH 7.6. Posteriormente

es clarificado por centrifugacion, obteniéndose el Ag VIA en el sobrenadante.

5.2- ELISA - VIA

El método utilizado para la deteccion de Ac contra el Ag VIA fue el método de ELISA
previamente desarrollado por Alonso y col. (CPFA, 1990). El protocolo seguido es el mismo
que para el ELISA-3D, pero en este caso el antigeno utilizado es el Ag VIA semipurificado,

provisto por el SENASA.

5.3- Inmunodifusion en Agar Gel

Se utilizo el método descripto previamente por el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(Alonso y col 1984). El ensayo se realizd en portaobjetos cubiertos con agar gel al 1% en
tampon glicina (Apéndice). El agar al 1% (3.5ml) se depositd en los portaobjetos, los que se
colocaron en una superficie nivelada y se dejaron solidificar. Luego el agar se perforé con un
molde de siete perforadores dispuestos uno al centro y seis en la periferia, haciéndose dos
moldes por portaobjetos, extrayéndose el agar por succion. Las muestras se sembraron de la
siguiente manera: el Ag VIA en el pocillo central, un suero control positivo por triplicado en
los pocillos de la penferia intercalados con tres muestras de sueros a estudiar. Tanto las
muestras de suero como el Ag se sembraron en un volumen de 20 pl (justo bajo el nivel del
agar) por pocillo. Los portaobjetos se incubaron en camara himeda a TA y se leyeron entre las

24 y 72 horas. Se expres6 como positivo a los sueros que muestran una linea de precipitacion
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entre el Ag y el suero problema, en continuacion con la linea de precipitacion del suero control

positivo (McVicar y col., 1970).

S.4- Deteccion de anticuerpos tipo especificos contra el VFA
5.4.1- ELISA en Fase - Liquida

La deteccién de Ac tipo especificos (O, A y C) contra el VFA se determiné utilizando el
método de ELISA en F-L previamente descripto por Hamblin y col. (1986).

Microplacas de poliestireno de 96 pocillos “Immulon II” (Dynatech Laboratories, Inc.
UK), se sensibilizaron a 4°C toda la noche, con IgG obtenida de suero de conejo convaleciente
de FA (sueros policlonales contra los tipos A79, A87, C85 y O1 del VFA) en la dilucion
optima, en buffer de captura carbonato/bicarbonato 0.05 M, pH 9.6 (Apéndice). Luego de
lavar las placas tres veces con PBS-0.05% Tween (PBS-T, Apéndice), las mismas se
bloquearon con 70 pl por pocillo de PBS-T-1% Ovoalbumina (PBST-1% OVA, Apéndice)
durante una hora a 37°C. Las diluciones, en base 5, de cada muestra de suero se prepararon en
buffer de bloqueo, en microplacas de 96 pocillos de baja adsorcion. A éstas se les adiciond el
mismo volumen del Ag, VFA tipo A79, A87, C85 u Ol, pretitulado, diluido en el buffer de
bloqueo y estas mezclas (F-L) se incubaron durante una hora a 37°C con agitacion. Luego de
la incubacion 50 ul de la F-L se transfirio a las placas de ELISA sensibilizadas y bloqueadas, e
incubaron con agitacion a 37°C por una hora. Después de lavar 3 veces con PBS-T, el Ag que
no reacciond se detect6 por adicion de un suero policlonal de cobayo hiperinmune contra cada
uno de los tipos del VFA usados (50 ul por pocillo en dilucion de uso). Luego de tres lavados,
se adiciond un conjugado IgG anti-cobayo marcado con peroxidasa (Sigma, 50 ul por pocillo
en la dilucién de uso). Ambos reactivos se diluyeron en PBST-1% OVA-5% SNB-5% SNC
(Apéndice), y se incubaron 30 min a 37°C. Las placas se lavaron tres veces con PBS-T y una
ultima vez con PBS. Luego se agregd OPD (Sigma) en buffer sustrato, (Citrato-Fosfato,
Apéndice) y H,O, como cromogeno y sustrato respectivamente. La reaccion se freno luego de
15 min en oscuridad con H,SO,. Las lecturas se realizaron en un lector Dynatech MR 5000, a
una DO de 490 nm. Se incluyeron controles de suero bovino positivo y negativo. Se
consideraron positivos aquellos sueros en los que la DO se redujo en mas de un 50% en

comparacion con el control sin suero. El titulo de Ac se expresa como la ultima dilucién de
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suero que inhibe el 50% de DO del promedio de absorbancias alcanzado en los controles sin

Suero.

S.S- Deteccion de anticuerpos contra las PNE Lb y 3A del VFA por “Western blot”

Las PNE, Lb y 3A, fueron cedidas por el Dr. D. Mackay, del Institute for Animal Health,
Pirbright, UK. Las mismas fueron producidas como proteinas de fusion unidas a GST. Como
fuente para la expresion de las proteinas, se utilizaron los genes correspondientes a la
secuencia de ADNc de 3A y Lb del VFA tipo O1K, clonados en el vector de expresion pGEX-
3X. Este plasmido contiene el gen de la enzima GST, obteniéndose proteinas de fusion a GST.
Cada plasmido se utilizo para la transformacion de células de E.coli competentes, las que se
indujeron con IPTG para la expresion de las proteinas. Las proteinas de fusion fueron
purificadas por afinidad a una columna de Glutation-Sephadex (Pharmacia) y eluidas por

competicion con un exceso de glutation libre (Mackay y col., 1998).

6- Muestras de suero
Las muestras fueron obtenidas por puncion yugular y luego de separarse el suero por
centrifugacion, durante 20 min a 2500 rpm, se conservaron a -20°C hasta el momento de su

uso.

7- Diseiio Experimental
7.1- Desarrollo del método de ELISA en F-L, utilizando como Ag la PNE 3D del VFA

- Determinacion del punto de corte

Se analizaron un total de 130 sueros de bovinos negativos, no vacunados ni infectados,
provenientes de zona libre de FA (sur del paralelo 42°, Region Patagonica), libres de Ac contra
los tipos A, O y C medidos por ELISA en F-L (Hamblin y col., 1986).

Se utilizaron 167 sueros de animales experimentalmente infectados con VFA entre 5 y
565 dias postinfeccion (dpi) con virus del tipo A, O o C, con Ac especificos contra proteinas

estructurales determinado por el método de ELISA en F-L (Hamblin y col., 1986).

MATERIALES Y METODOS 60



Para la determinacion de la distribucion de frecuencias, las muestras se analizaron

utilizando un factor de dilucion 1/2 para los sueros negativos y 1/5 para los sueros positivos.

- Estudio de especificidad

La especificidad del método de ELISA-3D, se estudi6 analizando muestras de sueros de
bovinos libres de Ac contra los tipos A, O y C del VFA, medidos por ELISA en F-L (Hamblin
y col., 1986). La especificidad de la prueba, se calculé basado en una especificidad estimada a
priori del 98%, un nivel de confianza del 95% y un error no mayor al 2%. En la misma forma
se estudid la especificidad para los métodos de ELISA-VIA e IDAG para su comparacioén con
el primero.

En total se analizaron 279 sueros de bovinos provenientes de zona libre por ELISA-3D,
de ellos se analizaron 219 sueros por ELISA-VIA y 228 sueros por IDAG. También se
ensayaron por ELISA-3D e IDAG sueros de referencia con altos titulos de Ac contra
diferentes virus ARN y ADN bovinos y porcinos para estudiar la posible existencia de reaccion
cruzada inespecifica con 3D. Para este estudio se analizaron sueros hiperinmunes contra los
siguientes agentes: Virus de Estomatitis Vesicular (VEV), Virus de Lengua Azul (VLA), Virus
de la Diarrea Viral Bovina (VDVB, cepas C24V y SINGER), Enterovirus Porcino (EVP),
Herpes Virus Porcino-1 (HVP-1), Herpes Virus Bovino-1 (HVB-1), Herpes Virus Bovino 4
(HVB-4, cepa MOVAR), Herpes Virus Bovino-2 (HVB-2), Peste Porcina Africana (PPA).

- Estudio de sensibilidad

Con el fin de determinar la sensibilidad del método de ELISA-3D, se analizaron n=170
sueros de bovinos natural o experimentalmente infectados con el VFA (por inoculacion
intradermolingual o por contacto), tomados entre los 5 y 565 dpi. Se determin6é también la
sensibilidad para los métodos de ELISA-VIA (n=69) e IDAG (n=69) para su comparaciéon con
el primero.

La sensibilidad relativa se calculdé mediante la titulacion de cuatro sueros de bovinos
convalecientes de FA con los tres métodos en estudio. Para los métodos de ELISA-3D y

ELISA-VIA los sueros se diluyeron utilizando un factor de dilucion 1/2 y 1/5 respectivamente.
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Para la titulacion de los sueros por la técnica de IDAG, los sueros se diluyeron al medio en
PBS.

- Estudio de reproducibilidad

El ensayo de variabilidad intraplaca se determiné para los dos métodos de ELISA (3D y
VIA), por medicion de Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA en un suero de bovino
convaleciente de FA. Para ello se evaluaron un numero de n=20 repeticiones de titulaciones del
suero dentro de la misma placa, el ensayo se realizd por duplicado. Se hicieron también
repeticiones de un suero negativo, n=18, libre de Ac contra el VFA. Se determin6 también la
variabilidad entre ensayos mediante la titulacion de un suero positivo en n=43 ensayos

independientes.

7.2- Evaluacion y validacion del método de ELISA-3D con sueros categorizados.

Comparacion con el método de IDAG

- Cinética de Ac contra la proteina 3D durante el estado agudo y convaleciente de la
infeccion

La cinética de Ac contra la proteina 3D del VFA se estudi6 en un grupo de 9 bovinos,
luego de ser expuestos a una infeccion experimental por contacto, con dos terneros infectados
por inoculacion intradermolingual con VFA tipo O1. El estado inmune humoral de estos nueve
bovinos medidos por ELISA en F-L fue el siguiente: tres temeros (N° 16, 18 y 19) nunca
habian sido vacunados y fueron libres de Ac contra los tipos A, O y C del VFA al inicio del
ensayo, cuatro bovinos (N° 4, 6, 13 y 15) con bajo nivel de Ac (titulos entre 1.9 - 2.2) y dos
bovinos (N° 2 y 8) con alto nivel de Ac (titulos entre 2.5 - 2.8). Los seis ultimos bovinos,
fueron vacunados por ultima vez con una vacuna tetravalente con adyuvante oleoso, 8 meses
antes de la iniciacion del ensayo. Previamente a la exposicion viral todos los animales fueron
negativos para la presencia de Ac contra la proteina 3D medido por ELISA y para Ac contra el
Ag VIA medido por IDAG. Los animales se sangraron secuencialmente desde el tiempo 0
hasta los 233 dpi, tiempo de finalizacion del ensayo. Los sueros se titularon a los diferentes

tiempos por ELISA-3D y se expresaron en log;o.
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- Deteccion de Ac contra 3D por ELISA y contra el Ag VIA por IDAG, en sueros de
bovinos infectados en estadios tardios de la infeccion persistente

Con el fin de estudiar la cinética de Ac contra la proteina 3D durante el estado portador
o “carrier”, se analizaron siete bovinos persistentemente infectados con el VFA. Dentro de este
grupo de animales, cuatro se vacunaron con una dilucion de una vacuna monovalente para el
tipo O1 Caseros del VFA 30 dias antes de la infeccion experimental. Los otros 3 bovinos
nunca habian sido vacunados y eran libres para Ac contra el VFA medido por ELISA en F-L
(Hamblin y col., 1986). Los animales se descargaron por inoculacion intradermolingual con 10
dosis infecciosas 50% (DIS50) de la cepa homdloga a la utilizada en la vacuna. Al tiempo cero
del ensayo todos los bovinos fueron negativos para Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA
medidos por ELISA e IDAG respectivamente. Asimismo, todos los animales mostraron signos

clinicos de la enfermedad y se establecio una infeccién persistente con el VFA.

- Respuesta de Ac postvacunacion contra la proteina 3D en animales virgenes

La respuesta de Ac contra la proteina 3D inducida por la vacunaciéon se estudi6
trabajando bajo condiciones controladas, en diferentes grupos de bovinos virgenes,
provenientes de pruebas de potencia de vacunas comerciales para el VFA, provistos por el
SENASA. Los animales utilizados para este estudio provienen de la zona libre de FA (sur del
paralelo 42°) y son libres de Ac contra las proteinas estructurales del VFA medido por ELISA
en F-L, asi como para Ac contra la PNE 3D y el Ag VIA, al tiempo cero del ensayo. En total
se evaluaron 7 vacunas comerciales tetravalentes (A Argentina 79, A Argentina 87, C
Argentina 85, O 1 Caseros) contra el VFA, de tipo oleoso. Dentro de cada vacuna, se
analizaron grupos de entre 12 y 17 bovinos, los que se muestrearon secuencialmente a los 0,

30, 60 y 90 dpv.

7.3- Aplicacion del método de ELISA-3D en estudios a campo
En este punto se estudio la influencia de la vacunacioén y revacunacion en la induccién de
Ac contra la proteina 3D del VFA en un grupo de terneros y en un grupo de bovinos mayores

de 2 afios bajo condiciones controladas.
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7.3.1- Ensayo en terneros

Para este ensayo se seleccion6 de un total de 72 terneros raza Braford de 2-4 meses de
edad, un grupo de 51 animales negativos para Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA, 20 dias
antes del inicio y al tiempo cero del ensayo, condicion que permitio estudiar solamente la
respuesta contra la proteina 3D y el Ag VIA inducida por la vacunacion.

El trabajo se realizd, en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA), INTA,
Mercedes, Corrientes (Region Mesopotamia segun el Plan Nacional de Erradicacion,
Introduccion, Seccion 2.1, Figura N° 2), bajo condiciones de campo controladas,
manteniéndose a todos los animales en el mismo campo experimental durante todo el ensayo.

Los animales se dividieron en tres grupos y recibieron un total de cuatro vacunaciones,
en las fechas indicadas por el plan de vacunacion sistematica de esa region, establecido por el
Plan de Control y Erradicacion 1993-1997 (Tabla N° 1).

También se contd con un grupo de 15 ovinos sin vacunar, que sirvid como grupo
centinela, control de circulacion viral.

Los animales se sangraron secuencialmente cada 30 dias a lo largo de todo el ensayo
(480 dias), conservandose las muestras de suero a -20°C hasta su procesamiento.

Los sueros de estos animales se evaluaron por el método de ELISA en F-L (Hamblin y
col., 1986) a los 60 dias postprimovacunacion y postsegunda vacunacion para la deteccion de
Ac contra los 4 serotipos del VFA contenidos en la vacuna utilizada, a fin de determinar los

niveles inmunitarios conferidos por la vacunacion.

7.3.1.1-Vacunaciéon

Para la vacunacion, se utilizaron vacunas comerciales tetravalentes (A Argentina 79, A
Argentina 87, C Argentina 85, O1 Caseros) contra el VFA, de tipo oleoso, de aplicacion en el
Plan de Control y Erradicacion. Las mismas son originadas de diferentes laboratorios
productores, tanto con antigeno propagado en cultivos de células BHK 21 como en cultivos de
epitelio lingual bovino (Frenkel). Los animales se inocularon en la tabla del cuello en dosis de 2

o 3 ml, de acuerdo a las instrucciones del laboratorio productor.
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Tabla N°1: Diseiio de vacunacion recibida por los tres grupos de animales bajo estudio

Grupo n 1 dosis 2* dosis(b) 3% dosis
1 8 Frenkel Frenkel Frenkel
2 26 BHK-21 BHK-21 BHK-21
17 Frenkel BHK-21 BHK-21
4(d) 5 no vacunado no vacunado no vacunado

(a): 1* dosis recibida al tiempo cero del ensayo.

(b): 2* dosis recibida a los 120 dpv.

(c): 3 dosis recibida a los 240 dias postsegunda vacunacion.
(d): Grupo control de circulacion viral: ovinos sin vacunar.
n: numero de animales por grupo.

7.3.1.2- Muestras de liquido es6fago - faringeo

Se tomaron muestras de LEF de los animales que resultaron positivos para Ac contra el
Ag VIA luego de los 90 dias postsegunda vacunacion con el fin de confirmar que la
seroconversion era conferida por la vacunacion y no debida a infeccion viral. En total se
tomaron muestras de 12 animales. Seis de éstos se muestrearon durante 3 meses, cuatro
animales durante 2 meses y de dos animales se tomaron muestras solamente una vez. Las
muestras se tomaron por el método de la copa “probang”, una muestra por mes, se diluyeron
en medio Hank's y se congelaron a -70°C hasta su procesamiento. (Sutmoller y col., 1965;

Sutmoller y col., 1967).

7.3.1.3- Aislamiento Virologico

Para el aislamiento del VFA las muestras de LEF se trataron con 1,1,2-trifluoro-
tricloroetano (TTE) (Sigma, Chemical Co, USA) en una relacion 1:1. Monocapas de cultivo
primario de células de tiroides de feto bovino (TiFB), se crecieron en tubos rotantes, en medio
Eagle conteniendo una mezcla de antibidtico (Estreptomicina/Penicilina/Gentamicina), anti-
micotico al 1% (Anfotericina, Fungizone) y suero fetal bovino al 10% por un periodo de 4 - 5

dias a 37°C. Para inocular las monocapas se descart6 el medio y se inocularon 0.1 ml por tubo
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de las muestras de LEF en un total de 4 tubos por muestra. El indculo se adsorbié durante
1 hora a 37°C, y luego se agregé 1 ml del mismo medio sin suero fetal bovino. Los tubos se
colocaron en una rolera continua a 37°C y se examinaron a las 24, 48 y 72 horas
postinoculacion para observar evidencia de efecto citopatico (ECP). En total se realizaron 3
pasajes ciegos. Se consideraron negativas las muestras en las cuales luego de los 3 pasajes

ciegos no se evidencié ECP.

7.3.2- Ensayo en bovinos mayores de 2 aiios

Con el fin de estudiar la cinética de Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA en animales
con multiples vacunaciones, se seleccionaron de un total de 34 bovinos raza Braford, mayores
de 2 afios, 14 bovinos negativos para Ac contra el Ag VIA al tiempo cero del ensayo.

El ensayo se realizo en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA), INTA, Mercedes,
Corrientes, (Region Mesopotamia segun el Plan Nacional de Erradicacion, Introduccion,
Seccion 2.1, Figura N° 2), bajo condiciones de campo controladas, manteniéndose a todos los
animales en el mismo campo experimental durante el ensayo.

Los animales habian recibido 6 vacunaciones previas, con intervalos de seis meses entre
cada una, segun el plan de vacunacion sistematica de esa region, establecido por el Plan de
Control y Erradicacion 1993-1997. Los mismos recibieron una séptima vacunacion, al tiempo
cero del ensayo, luego de 12 meses de la sexta vacunacion y una octava vacunacion a un afio y
un mes de ésta Gltima.

Se cont6 también con un grupo de 15 ovinos sin vacunar, que sirvi6 como grupo
centinela, control de circulacion viral.

Se tomaron muestras de suero secuenciales de todos los animales cada 30 dias a lo largo

de todo el ensayo (360 dias), conservandose las mismas a -20°C hasta su procesamiento.

7.3.2.1- Vacunacion

Para la vacunacion se utilizaron vacunas comerciales tetravalentes (A Argentina 79, A
Argentina 87, C Argentina 85, O1 Caseros) contra el VFA, de tipo oleoso, de aplicacion en el
Plan de Control y Erradicacion. La via de inoculacion fue intramuscular en la tabla del cuello

en dosis de 3 ml por animal.
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7.3.3- Estudio de la actividad viral en tres partidos de la Provincia de Buenos Aires

Para evaluar la utilidad de la deteccion de Ac contra la proteina 3D como indicador
epidemiologico de actividad viral, se estudiaron 3 partidos de la provincia de Buenos Aires:
Lobos, Navarro y Suipacha.

Los partidos de Navarro y Suipacha tienen caracteristicas productivas similares. En
ambos predomina el sistema extensivo extractivo (cria), ocupando el sector empresarial de
leche el segundo lugar y el sector empresarial de engorde el tercero. En el partido de Lobos,
predomina el sistema extensivo extractivo, presentando el sector empresarial de leche una
importancia relativa muy inferior.

Con respecto a la FA los tres partidos se caracterizan como ecosistema endémico
primario (Region Central segun el Plan Nacional de Erradicacion, Introduccion, Seccion 2.1,
Figura N° 2). Los movimientos de hacienda en los tres partidos son escasos y principalmente se
trata de egresos, siendo los ingresos limitados. En estos partidos se vacuna la totalidad de los
bovinos en otofio (mayores y menores de 2 afios) y los bovinos menores de 2 afios en
primavera.

Para este ensayo se utilizaron muestras de suero (n=entre 70 - 180) que habian sido
tomadas durante las campaiias de vacunacion de otofio de los afios 1993, 1994 y 1995 para el
partido de Navarro, 1994 y 1995 para Suipacha, y 1993, 1994, 1995 y 1996 para el partido de
Lobos. La categoria de animales seleccionada en base a los resultados obtenidos en el estudio
anterior de animales vacunados y revacunados, fue la de 6 - 12 meses de edad. Los animales
dentro de esta categoria, debido al programa de vacunacion, generalmente no han sido
vacunados o han recibido una unica vacunacion. En el caso de haber recibido una vacunacion,
se utilizaron vacunas comerciales tetravalentes contra el VFA, de tipo oleoso, de aplicacion en
el Plan de Control y Erradicacion. Por otro lado animales mayores a 6 meses no presentarian
Ac detectables contra el Ag VIA o proteina 3D de origen calostral (Leon y col., 1995).

Se cont6 con datos de la fecha de toma de muestra y de la vacunacion de acuerdo a los

registros de SENASA.
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Tabla N° 2: Diseiio de muestreo

ANO
PARTIDO 1993 1994 1995 1996
NAVARRO 08* 73 154 nd
LOBOS 139 136 147 120
SUIPACHA nd 124 180 nd

* : N° de animales analizados / afio / partido
nd : no determinado

8- Desarrollo del método de “Western blot” para la deteccion de Ac contra las PNE
GST-3A, GST-2C y GST-Lb del VFA

Con el objeto de contar con otros indicadores complementarios de infeccion por el VFA,
se investigd la capacidad de las PNE GST-3A, GST-2C y GST-Lb del VFA de detectar Ac
especificos de infeccion viral utilizando el método de "Western blot".

Se determinaron las condiciones Optimas de corrida de los geles y transferencia,
condiciones de bloqueo, concentracion de antigeno a utilizar, y diluciones de los diferentes
reactivos (sueros y conjugado). Para estos ensayos se utilizo un namero limitado de sueros de
bovinos de zona libre (n=10), libres de Ac contra el VFA; sueros de bovinos
experimentalmente infectados con el VFA (n= 6), tomados a los 0, 7, 20 y 30 dpi, y sueros de

bovinos vacunados con vacunas comerciales (n= 14), tomados entre los 30, 60 y 90 dpv.

8.1- Evaluacion de la PNE GST-2C del VFA utilizando el método de "Western blot"
La proteina GST-2C del VFA, evaluada anteriormente, se seleccion6 como Ag para su
evaluacion en la discriminacion entre animales infectados y vacunados, con un nimero mayor

de sueros.
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8.1.1- Estudio de especificidad
- Sueros de zona libre
Con el objetivo de determinar la especificidad del método de “Western blot” | se

analizaron n=40 sueros de bovinos de zona libre (Region Patagonica, sur del paralelo 42°).

8.1.2- Cinética de Ac contra la proteina 2C durante el estado agudo y convaleciente de la
infeccion
- Sueros de animales experimentalmente infectados
A fin de determinar la cinética de Ac contra la PNE 2C del VFA, se analizaron muestras
de sueros de 4 bovinos durante el estado agudo, convaleciente y “carrier” de la infeccion con el
virus, luego de ser expuestos a una infeccion experimental por contacto, con dos terneros
infectados por inoculacion intradermolingual con VFA tipo “O” (animales N° 4, 16, 18 y 19).
Con el fin de validar el método desarrollado se evalu6 un mayor nimero de sueros de
bovinos experimentalmente infectados con el VFA (n=70), tomados entre los 10 y 535 dpi.

Todos los sueros ya habian sido evaluados por los métodos de ELISA-3D e IDAG.

8.1.3- Induccion de anticuerpos postvacunacion contra la proteina 2C en animales
virgenes
- Sueros de animales vacunados

Con el proposito de validar el método, se evaluaron n=79 sueros de bovinos
primovacunados, provenientes de pruebas de potencia de vacunas comerciales tetravalentes
contra FA (tipos A Argentina 79, A Argentina 87, C Argentina 85 y O1 Caseros), formuladas
con adyuvante oleoso, tomados a los 30, 60 y 90 dpv. Los mismos fueron provistos por el
SENASA. Todos los sueros fueron libres de Ac contra la proteina 3D y el antigeno VIA al
tiempo cero del ensayo y habian sido evaluados por los métodos de ELISA-3D e IDAG.

En todos los ensayos se utilizd0 como control negativo un suero de bovino libre de Ac
contra el VFA, proveniente de zona libre de FA y como control positivo un suero de bovino

experimentalmente infectado con VFA tipo "C", tomado a los 21 dpi.



9- Andlisis Estadisticos

Para la comparacion entre los niveles de Ac generados por los bovinos luego de una
infeccion experimental contra PE y PNE, se realiz6 un analisis de varianza en disefio factorial
2 x 6 para la vaniable respuesta “titulo”, aplicando el programa STATISTIX.

Para la prueba de normalidad, se determiné el Indice de Wilk-Shapiro con n=18, tanto
para el método de ELISA-3D como para el ELISA en F-L.

Para los estudios de comparacion de proporciones en los ensayos de aplicacion del
método de ELISA-3D como indicador epidemioldgico de actividad viral en 3 partidos de la
provincia de Buenos Aires, (Materiales y Métodos, Seccion 7.3.3), se aplico el programa de

Epi-Info 6.
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IV.- RESULTADOS

1- Expresion de la proteina GST-3D en E.coli como sistema de expresion

La induccion de la expresion de la proteina GST-3D, se realizd por el agregado de
IPTG, al cultivo de E.coli, cepa DH5a, transformado con el plasmido pKSO1, segun el
protocolo descripto previamente en Materiales y Métodos (Seccion 1.2).

El extracto crudo proteico se separ6 en un SDS-PAGE al 12%. Luego de la tinciéon con
Coomasie blue, se detecté una banda de proteina inducida, de un tamafio aproximado de
80000 Da. Esta banda corresponde a la proteina de fusion GST (26000 Da) - 3D (56000 Da).
El extracto crudo proteico fraccionado en un SDS-PAGE, se transfirid6 a una membrana de
nitrocelulosa y la especificidad de la proteina inducida se confirmé por "Inmunoblotting" con
un suero de bovino experimentalmente infectado con el VFA, con alto titulo de Ac contra PE y
PNE, mostrando una union especifica con la proteina 3D expresada de 80000 Da. También se
observa una reaccion por parte de los sueros con otras proteinas bacterianas, dado que los
bovinos desarrollan naturalmente Ac contra E.coli (no presentado).

Para la produccion de la proteina con fines de utilizarla como Ag y para su purificacion
se trabajo con cultivos de mayor volumen. Luego de la induccion, los cultivos se sonicaron y
se trabajo con la fraccion soluble para su purificacion.

Las preparaciones de la proteina GST-3D, asi como de GST, se purificaron por afinidad
utilizando perlas de glutation agarosa al 50%. La especificidad de la proteina purificada se
confirmé por analisis de SDS-PAGE y "Western blot". Los resultados del "Western blot"
mostraron una reaccion especifica contra la proteina GST-3D (Figura N° 9).

Los resultados obtenidos muestran una alta expresion de la proteina recombinante segin
la intensidad de las bandas observadas en el SDS-PAGE. Ademas de un alto rendimiento luego
de la purificacion, obteniéndose una concentracion proteica de aproximadamente 2000 - 3000
ug /ml, segun el método de Bradford.

Se observa también que la proteina se eluye especificamente, lo que se corrobora con los

resultados de “Western blot™.
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Figura N° 9: Expresion de la proteina recombinante GST-3D.
(a)- SDS-PAGE
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La proteina GST-3D obtenida de la transformacion de E.coli DH5a con el plasmido pKSOl, se
purifico por afinidad con perlas de glutation agarosa 50%. La misma se resolvié en un gel de SDS-
PAGE al 12% (panel A) y luego se realizo un “Western blot” para los siguientes sueros: suero de
bovino infectado experimentalmente con VFA tipo O1Campos, de 21 dpi; suero de bovino proveniente
de zona libre de FA (sur del paralelo 42°) y un suero de bovino anti-GST (panel B). Los mismos sueros
fueron enfrentados también contra GST (panel C).

Panel A: linea 1: MPM, linea 2, 3 y 4: GST, lineas 5, 6, y 7: GST-3D.

Paneles B y C: lineas 1 y 4: suero bovino anti-GST; 2 y 5:suero bovino infectado con VFA (21 dpi),
lineas 3 y 6: suero normal bovino.
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2- Desarrollo del método de ELISA-3D
2.1- Optimizacion de los reactivos

Para la estandarizacion del método de ELISA-3D se determinaron las concentraciones
optimas de cada uno de los reactivos, antigeno GST-3D, GST, suero de captura, suero
detector, anticuerpo anti-bovino conjugado a peroxidasa, realizando titulaciones cruzadas,
segun Hamblin y col. (1986), y las recomendaciones de la OIE (Manual of Standards, OIE,
1996).

Para la titulacion del suero de cobayo (suero detector) y del conjugado, las placas de
ELISA se sensibilizaron con el suero de cobayo en diluciones dobles desde 1/ 25 hasta 1/800.
El conjugado se tituld en un rango de diluciones similar al suero de cobayo, en direccién
cruzada, determinandose finalmente la dilucion de uso.

La concentracion optima del suero de captura se determiné por titulacion en damero. Las
placas de ELISA se sensibilizaron con una serie de diluciones al medio del suero de captura,
desde 1/25 hasta 1/ 800. Diluciones al medio de la proteina GST-3D y de GST, desde 1/25
hasta 1/800, se hicieron reaccionar con cada dilucidn del suero de captura. El suero de cobayo
y el conjugado se usaron en las diluciones predeterminadas, 1/100 y 1/1000 respectivamente.

Todos los reactivos se utilizaron en la ultima dilucién que resulté con el valor maximo de
absorbancia. La proteina GST-3D se utiliz6 en la dilucion que otorgo el 60% de la maxima

absorbancia obtenida en el ensayo (O 'Donnell y col, 1996).

2.2- Determinacion del punto de corte. Distribucién de frecuencias de titulos por ELISA-
3D en sueros negativos

Con el fin de determinar el punto de corte a partir del cual un animal se considera reactor
positivo para Ac contra la proteina 3D, se estudié una poblacion de sueros positivos y
negativos.

La distribucion de frecuencias de titulos se determiné por examen de 130 sueros
negativos provenientes de zona libre de FA, y 167 sueros positivos derivados de animales entre
5 y 565 dias luego de una infeccién experimental (Materiales y Métodos, Secciéon 7.1). La
distribucion de los titulos por ELISA-3D se observa en la Figura N° 10.
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Un 89.23% de los sueros negativos mostraron titulos de Ac menores a log,,=0.3. El 10%
de los sueros resultaron con titulos entre log,;=0.35 y 0.75. Solamente uno de los 130 sueros
(0.77%) mostr6 un titulo de log,;=0.88. Ocho de los 167 sueros positivos tuvieron titulos que
se superpusieron con la poblacion negativa, entre log;0=0.75 y 0.9. De estos sueros, seis
correspondian a animales de 5 a 8 dpi y dos a animales de 350 y 565 dpi.

En base a los resultados obtenidos el valor de log,,=igual a 1, mostr6 la maxima

sensibilidad, por lo que este valor se us6 como punto de corte para las siguientes

determinaciones.
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2.3- Estudio de especificidad

Todos los sueros de bovinos negativos provenientes de zona libre de FA, n=279,
analizados por el método de ELISA - 3D resultaron negativos en una dilucion inicial del suero
de 1/5 (logio= 1), resultando en una especificidad del 100% (Tabla N° 3).

Al mismo tiempo, se evaluaron tanto por el método de ELISA-3D como por IDAG,
sueros bovinos y porcinos de referencia, negativos para Ac contra el VFA, con alto titulo de
Ac contra diferentes agentes (Materiales y Métodos, Seccion 7.1). No se detectd reactividad
alguna contra la proteina 3D ni contra el Ag VIA con ninguno de los sueros analizados (Tabla
N° 3). Los titulos medidos por ELISA-3D dieron valores expresados en logj < 0.3 (Figura
N°11).

Estos resultados confirman la especificidad del método de ELISA-3D y que la reaccion
es especifica en detectar Ac postinfeccion, no dando reaccion cruzada contra otros virus.

De este grupo se analizaron 219 sueros por ELISA-VIA y 228 sueros por IDAG,
obteniéndose idénticos resultados (especificidad 100%), comparables con los obtenidos para el

ELISA-3D (Tabla N° 3).
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Figura N° 11: Titulacién de sueros bovinos y porcinos de referencia con alto titulo de Ac

contra diferentes agentes (virus ARN y ADN), por el método de ELISA-3D.

O Sueros de referencia
B Suero positivo

2.8+
2.6
2.4+
2.2+

1.8-
1.6
1.4-
1.2-

Titulo ELISA-3D log10

0.8+
0.6
0.4+

VEV
VLA
PPA

EVP
VFA

[~}
[~] ?

N\
HVB-1H
Hvs-zw
HVB4M

HVP-1

Los titulos expresados en log;o< 0.3 son negativos. Como control positivo se analizo un suero de un
bovino experimentalmente infectado con VFA, con alto titulo de Ac contra 3D (log 10=2.5), y
reactividad positiva para Ac anti-VIA.
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2.4- Estudio de sensibilidad

Ciento cincuenta y nueve sueros de los 167 sueros de bovinos positivos ensayados
resultaron positivos por el método de ELISA-3D. La sensibilidad estimada resulté en un
95,2 % (1.C.=91.95% - 98.44%).

Los resultados mostraron que el método de ELISA-3D es capaz de detectar animales
positivos mas precozmente que la técnica de IDAG, cuya sensibilidad estimada fue del 78.26%
(I.C.= 87.9% - 68.5%). Por otro lado, cuando se lo compar6 con el método de ELISA-VIA,
cuya sensibilidad fue de un 85.58% (I.C.= 93.8% - 77.3%), el ELISA-3D resulté6 de una
sensibilidad mayor.

Los resultados obtenidos de la titulacion de los sueros para el calculo de sensibilidad
relativa se muestran en la Tabla N° 3. Los titulos obtenidos por ambos métodos de ELISA
resultaron 10 a 100 veces mas altos que con la técnica de IDAG. Estos resultados demuestran
que el método de ELISA-3D es altamente sensible en comparacion con los otros dos métodos

estudiados y lo hace de eleccion frente al método de ELISA que utiliza el Ag VIA.



6L SOUV.LINSTA

'soAnisod sorans ap [e303/0pojeu 2 1od soanisod sozeng ‘pPepI[IqISudS

"S0ATESaU s0JaNs 9p [BI0)/0polsul |8 1od soAneSeu so1eng :pepoyoadsy

VA U0 sopepdgul sjuswijeiuouwiLiadxs A [eInjeu souiao A souraoq op sozong

T~ U8 VST 9p opou |2 10d oprpawr ‘Y JA [8p d Se| BIIU0D Oy 9p S2IqI] “V 4 9p 21qI] U0z P sejuatuaAoid souIA0q 8p so1ong '®

%92 8L %85 'S8 %2 S6 PEpIIqISudS
%001 %001 %001 pepyadsy
vS  SI 6S 0l 6SI 8 (@SOPEIRJU]
0 82z 0 6lz 0 6LT ®21q1] BUo0Z
+ - + = + -
oval VIA-VSI'Td as-vsIia

"VAA P B1U0D ugrdajui ap

SOMSLIDPEILI 9 9p u912219p ¥| vred AE-VSITA 3P 0PORW PP PEPIIqISUIS & peprydsy ¥l 9p UQLBUILLING ¢ oN ®IqeL




2.5- Estudio de reproducibilidad

El coeficiente de variacion (C.V.) obtenido intraplaca para el método de ELISA-3D fue
en promedio del 2.75 % (rango 2.5% - 3%). Estos resultados fueron comparables con los
obtenidos para el ELISA-VIA, cuyo C.V. resulto del 5% (rango 4.6% - 5.4%). El C.V.
obtenido entre ensayos para ambos métodos de ELISA, fue del 7.4% para el método de
ELISA-3D y del 2.4% para el método de ELISA-VIA (Tabla N°4).

Los bajos C.V. obtenidos, indican una alta reproducibilidad para ambos métodos (OIE,

Manual of Standards,1996).

Tabla N°4: Estudio de reproducibilidad.

(a): Ensayo interplacas.

ELISA-3D ELISA-VIA
N° de réplicas 43 43
Media del titulo 2.53 3.15
D.E© 0.168 0.15
cVv® 0.066 0.047
(b): Ensayo intraplacas.
ELISA-3D ELISA-VIA
PLACA 1 PLACA 2 PLACA 1 PLACA 2
N° de réplicas 20 20 16 16
Media del titulo 2.55 2.47 3.29 3.24
DE,“ 0.064 0.076 0.152 0.175
EV. 9 0.025 0.03 0.046 0.054

El C.V. interensayo para los métodos de ELISA-3D y ELISA-VIA, se determiné por titulacion de un
suero bovino infectado experimentalmente con el VFA, en 43 ensayos independientes respectivamente
(a). Se determind también la variabilidad intraplaca por titulacion de Ac en un suero bovino
convaleciente de FA. Para ello se realizaron n=20 repeticiones (ELISA-3D) y n=16 repeticiones
(ELISA-VIA) de titulaciones del suero dentro de la misma placa, por duplicado (b).

© D.E.: desvio estandard

@€ .V.: coeficiente de variacion

RESULTADOS 80




3- Evaluacion del método de ELISA-3D con sueros categorizados (animales infectados y
animales vacunados). Comparacion con la técnica de IDAG

3.1- Cinética de Ac contra la proteina 3D durante el estado agudo y convaleciente de la
infeccion

La cinética de Ac contra la proteina 3D durante el estado agudo y convaleciente de la
infeccion, se estudié un grupo de 9 bovinos (Materiales y Métodos, Seccion 7.2).

Los Ac contra la proteina 3D se detectaron a partir de los S dias luego de la exposicion a
la infeccion en 2/9 animales estudiados. A los 7 dpi, seroconvirtieron 3/9 animales mas, y a los
20 dpi, 9/9 animales mostraron seroconversion, manteniéndose positivos hasta los 233 dpi,
tiempo en que se tomo la ultima muestra. Los maximos niveles de Ac contra 3D se alcanzaron
entre los 20 y 34 dpi, observandose valores entre log;o =1.75 - >3.8, siendo mas altos en 2/4
bovinos que mostraron signos clinicos de la enfermedad (animales N° 6 y 19). Estos niveles
declinaron gradualmente en todos los bovinos hasta alcanzar valores entre log,, =1 - 1.7 a los
233 dpi, con excepcion del bovino N° 6 en el que el titulo contra 3D siempre fue mayor
(logi10= 2.73).(Figura N° 12).

En este estudio, se comprobo el supuesto de normalidad para los métodos de ELISA-3D
y ELISA en F-L. Para la prueba de normalidad, se calculo el indice de Wilk-Shapiro, que fue
de 0.944 con n=18 para el ELISA-3D y de 0.954 con n=18 para el ELISA en F-L. La

independencia fue correctamente asegurada en el muestreo y en la aleatorizacion del mismo.
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Figura N° 12: Respuesta de Ac contra la proteina 3D del VFA, en bovinos luego de una
infeccion experimental por contacto con dos terneros infectados con VFA tipo Ol

Caseros, medido por el método de ELISA-3D.
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El analisis de los sueros por ELISA en F-L para determinacion de Ac especificos de tipo
contra PE del VFA tipo O1, a los tiempos 0, 34, 181 y 233 dpi, demostré una rapida respuesta
serologica en todos los animales, con titulos significativamente mayores en comparacion que

con los obtenidos contra la proteina 3D (p<0.05) (Figura N° 13).

Figura N° 13: Respuesta de Ac especificos de tipo contra el VFA tipo O1 Caseros, en
bovinos luego de una infeccion experimental por contacto con dos terneros infectados

con VFA tipo O1 Caseros, medido por el método de ELISA en F-L.
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4.5+ B 34 dpi
0181 dpi
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Titulos menores que log;o =1 son negativos para Ac contra PE.
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Los sueros se analizaron también por el método de IDAG, para su comparacion con los
resultados obtenidos por ELISA-3D, observandose resultados positivos desde los 20 dpi hasta
los 132 dpi en los 9 animales en estudiados. A los 233 dpi solamente 6/9 (66.6%) bovinos

permanecian positivos para Ac contra el Ag VIA (Figura N° 14).

Figura N° 14: Frecuencia de animales reactores positivos a la PNE 3D y al Ag VIA,
analizados por ELISA-3D e IDAG respectivamente, en 9 bovinos luego de una infeccion

experimental por contacto con dos terneros infectados con VFA tipo O1 Caseros.

HIDAG
B ELISA-3D

FRECUENCIA

Se puede concluir por tanto que el método de ELISA-3D es mas sensible que la técnica
de IDAG para la deteccion de Ac postinfeccion en un mayor nimero de animales desde

tiempos mas tempranos de la infeccion (5 - 7 dpi), asi como a tiempos mas tardios (233 dpi).
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3.2- Deteccion de Ac contra 3D por ELISA y contra el Ag VIA por IDAG, en sueros de
bovinos infectados en estadios tardios de la infeccion persistente

La cinética de Ac contra la proteina 3D, también se estudié durante el estado portador o
“carrier” en un grupo de siete bovinos persistentemente infectados con el VFA tipo O1
(Materiales y Métodos, Seccion 7.2 ), con el objetivo de conocer la capacidad del método de
detectar Ac en estadios tardios de la infeccion persistente. A los 10 dpi, se observo
seroconversion contra 3D en todos los animales, estos resultados se mantuvieron a los 28 y
470 dpi. A los 535 dpi, s6lo 1/7 animales se negativizo, y en el ltimo muestreo, a los 565 dpi,
donde se cont6 con suero solamente de 5 bovinos, cuatro de ellos (80%) aun presentaban Ac
anti - 3D (Tabla N°6).

Los niveles de Ac contra la proteina 3D fueron altos entre los 10 y 28 dpi, observandose

valores de log;o=1.59 hasta titulos de log;p=4.15. Los titulos de Ac disminuyeron

gradualmente, hasta alcanzar valores entre log,,=1.07- 1.48 a los 565 dpi (Figura N° 15).

Figura N° 15: Respuesta de Ac contra la proteina 3D del VFA, en bovinos luego de una
infeccion experimental por contacto con dos terneros infectados con VFA tipo O1

Caseros, medido por el método de ELISA-3D.
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Por otro lado, no se observd ninguna asociacién entre los animales que habian sido
previamente vacunados (Nos. 82/1111, 1119, 415, 1057) y la persistencia de Ac contra la
proteina 3D. Tanto en el grupo de bovinos vacunados y expuestos a la infeccion con VFA,
como en el grupo de bovinos no vacunados y desafiados con el virus, los Ac persistieron entre
los 470 y 565 dpi.

El analisis de los sueros por el método de ELISA en F-L para la determinacion de Ac
especificos de tipo contra el VFA tipo O1C, a los diferentes tiempos mostré altos titulos entre
los 10 y 28 dpi. A los 470 dpi se observo una disminucion del titulos de Ac contra PE en
general en todos los animales, los que se mantuvieron hasta los 565 dpi. La comparacion de los
titulos obtenidos con el ELISA en F-L con los resultados del ELISA-3D, resultd en titulos
significativamente mayores para el primero en comparacion con el segundo método (p<0.05)

(Tabla N° 5, Figura N° 16).

RESULTADOS 86



Tabla N° 5 y Figura N° 16: Respuesta de Ac especificos de tipo contra el VFA tipo O1

Caseros, en bovinos portadores del VFA tipo O1 Caseros, luego de una infeccion

experimental por contacto con dos terneros infectados con VFA tipo O1 Caseros, medido

por el método de ELISA en F-L.

ANIMAL N°
Tiempo 82 440 1119 635 319 415 1057
0 dpi nd + <l nd + <] <] nd + nd +
10 dpi 3.14 3.5 445 3 3.96 414 223
28 dpi 2:5 3.74 4.45 3.23 3.96 4.14 2.34
470 dpi 2.3 2 2.49 nd 3.01 2.5 2.42
535 dpi 2.74 1.96 2.59 nd 2.4 23 251
565 dpi nd 1.8 nd nd 1.95 2.42 235
nd+: no determinado, positivo para Ac por SN.

@82

Titulo ELISA F-L log10

Dias postinfeccion
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Los sueros fueron analizados también por la técnica de IDAG, para su comparacion con
los resultados obtenidos con el método de ELISA-3D. Todos los animales resultaron positivos
para Ac contra el Ag VIA alos 10 y 28 dpi. A los 470 dpi, 5/7 permanecian positivos, dos de
éstos se negativizaron a los 535 dpi, siendo positivos en este tiempo 3/7 bovinos para Ac
anti-VIA. Solamente se conté con muestras de 5 de los 7 bovinos en estudio en el ultimo
tiempo (565 dpi), observandose 2/5 (40%) animales reactores positivos. Se puede observar
que el numero de animales reactores positivos, detectados por IDAG, es menor que el de
reactores positivos a 3D detectados por ELISA (Tabla N° 6).

Los resultados obtenidos demuestran nuevamente que el método de ELISA-3D es mas

sensible que la técnica de IDAG para detectar Ac postinfeccion a tiempos mas tardios de la

infeccion persistente.
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3.3- Respuesta de Ac postvacunacion contra la proteina 3D en animales virgenes

Con el fin de estudiar la presencia y cinética de Ac contra la proteina 3D inducida por
diferentes vacunas comerciales, se examinaron grupos representativos de sueros de animales
provenientes de pruebas de vacunas. En la Tabla N° 7 se muestran los resultados obtenidos a

los 0, 30, 60 y 90 dpv con las 7 vacunas evaluadas.

Tabla N° 7: Respuesta de Ac contra la proteina 3D inducida por diferentes vacunas

comerciales en grupos de bovinos virgenes, medidos por el método de ELISA-3D.

VACUNA oppv @ 30 DPV 60 DPV 90 DPV
A ®) 017 © 3/17 0/17 0/17
B 0/14 7/14 5/14 1/14
C 0/16 14/16 10/16 5/16
D 0/12 0/12 0/12 0/12
E 0/12 0/12 0/12 0/12
F 0/16 14/16 8/16 0/16
G 0/17 0/17 0/17 0/17

(a): Dias postvacunacion
(b): Lotes de diferentes vacunas comerciales
(c): Bovinos positivos / bovinos totales

Las respuestas inducidas contra la proteina 3D, por las diferentes vacunas fueron muy
variables. A los 30 dpv las vacunas D, E y G, no indujeron Ac contra 3D, resultado que se
mantuvo a los 60 y 90 dpv.

Las cuatro vacunas restantes indujeron una respuesta positiva de Ac a los 30 dpv. El
porcentaje de animales positivos fue variable, observandose un 17.6% y 50% de animales
positivos para las vacunas A y B, y un 87.5% para las vacunas C y F. A los 60 dpv en los
animales del grupo A no se detectaron Ac contra 3D, observandose los mismos resultados a
los 90 dpv para los animales del grupo F. Uno de los 14 animales del grupo B (7.14%) y cinco
de los 16 animales estudiados del grupo C (31.25%), se mantuvieron positivos para Ac contra

3D alos 90 dpv.
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Los sueros también fueron evaluados por el método de IDAG, se puede observar un
menor porcentaje de animales reactores positivos para Ac anti-VIA, debido a la menor

sensibilidad del método (Tabla N° 8).

Tabla N° 8: Respuesta de Ac contra el Ag VIA inducida por diferentes vacunas

comerciales en grupos de bovinos virgenes, medidos por el método de IDAG.

VACUNA oppv @ 30 DPV 60 DPV 90 DPV
A ® o/17 © 0/17 0/17 0/17
B 0/14 5/14 2/14 0/14
C 0/16 nd nd nd
D 0/12 0/12 0/12 0/12
E 0/12 0/12 0/12 0/12
F 0/16 10/16 6/16 0/16
G 0/17 0/17 0/17 0/17

(a): Dias postvacunacion
(b): Lotes de diferentes vacunas comerciales

(c): Bovinos positivos / bovinos totales

Estas observaciones demuestran que algunas vacunas son capaces de inducir una
respuesta de Ac contra la proteina 3D y/o el Ag VIA de tipo transitoria, que difiere de la
observada en sueros de animales luego de una infeccion, donde la respuesta es mayor en el

tiempo.
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3.4- Aplicacién del método de ELISA-3D en estudios a campo
Con el fin de validar estadisticamente el método de ELISA-3D, éste se investigd bajo
condiciones controladas y utilizando un nimero significativo de sueros en diferentes estudios

de campo.

3.4.1- Ensayo en terneros

El objetivo en este punto fue estudiar la cinética de Ac contra la proteina 3D (por
ELISA-3D) y el Ag VIA (por IDAG) en animales primovacunados y conocer la influencia de
la revacunacion en esta respuesta utilizando vacunas comerciales con antigeno propagado en
epitelio lingual bovino (Frenkel) o en cultivo de linea (BHK-21) (Materiales y Métodos,
Seccion 7.3.1).

Los diferentes grupos de animales se evaluaron a los -20, 0, 30, 60, 90 y 120 dias luego
de recibir la primera dosis de vacuna. A estos tiempos, no se detectaron Ac contra la proteina
3D ni contra el Ag VIA en ningun grupo (Figuras N° 17, 18 y 19).

En el grupo 1 (Materiales y Métodos, Seccion 7.3.1), luego de la aplicacion de la
segunda dosis, se detectaron Ac contra 3D en 1/8 animales (12.5%) a los 30 y 60 dpv, el que
se negativizd a los 90 dias postsegunda vacunacion. Ningun animal del grupo 1 mostrod
reactividad positiva para Ac contra el Ag VIA (Figura N° 17).

En el grupo 2 (Materiales y Métodos, Seccion 7.3.1), 18/26 animales (69.2%) se
detectaron como reactores positivos a 3D a los 30 dias postsegunda vacunacion, de los cuales
uno permanecia positivo a los 150 dias postsegunda vacunacion, y en el que no se detectaron
Ac anti-3D a los 180 dias postsegunda vacunacion. A los 30 dias postsegunda vacunacion, se
detectaron 6 animales (23%) reactores positivos a Ac contra el Ag VIA. El nimero de
animales positivos descendio progresivamente hasta alcanzar cero a los 120 dias postsegunda
vacunacion (Figura N° 18).

El grupo 3 a los 30 dias postsegunda vacunacion, 7/17 animales (41.5%) eran positivos
para Ac contra 3D. Esta respuesta fue disminuyendo en los sucesivos muestreos llegando a los
150 dias postsegunda vacunacion sin animales reactores positivos. Este grupo mostré por
IDAG un animal positivo (5.8%) a los 30 dias postsegunda vacunacion, el que se negativizo a

los 60 dias postsegunda vacunacion (Figura N° 19).
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La tercera dosis de vacuna se aplico a los 240 dias luego de la segunda vacunacion,
observandose un mayor nimero de animales reactores positivos y una respuesta mas sostenida
en el tiempo en los 3 grupos.

Para el grupo 1, un 50% y 25% de los animales resultaron positivos a los 30 dias
postercera vacunacion, por ELISA-3D e IDAG respectivamente, detectandose solamente 1/8
positivo para Ac contra 3D a los 120 dias de la tercera vacunacion, Gltimo tiempo del ensayo y
en el que los animales recibieron una cuarta dosis de vacuna. (Figura N° 17).

En el grupo 2, un 73% y un 69.2% de animales reactores positivos fueron detectados a
los 30 dias postercera vacunacion por ELISA-3D e IDAG respectivamente. Esta respuesta fue
descendiendo progresivamente en el tiempo pero de manera mas sostenida, llegando a los 120
dias postercera vacunacién con un 23% y un 15.3% de animales positivos por ELISA-3D e
IDAG respectivamente, los que no se negativizaron antes de recibir la cuarta vacunacion.
(Figura N° 18).

El grupo 3 mostro a los 30 dias postercera vacunacion un 82,3% de animales reactores
positivos por ELISA-3D y un 70,5% por IDAG. Esta respuesta fue disminuyendo en los
sucesivos muestreos llegando a los 120 dias postercera vacunacién con 4/17 animales reactores
positivos (23.5%) para Ac contra 3D y 1/17 animales positivos (5.85%) para Ac anti-VIA
(Figura N° 19).

Las vacunas producidas en cultivos celular BHK-21 indujeron una respuesta de Ac anti-
3D mayor a la detectada con las vacunas producidas en cultivos Frenkel. La probabilidad de
desarrollar una respuesta positiva a 3D en los animales de los grupos 2 y 3 fue 3.3 (0.48 -
22.46) y 5.5 (0.87 - 35.27) veces mayor respectivamente que en los del grupo 1, diferencias
que podrian estar asociadas a las diferentes fuentes de produccion del antigeno.

Los animales centinelas (15 ovinos) resultaron negativos por ambas pruebas durante los
540 dias que dur¢ el ensayo.

Las muestras de LEF de los 12 animales analizados (Materiales y Métodos, Seccion
7.3.1.2), fueron negativas para el aislamiento de VFA.

Con el fin de conocer los niveles inmunitarios conferidos por la vacunacion y
relacionarlos con los resultados anteriores de ELISA-3D e IDAG, se evaluaron los sueros por

el método de ELISA en F-L (Hamblin y col 1986), para cuantificar Ac especificos de tipo,
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contra los 4 tipos de VFA presentes en la vacuna. Los sueros se evaluaron tanto a los 60 dias
postprimovacunacion como a los 60 dias postsegunda vacunacion. El 80% de los animales, en
los 3 grupos, mostraron titulos de Ac que variaron entre log;0c=2.05 o mayores a log;;=2.6 a
los 60 dias postprimovacunacion y entre logi=2.3 o mayores a log;0=2.6 a los 60 dias
postsegunda vacunacion. Los resultados observados luego de la 1* y 2* vacunacion, revelaron
en promedio altos titulos de Ac especificos contra las PE del VFA contenidas en las vacunas,
indicando que la inmunidad conferida por las diferentes vacunas aplicadas fue satistactoria.

La correlacion entre la mayor respuesta de Ac anti-3D luego de la revacunacion con
vacunas producidas con Ag propagado en cultivos de células (BHK-21) con una mayor
concentracion de Ag en estas vacunas, se realiz6 también midiendo la respuesta de Ac contra

PE.



Figura N° 17: Deteccion de anticuerpos contra la proteina 3D por ELISA y el Ag VIA
por IDAG en el Grupo 1.
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Suero de termeros (n=8) vacunados y revacunados, en los tiempos indicados con las flechas, se
analizaron con los métodos de ELISA-3D e IDAG a lo largo de 480 dias. Los animales eran negativos
para Ac anti-3D y anti-VIA 20 dias antes del inicio del ensayo y al tiempo cero. Las vacunas utilizadas
en este ensayo, fueron vacunas comerciales tetravalentes contra el VFA, de tipo oleoso, con Ag

propagado en cultivo lingual bovino (Frenkel).
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Figura N° 18: Deteccion de anticuerpos contra la proteina 3D por ELISA y el Ag VIA
por IDAG en el Grupo 2.
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Suero de terneros (n=26) vacunados y revacunados, en los tiempos indicados con las flechas, se
analizaron con los métodos de ELISA-3D e IDAG a lo largo de 480 dias. Los animales eran negativos
para Ac anti-3D y anti-VIA 20 dias antes del inicio del ensayo y al tiempo cero. Las vacunas utilizadas
en este ensayo, fueron vacunas comerciales tetravalentes contra el VFA, de tipo oleoso, con Ag

propagado en cultivo celular de linea, BHK-21.

RESULTADOS 96




Figura N° 19: Deteccion de anticuerpos contra la proteina 3D por ELISA y el Ag VIA
por IDAG en el Grupo 3.
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Suero de termeros (n=17) vacunados y revacunados, en los tiempos indicados con las flechas, se
analizaron con los métodos de ELISA-3D e IDAG a lo largo de 480 dias. Los animales eran negativos
para Ac anti-3D y anti-VIA 20 dias antes del inicio del ensayo y al tiempo cero. Las vacunas utilizadas
en este ensayo, fueron vacunas comerciales tetravalentes contra el VFA, de tipo oleoso, con Ag
propagado en cultivo lingual bovino (1* vacunacién) y cultivo celular de linea, BHK-21 (2°, 3"y 4°

vacunaciones).
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3.4.2- Ensayo en bovinos mayores de 2 aios

Con el objetivo de estudiar la cinética de Ac anti-3D y VIA en bovinos que han recibido
multiples vacunaciones, se utilizaron 14 bovinos mayores de 2 afios de edad negativos para Ac
contra 3D y el Ag VIA al tiempo cero del ensayo (Materiales y Métodos, Seccion 7.3.2).

Los resultados mostraron que luego de la aplicacion de la primera dosis de vacuna
(séptima vacunacion recibida), 8/14 animales (57.14%) fueron reactores positivos para Ac
contra 3D a los 30 dpv. El numero de animales positivos descendié progresivamente hasta
llegar a los 390 dpv con 2/14 (14.28%) animales que aun permanecian positivos para Ac

contra la proteina 3D (Figura N° 20).
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Figura N° 20: Deteccion de anticuerpos anti-3D y anti-VIA en suero de bovinos tomados

luego de repetidas vacunaciones.
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Suero de bovinos (n=14) tomados luego de multiples vacunaciones, con vacunas comerciales
tetravalentes (A79, A85, O1 y C85), de tipo oleoso, contra el VFA. Los sueros se analizaron por los
métodos de ELISA-3D e IDAG a lo largo de 390 dias. Los animales se seleccionaron de manera que
fueran todos negativos para Ac anti-3D y anti-VIA al tiempo cero del ensayo y que fueran mayores de 2

anos, (han recibido mas de 7 vacunaciones).
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Cuando se aplico la técnica de IDAG, fueron detectados 3/14 animales como reactores
positivos (21.43%) a los 30 dpv. La respuesta de Ac medida por IDAG, también mostré un
descenso en el nimero de animales positivos, llegando al final del ensayo con 0/14 animales
positivos.

Cinco sueros fueron titulados para Ac contra la proteina 3D por el método de ELISA-
3D en los siguientes tiempos: 0, 30, 60, 180, 240, 360 y 390 dpv. Todos los animales
mostraron titulos entre log;p= 1.19 y 1.49 a los 30 dpv. Si bien 1/5 mostré un aumento del
titulo a los 60 dpv (log;p=1.91), todos mostraron un decrecimiento en los titulos a lo largo del

tiempo hasta su negativizacion (Tabla N° 9).

TABLA N° 9: Determinacion del titulo de Ac contra la proteina 3D, por ELISA, en

sueros de bovinos que han recibido miltiples vacunaciones.

Bovino N° | 0dpv® | 30dpv | 60dpv | 180 dpv | 240 dpv | 360 dpv | 390 dpv
116 2 1.21 0.96 . . s .
207 - 1.19 - - - - -
352 - 1.49 1.19 1.01 1.19 - -
33 - 1.31 191 1.01 0.96 2 -
50 - 1.44 1.3 1.00 1.07 = =

Cinco de los sueros se titularon para Ac contra la proteina 3D por el método de ELISA-3D en todos los
tiempos muestreados. Los titulos se expresaron como el log;, de la wltima dilucion que da el 50% del
valor medio de las absorbancias alcanzadas en el control de antigeno con SNB.

@ Dias postvacunacién

® Todo titulo menor que log;;= 1 se tomé como negativo (-) para Ac anti-3D, segin se determiné en

ensayos anteriores.
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3.4.3- Estudio de la actividad viral en tres partidos de la Provincia de Buenos Aires

Con el objetivo de estudiar la aplicacion del método de ELISA-3D como un indicador
indirecto para estudiar actividad viral en estudios seroepidemiologicos, éste fue aplicado en
tres partidos de la provincia de Buenos Aires (Lobos, Navarro y Suipacha) y los resultados
fueron comparados con los obtenidos con la técnica de IDAG.

La prevalencia de bovinos reaccionantes a Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA medido
por ELISA-3D y por IDAG se presentan en la Tabla N°10. Por el método de ELISA-3D, se
pudo observar un mayor porcentaje de animales reactores positivos lo cual podria atribuirse a
la mayor sensibilidad del método.

La prevalencia de animales reactores positivos a la presencia de Ac contra 3D disminuy6
0 se mantuvo cuando se compararon los resultados obtenidos en los diferentes afios dentro de
cada partido. Este descenso fue significativo cuando se analizaron los datos del partido de
Navarro para los afios 1993 y 1994. El mismo se mantuvo cuando se comparan los datos de
los afios 1994 y 1995 para los partidos de Navarro y Suipacha. Para el partido de Lobos, este
descenso fue significativo para el afio 1993 (p<0.05), sin embargo no se observaron diferencias
significativas entre los afios 1994, 1995 y 1996 (p>0.05). La comparacion de los resultados
obtenidos con el ELISA-3D con los obtenidos con la técnica de IDAG, revelé una buena
correlacion entre ambos métodos (Tabla N° 10). Se pudo observar un significativo descenso de
la prevalencia de Ac contra el Ag VIA en los partidos de Navarro y Lobos, manteniéndose la
misma en el partido de Suipacha (Figuras N° 21a, 21b y 21c).

El porcentaje de animales reactores positivos por IDAG fue menor que el obtenido para
Ac anti-3D, si bien esta diferencia no fue significativa (p>0.05). La disminucién de la actividad
viral medida por IDAG y ELISA-3D se vi6 asociada con un aumento en el nivel de inmunidad
conferida por la vacunacion (Ledn y col., 1993).

El método de ELISA-3D resulté un método altamente sensible, especifico y
reproducible, por lo cual seria un método recomendable para ser utilizado en el monitoreo de

actividad viral en estudios seroepidemioldgicos.
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Tabla N° 10: Prevalencia de bovinos reactores a Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA

obtenidos cuando se aplican los métodos de ELISA-3D e IDAG.

Los datos se expresan en frecuencia de animales reactores positivos.

SUIPACHA
1994 1995
IDAG 14/124 (11%) | 18/180 (10%)
ELISA-3D 31/124 (25%) | 49/180 (27%)
NAVARRO
1993 1994 1995
IDAG 21/98 (21 %) 5/73 (6.8%) | 5/154 (3.2 %)
ELISA-3D 38/98 (39%) | 8/73(10.9%) |16/154 (103 %)
LOBOS
1993 1994 1995 1996
IDAG 21/139 (15.1%) | 2/136 (1.5%) | 1/147(0.68%) | 2/120 (1.6%)
ELISA-3D 31/139 (22 %) | 7/136 (5.14%) | 4/147 (2.7%) | 8/120 (6.6%)
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Figura N° 21: Prevalencia de bovinos reactores a Ac contra la proteina 3D y el Ag VIA

medido por ELISA-3D e IDAG respectivamente.

Los datos se expresan en porcentaje de animales reactores positivos.

a) Partido A: NAVARRO

PORCENTAJE

100+

90+
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B IDAG
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b)- Partido B: LOBOS

PORCENTAJE

PARTIDO B

]
B ELISA-3D

B IDAG

1993 1994

1995 1996

¢)- Partido C: SUIPACHA

PORCENTAJE

PARTIDO C

|
WELISA-3D

B IDAG
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4- Desarrollo del método de “Western blot” para la deteccion de anticuerpos contra las
PNE GST-2C, GST-3A y GST-Lb del VFA

4.1- Desarrollo del antigeno GST-2C biosintético
4.1.1- Secuenciacion del DNA

Con el fin de confirmar el tamafio y la orientacion del gen de 2C clonado en el plasmido
de expresion pGEX-3X, el plasmido recombinante pMF4 fue secuenciado. La secuencia
obtenida se analiz6 con informacion del Data Gene Bank. Los resultados mostraron
correlacion con el genoma del virus de la Fiebre Aftosa O1K. Las secuencias se analizaron
también por alineamiento con el genoma del VFA tipo O1K, usando los programas Aligment y

Clone Manager, los resultados mostraron homologia con el gen de la proteina 2C.

4.1.2- Transformacion de E.coli con pMF4

El plasmido de expresion pMF4a se utilizd6 para transformar las cepas
electrocompetentes de E.colii DHSa de alta eficiencia de transformacién y BL21 y
BL21(DE3) de baja actividad proteasa.

Para confirmar que la transformacion de las diferentes cepas de E.coli con el plasmido
pMF4 fue exitosa y que el plasmido contenia el gen de 2C, se realizaron minipreparaciones del
ADN siguiendo el método de extraccion de lisis alcalina. Las muestras de ADN plasmidico
obtenidas se sometieron a digestion con las enzimas BamHI, EcoRI y una doble digestion
BamHI/EcoRI durante una hora a 37°C. Las digestiones se sembraron en un gel de agarosa al
0.6%. Los resultados mostraron bandas de ADN correspondientes al tamafio de pMF4 (5926
pb) asi como al plasmido (4970 pb) mas el inserto (956 pb) cuando se lo trat6 con ambas

enzimas.
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4.1.3- Induccion de la expresion y Purificacion de GST-2C en E.coli

Los cultivos de E.coli BL21(DE3) transformados con pMF4 se incubaron a 37°C y a
20°C con el fin de estudiar las condiciones optimas de crecimiento e induccion de expresion de
la proteina de fusion GST-2C. De los cultivos inducidos por el agregado de IPTG 0.1 M, se
tomaron fracciones a diferentes tiempos: sin inducir, 45min, 1.30 horas, 2.30 horas, 4 horas y
21 horas. Estas fracciones se centrifugaron y los “pellets” se guardaron a -80°C. Los mismos
se descongelaron, se resuspendieron en PBS y se sometieron a sonicacion. Luego de la
sonicacion, se centrifugaron y los extractos crudos (sobrenadante y “pellets”) se fraccionaron
en un gel de poliacrilamida. Luego de la tincion con Coomasie blue se detecté un aumento en
los niveles de la expresion en funcion del tiempo observandose una banda de mayor intensidad
con respecto a las otras bandas, correspondiente a la proteina de fusion GST-2C de PM 60000
Da. Se observd una mayor expresion de la proteina entre la 1.30 hs y las 2.30 hs de induccion
con IPTG (Figura N°21).

Por otro lado, no se observaron diferencias entre los cultivos inducidos a diferentes
temperaturas: 37°C y 20°C, por lo tanto para la alta expresion y purificacion de la proteina se

trabajo a 37°C.
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Figura N°22: Expresion de la proteina GST-2C en E. coli transformadas con el plasmido

recombinante pMF4.

~ l1]2]3]4]5]6]7]8]9]10]11]12]13]14]15]

Analisis por SDS-PAGE de las proteinas totales de dos clones seleccionados.

Las calles corresponden a: 1: MPM (kDa); 2-9: E. coli transformada sin inducir clones 1 y 2 (fraccion:
“pellet”); 3-10: E. coli transformada inducida durante 1.30 hs (fraccion: “pellet”); 4-11: E. coli
transformada inducida durante 2.30 hs (fraccion: “pellet™); 5-12: E. coli transformada sin inducir
(fraccion: sobrenadante); 6-13: E. coli transformada inducida durante 1.30 hs (fraccion: sobrenadante);
7-14: E. coli transformada inducida durante 2.30 hs (fraccion: sobrenadante); 8-15: E. coli

transformada inducida durante 4 hs (fraccion: sobrenadante).

RESULTADOS 107



El estudio de los extractos crudos por “Western blot” usando un suero anti-GST y un
suero positivo de un animal experimentalmente infectado con el VFA con alto titulo de Ac
contra todas las proteinas no estructurales mostré una reaccion especifica con la proteina
expresada de 60000 Da.

Con el fin de observar si se mejoraban los niveles de expresion de la proteina, se trabajo
con diferentes cepas de E.coli. Se transformaron cepas BL21, BL21(DE3) y DHSa con el
plasmido pMF4a. La induccion de la expresion se realizoé con IPTG 0.1M, segin las
condiciones establecidas en el ensayo previo, a 37°C y durante 1.30 - 2.30 horas. Para la
produccion de la proteina con fines de utilizarla como antigeno y purificarla, se trabajo con
cultivos de mayor volumen. Luego de la induccion los cultivos se sonicaron y se trabajé con la
fraccion soluble para la purificacion de la proteina.

La proteina se purifico por afinidad utilizando perlas de glutation agarosa al 50%
(Sigma). La proteina eluida se analizo por SDS-PAGE y “Western blot” utilizando los mismos
sueros como se explico previamente. Los geles tefiidos con Coomasie blue mostraron una
banda unica correspondiente con el tamafio de la proteina de fusion, 60000 Da, mostrando una
alta purificacion. Los resultados de “Western blot”, mostraron una reaccion especifica con la
proteina GST-2C. La concentracion de los diferentes lotes de proteina producidos se midié en
espectofotometro a 280 nm, resultando entre 743,29 pg/mly 1500 pg/ml (Figura N° 23).

Estos resultados muestran una alta expresion de la proteina recombinante y un alto
rendimiento luego de la purificacion. Se observa también que la proteina se eluye

especificamente lo que se corrobora por los resultados obtenidos por “Western blot™ .
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Figura N° 23: Purificacién de la proteina recombinante GST-2C y caracterizacién por
“Western blot”.

(a)- SDS-PAGE

L1l [2]3]4] [5l617] [8]

(c)- “Western blot” frente a GST-2C

La proteina GST-2C obtenida de la transformacion de £.coli con el plasmido pMF4a, se purifico por
afinidad con perlas de glutation agarosa 50%. La misma se resolvio en un SDS-PAGE al 12% (a) y
luego se realizo un “Westemn blot” para los siguientes sueros: suero de bovino infectado
experimentalmente con VFA tipo O1Campos, de 21 dpi; suero de bovino proveniente de zona libre de
FA (sur del paralelo 42°) y un suero de bovino anti-GST (c). Los mismos sueros fueron enfrentados
también contra GST (b).

Panel a: 1 y8: MPM; 2, 3 y4: GST; 5,6 y 7: GST-2C. Paneles b y ¢: | y 4: suero bovino anti-GST;2 y
5: suero bovino infectado con VFA (21 dpi); 3 y 6: suero bovino libre de Ac contra el VFA.
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4.2- Optimizacion del método de ""Western blot"

Para el desarrollo del método de “Western blot”, fue necesario evaluar las
concentraciones Optimas de cada uno de los reactivos asi como condiciones de corrida
electroforética y transferencia. Para ello, se analizaron diferentes concentraciones de antigeno,
condiciones de bloqueo, lavado, asi como también las diluciones del suero bovino y del
conjugado anti-bovino que permitieron una mejor reactividad.

Diferentes concentraciones (1, 3, 5, 10 y 15 pg) de las proteinas (GST-2C, GST-3A y
GST-Lb) se sembraron por calle de 3 mm, para determinar la concentracion Optima, tanto para
su visualizacion en los geles como para la reaccion de “Inmunoblot”. Por otro lado estas
concentraciones se analizaron bajo diferentes condiciones de electroforesis y transferencia. Las
mismas fueron: 30 mA de corriente/voltaje variable 6 200 volts/corriente variable para el SDS-
PAGE y 25mA de corriente/voltaje variable, a 4°C durante 17 horas 6 100 volts/corriente
variable a 4°C durante 1 hora para la transferencia (datos no presentados).

Una concentracion de 3pg / calle de 3 mm resultd Optima. Asimismo se eligieron las
condiciones de voltaje fijo - corriente variable para la electroforesis y la transferencia.

Se estudiaron también diferentes tiempos de bloqueo con PBS-Tween 0.1%-Leche 3% :
1 hora a 37°C con agitacion 6 17 horas a 4°C, no observandose diferencia entre ambas.
Diferentes diluciones de los sueros fueron ensayadas: 1/10, 1/20, 1/50, 1/100 y 1/200 bajo las
condiciones de corrida mencionadas anteriormente.

En base a los resultados, las condiciones establecidas: 3 ug de Ag/calle de 3 mm,
dilucién del suero bovino 1/100, dilucion del conjugado-fosfatasa alcalina 1/200, se utilizaron

en todos los ensayos de “Western blot™ realizados.
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4.3- Deteccion de anticuerpos contra las proteinas GST-2C, GST-3A y GST-Lb del VFA
El analisis de los sueros de zona libre (n=10), libres de Ac contra el VFA medido por
ELISA en F-L, resultaron negativos por el método de “Western blot” frente a las PNE GST-
2C, GST-3A y GST-Lb evaluadas (Figura N° 24). Estos sueros fueron analizados también por
las técnicas de ELISA-3D e IDAG, mostrando también resultados negativos. Ninguno de los

sueros reacciono contra GST.



Figura N° 24: Deteccion de Ac contra las proteinas GST-3A (a), GST-Lb (b), GST-2C

(c) y GST (d) por “Western blot” en sueros de bovinos provenientes de zona libre de FA.

(a)- GST-3A

{112]3]4]5]6]7[8]9]r0]1]r]

| |
|
|

(b)- GST-Lb

RESULTADOS 112




(c)- GST-2C

(1]213]4]5]6]1718]9]10{11]12]

||||||||||I|

Las proteinas purificadas se sembraron en un SDS-PAGE y luego se realiz6 un “Western blot”
utilizando sueros de bovinos provenientes de zona libre de FA, libres de Ac contra el VFA, medidos por
ELISAen F.-L.

Panel a, b y d: 1-10: sueros de bovinos de zona libre de FA, 11 : control de suero negativo para Ac
contra el VFA; 12: control de suero positivo para Ac contra el VFA Panel c: 1-10: sueros de bovinos de
zona libre de FA, 11: control de suero negativo para Ac contra el VFA; 12 y 13: control de suero
positivo para Ac contra el VFA.

(d)- GST
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Si bien es conocida la cinética de Ac contra las diferentes PNE del VFA en animales
infectados, resulté necesario conocer como es esta respuesta cuando se aplica el método de
“Western blot” desarrollado y compararlo con los métodos de ELISA-3D e IDAG. Para ello,
se evaluaron 6 sueros bovinos, tomados entre los 0 y 30 dias postinoculacion con VFA.

Frente a GST-Lb, se observd una respuesta positiva en 4/6 animales a los 20 dpi,
manteniéndose a los 30 dpi. La cinética de Ac contra GST-3A mostré una reaccion positiva a
partir de los 7 dpi en 3/6 sueros. Dos de los 3 bovinos restantes seroconvirtieron a los 14 dpi,
siendo todos positivos para Ac anti-3A a los 20 y 30 dpi. Cuando se estudio la respuesta de Ac
contra 2C, 1/6 bovinos mostro Ac anti-2C a los 7 dpi, observandose la seroconversion en
todos los animales entre los 14 y 20 dpi, resultado que se mantuvo a los 30 dpi. Los resultados
fueron comparados con los obtenidos cuando se aplican las técnicas de ELISA-3D e IDAG.

(Tabla N° 11 y Figuras N° 25 y N° 26).

Figura N° 25: Frecuencia de animales reactores positivos frente a las PNE 2C, 3A y Lb,
por “Western blot”, a la PNE 3D por ELISA-3D y al Ag VIA por IDAG.

FRECUENCIA

DIAS POSTINFECCION

B GST-2C B GST-3A OGST-Lb BELISA-3D BIDAG
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Figura N° 26: Deteccién de Ac contra las proteinas recombinantes GST-2C (a), GST-3A
(b) y GST-Lb (c) en sueros de bovinos luego de una infeccién experimental con VFA
medido por “Western blot”.
(a)- GST-2C

(b)- GST-Lb y GST-3A

[ 1]2]3]4]5f/6]7]8]9]10]11]12]
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|

Sueros de bovinos experimentalmente infectados con VFA, tomados a los 20 dpi.

Panel a: calles 1-6:animales N° 1, 2, 3, 4, 5 y 6 frente a GST-2C.

Panel b: calles 1-6 animales N° 1, 2, 3, 4, 5 y 6 frente a GST-Lb, calles 7-12 animales N° 1,2, 3,4, 5y
6 frente a GST-3A.
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En la Tabla N° 12 y Figura N° 27 se observan los resultados obtenidos cuando se
evaluan sueros de animales vacunados, tomados a los 60 y 90 dpv, frente a las PNE 2C, 3A y
Lb. Ninguno de los sueros analizados dieron una reaccion positiva frente a GST-Lb. De los 14
sueros analizados frente a GST-3A, 4/14 resultaron positivos para Ac contra 3A a los 60 y 90
dpv. Los 10 bovinos restantes no mostraron reactividad positiva frente a 3A en estos dos
tiempos ensayados. Cuando se analizaron los sueros para evaluar Ac contra la proteina 2C,
ninguno de estos sueros resultd positivo, ni a los 60 ni a los 90 dpv. Tampoco se observo
reaccion frente a GST. La comparacion de los resultados con los obtenidos por el método de
ELISA-3D e IDAG, mostr6 un mayor numero de animales positivos para Ac contra 3D, 6/14
bovinos, a los 60 dpv, negativizandose 2 de estos sueros a los 90 dpv. Por la técnica de IDAG,

solamente se detect6 un animal positivo a los 60 dpv, el que fue negativo a los 90 dpv.

Tabla N° 12: Deteccion de Ac contra las PNE 2C, 3A y Lb medido por el método de

“Western blot”, en sueros de bovinos vacunados.

DIAS POSTVACUNACION
Bovino 60 90

N° 2C 3A Lb 3D ID|2C 3A Lb 3D ID
1 o A SN S8 R e (R = - = %
2 £ & | i = =il B e
3 L z _ - = = - ki = =
4 = o & a4 . = 2 % 5 e
5 = o 3 = % - < 2 = 2
6 & 2 = = = 2 = = = =
7 > = - = = 2 = - =
8 - - = ¥ - - - - -
9 % . % < - - = = i 3
10 B N o Ny S T T U (e
11 VR Lo ok L B ol e B AL
12 A i B MR Ny SR R S IS T
13 - - v o Al - - o R e
14 L] T R g (A (S, T e i S35

+: reaccion positiva

-: reaccion negativa

3D: Deteccion de Ac contra 3D medido con el método de ELISA-3D.
ID: Deteccion de Ac frente al Ag VIA, medido con la técnica de IDAG.
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Figura N° 27: Frecuencia de animales vacunados, reactores positivos frente a las PNE

2C, 3A y Lb, por “Western blot”, a la PNE 3D por ELISA-3D y al Ag VIA por IDAG.

FRECUENCIA

BGST-2C HBEGST-3A
OGST-Lb BEELISA-3D
HIDAG

DIAS POSTVACUNACION
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4.4- Evaluacion de la proteina GST-2C con sueros categorizados. Comparaciéon con los
métodos de ELISA-3D e IDAG

Del analisis de los resultados obtenidos previamente frente a las PNE 2C, 3A, y Lb, se
apuntd a evaluar la proteina 2C en un mayor nimero de sueros, como Ag complementario en

la diferenciacion de animales que han sufrido una infeccion con el virus y animales vacunados.

4.4.1- Sueros de zona libre de Fiebre Aftosa

Los n=40 sueros bovinos provenientes de zona libre, resultaron negativos por el método
de “Western blot” frente GST-2C. Ninguno de los sueros analizados reacciond frente a GST.
Estos resultados fueron comparables con los obtenidos con las técnicas de ELISA-3D e IDAG,

los que también mostraron resultados negativos.

4.3.2- Sueros de animales experimentalmente infectados

En la Figura N° 28 se muestran los resultados obtenidos del estudio de cinética de Ac
contra GST-2C en un grupo de 4 bovinos experimentalmente infectados con el VFA, durante
el estado agudo y convaleciente de la infeccion.

Los Ac contra 2C se detectaron a partir de los 20 dpi en los cuatro animales en estudio,
resultado que se mantuvo hasta los 233 dpi, ultimo tiempo del ensayo. Se puede ver que el
nivel de Ac aumenta con el tiempo postinfeccion transcurrido. Ninguno de los sueros

reaccioné en forma inespecifica cuando se los enfrenté a GST.
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Figura N° 28: Respuesta de Ac contra la proteina 2C del VFA, en 4 bovinos luego de una

infeccion experimental por contacto con dos terneros infectados con VFA tipo Ol

Caseros, medido por el método de “Western blot”.

FRECUENCIA

BGST-2C

DIAS POSTINFECCION

RESULTADOS 120




Cuando se analiz6 un mayor nimero de sueros de animales infectados (n=70) con el
VFA, tomados entre los 10 y 535 dpi, se pudo observar una seroconversion positiva para Ac
anti-2C a partir de los 10 dpi. De los 70 sueros de bovinos analizados, solamente 2 fueron
negativos. Cabe aclarar que estos dos ultimos sueros correspondian a animales de 535 dpi, de
los cuales uno habia sido negativo también para Ac contra la proteina 3D por el método de

ELISA. Algunos de los sueros analizados se muestran en la Figura N° 29.



Figura N° 29: Deteccion de Ac contra la proteina GST-2C por “Western blot” en sueros

de bovinos experimentalmente infectados con VFA.

(a)

(b)
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Sueros de bovinos experimentalmente infectados con el VFA, tomados a diferentes tiempos
postinfeccion. (N° animal / dpi).

Panel a: 1: 440/535 , 2: 415/535, 3: 18/34, 4: 18/90, 5: control negativo, 6: 18/233, 7: 19/20, 8: 19/34,
9:19/90, 10: 19/233, 11: 91/20.

Panel b: 1: Control negativo, 2: 12/19, 3: 956/23, 4: 342/23, 5: 877/23, 6: 3/100, 7: 2/150, 8: 9/90, 9:
877/48, 10: 342/48, 11: 1224/48, 12: 4/120.

Panel c: 1: control positivo 91/21, 2: control negativo, 3: 31/14, 4: 31/21, 5: sc/14, 6:sc/21, 7: sc/28, 8:
1/10, 9: 2/10, 10: 3/30, 11: 4/30, 12: 9/33.

Panel d: 1-8 : sueros de zona libre de FA, 9 : 956/16, 10 : 392/16, 11 :1224/16, 12 : 877/16.
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Los resultados se compararon con los obtenidos con los métodos de ELISA-3D e IDAG

(Tabla N° 13).

Se observo una reaccion positiva para Ac anti-2C por “Western blot” a partir de los 10

dpi, asi como para Ac anti-3D y anti-VIA por ELISA-3D e IDAG respectivamente. Es

importante destacar que la respuesta contra la proteina 3D por ELISA-3D en algunos sueros

fue mas temprana.

Tabla N° 13: Respuesta de Ac frente a la proteina 2C por “Western blot”, a la proteina

3D por ELISA-3D y al Ag VIA por IDAG en sueros de bovinos infectados con VFA.

“Western blot”| ELISA-3D IDAG
n 68/70%@ 69/70 60/70
Porcentaje 97.14% 98.57% 85.71%

n : numero de sueros evaluados

(a): Sueros positivos por el método / Sueros totales evaluados
(b): Porcentaje de bovinos positivos para Ac contra 2C, 3D o Ag VIA segun el método.
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4.4.3- Sueros de animales vacunados

El objetivo de este punto fue evaluar sueros de animales vacunados a fin de conocer el
comportamiento de 2C como antigeno para ser utilizado en la diferenciacion de animales
infectados y vacunados. Se examinaron grupos de sueros (n=79) representativos de bovinos
provenientes de pruebas de potencia de vacunas comerciales, tomados a los 30, 60 y 90 dpv.

En la Tabla N° 14 se presentan los resultados obtenidos en el grupo de animales
vacunados contra GST-2C por “Western blot”, algunos sueros se muestran en la Figura N° 30.

De los n=79 sueros de bovinos analizados solamente un animal mostré reactividad
positiva frente a GST-2C a los 30 dpv. Por otro lado, no se observd reaccion inespecifica de
los sueros analizados cuando se los enfrent6 a GST. Los resultados obtenidos se compararon
con los obtenidos con la técnica de ELISA-3D e IDAG (Tabla N° 14). Se puede observar que
a diferencia de 2C, donde solamente 1/79 sueros reacciond, hay un alto porcentaje de
reactividad frente a GST-3D y/o el Ag VIA por los métodos de ELISA-3D e IDAG
respectivamente.

Estos resultados demuestran claramente que el uso de GST-2C como antigeno en
“Western blot” podria ser de gran utilidad en la diferenciacion entre animales infectados y

vacunados.

Tabla N° 14: Respuesta de Ac frente a la proteina 2C por “Western blot”, a la proteina
3D por ELISA-3D y al Ag VIA por IDAG en sueros de bovinos vacunados.

ppv @ n® “Westemblot” @ ELISA3D@  mAG®
30 dpv 34 134 ® 28/34 13/24
60 dpv 34 0/34 16/34 3734
90 dpv 1 /11 8/11 211

@)
®
©)

DPV: dias postvacunacion

n: numero de sueros analizados

“Westemn blot™: para la deteccion de Ac anti-2C
@ ELISA-3D: para la deteccion de Ac anti-3D

© IDAG: para la deteccion de Ac anti-VIA

® Sueros positivos por el método / Total de sueros analizados
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Figura N° 30: Deteccion de Ac contra GST-2C por “Western blot” en sueros de bovinos
vacunados contra el VFA.
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Panel a: calles 1-10: sueros de bovinos vacunados contra el VFA, tomados a los 60 dpv, 11: control
negativo, 12: suero de bovino experimentalmente infectado con VFA, tomado a los 21 dpi.

Panel b: 1-14: sueros de bovinos vacunados contra el VFA, tomados a los 60 dpv.

Panel c: 1-12: sueros de bovinos vacunados contra el VFA, tomados a los 30 dpv.

Panel d : 1-9, 11-12 : sueros de bovinos vacunados contra el VFA, tomados a los 30 dpv. 10 : suero de
bovino experimentalmente infectado con VFA, tomado a los 21 dpi.
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V.- DISCUSION

La FA es una de las enfermedades mas importantes del ganado, ocasionando desde su
ocurrencia tremendas pérdidas tanto para los productores individuales como para la economia
del pais, debido al impacto en la productividad, en el comercio de animales y subproductos
animales.

La presencia de FA en la Argentina impidi6 el ingreso de nuestras camnes a los mercados
de mayor capacidad adquisitiva y demandas crecientes, llamado “circuito no aftésico”,
determinando esta situacion que el 90 % de la faena se destinara al consumo interno (SMV,
1996).

En 1992 la Argentina, que pertenecia al circuito “aftosico”, perdia aproximadamente 11
millones de dolares anuales por pérdidas de Kgs de camne, litros de leche, muertes, reposicion
de reproductores y capacidad productiva. Estas pérdidas subian hasta los 17 millones de
dolares al afio por las limitaciones en el comercio exterior, en el que se logran mejores precios
y mayor valor para los cortes de calidad (Sociedad de Medicina Veterinaria, 1996). Con el fin
de evitar estas pérdidas, y lograr la apertura a nuevos mercados que nos permitan aumentar
significativamente las exportaciones de camne y subproductos de origen animal, la Argentina
adopto la estrategia del control y erradicacion de este mal.

En nuestro pais, la FA fue detectada por primera vez en el afio 1865 (SENASA, 1996),
con la importacion de reproductores de valor genético, estableciéndose a partir de 1902 la
denuncia obligatoria de la enfermedad, segin la Ley 3959 de la Policia Sanitaria de los
Animales.

En 1989 se inici6 un nuevo ciclo, el Plan de Control de la FA, que se caracterizo
principalmente por el cambio progresivo a la “vacuna oleosa”, de alta inmunogenicidad y largo
periodo de proteccidn, aplicada dos veces al afio en bovinos menores de 2 afios y anualmente
en bovinos mayores de 2 afios. A éste le siguié el Plan de Control y Erradicacion, 1993-1997,
que le permitié a la Argentina obtener ante la OIE desde mayo de 1997, el reconocimiento
como ‘“Pais Libre con Vacunacion” y frente al Departamento de Agricultura de los Estados

Unidos “pais de bajo riesgo™ en el mismo afio, permitiendo la exportacion de carnes frescas a
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ese pais. Este hecho significo el ingreso de la Argentina al “circuito no aftdsico” del mercado
mundial de carnes, después de 67 afios de prohibicion (SENASA, 1998 b).

El control de la enfermedad en areas o paises libres se ha logrado a través de estrictos
programas de vacunacion y la aplicacion del “rifle sanitario” (“stamping out”). Actualmente,
para los paises que desean ser declarados libres de FA segin el Cddigo Zoosanitario
Internacional de la OIE, es obligatorio llevar a cabo una vigilancia epidemiolégica que
demuestre que no hay circulacion viral.

En paises donde no se vacuna, la vigilancia se realiza a través de la deteccion de Ac
contra PE del VFA, ya que la presencia de Ac contra éstas es evidencia de exposicion previa a
los antigenos virales por infeccion. En estos paises, la presencia de un foco es controlada
inicialmente con el sacrificio total o parcial de los animales infectados y de los animales
susceptibles en contacto, la desinfeccion del area afectada y un estricto control en el
movimiento de animales. Asimismo, se aplica la vacunacion en anillo con sacrificio posterior de
los animales vacunados. No existe ain un método validado internacionalmente para la
diferenciacion entre Ac producidos por la vacunacion y los resultantes de una infeccion
(Kitching, 1998).

En paises donde se vacuna la determinacion de Ac frente a PE medido por ELISA o SN,
no permite la diferenciacion entre Ac de origen vacunal y los inducidos luego de una infeccion
(Manual of Standards, OIE, 1992), por lo tanto, la aplicacion de métodos que detectan Ac
especificos de infeccion, utilizando como Ag PNE del virus, seria un indicador indirecto de
actividad viral en las poblaciones vacunadas.

Una de las propiedades del VFA, es la habilidad de establecer infecciones persistentes
inaparentes en bovinos y otros rumiantes, constituyendo estos animales un reservorio del virus.
Es conocido también que bovinos vacunados expuestos al virus pueden convertirse en animales
“carriers”, sin mostrar signos clinicos de la enfermedad (Doel y col. 1994). Aunque el rol de
los animales “carriers” en la transmision del virus aun no ha sido demostrado, existe evidencia
que éstos pueden liberar virus intermitentemente (Dawe y col, 1994; Hedger y col., 1985) e
introducir nuevas variantes en la poblacion susceptible (Gebauer y col., 1988; Feigelstock,

1992), pudiendo ser fuente de nuevos focos de la enfermedad.



Los métodos utilizados para la deteccion de animales infectados han sido, entre otros, el

aislamiento viral a partir de muestras de LEF por el método de la “copa probang” y la
deteccion de Ac contra el Ag VIA por el método de IDAG. El aislamiento viral, es el método
mas especifico para la identificacion de animales portadores, pero es de baja sensibilidad. En
1966, Cowan y Graves, identificaron el Ag VIA, el cual reaccionaba solamente con suero de
animales convalecientes y no con suero de animales vacunados. De esta manera, la técnica de
IDAG, para la deteccion de Ac contra el Ag VIA, ha sido utilizada para detectar una
exposicion previa al virus en muchas especies y discriminar estos animales de aquellos que han
sido seropositivos debido a la vacunacion (Cowan y col., 1966, Mc Vicar y col., 1970).
En la Argentina, el Programa de Control y Erradicacion de la FA, y actualmente los Programas
de vigilancia epidemiologica, que se extienden también a especies susceptibles no vacunadas,
involucra la deteccion de actividad viral por diferentes métodos, incluyendo la deteccion de Ac
contra el Ag VIA por la técnica de IDAG. Esta técnica ha resultado una herramienta practica
para el monitoreo de campaiias de control y erradicacion, como un indicador indirecto de la
actividad viral en regiones endémicas (Fondevila y col., 1992; Ledn y col., 1994). El método es
altamente especifico, siendo su mayor desventaja la baja sensibilidad, asi como la necesidad de
manipular material infeccioso para la produccion del Ag. Ademas, la induccion de Ac contra el
Ag VIA luego de una o mas dosis de vacuna, algunas de alta concentracion antigénica (30-40
pg de Ag/dosis de vacuna), la hace poco especifica para la diferenciacion entre animales
vacunados e infectados (Alonso y col., 1990).

Por otro lado, Rowlands y col., (1969), han demostrado la presencia de un Ag interno en
particulas virales muertas, altamente inmunogénico, que produce Ac que reaccionan con el Ag
VIA. Estudios recientes han demostrado que el Ag VIA (proteina 3D) estaria empaquetado en
1/5 viriones maduros (Grigera y col., 1988, Newman y col., 1994) y como resultado induciria
una respuesta de Ac contra esta proteina. Sin embargo, esta evidencia se contradice con los
hallazgos en regiones bajo programas de vacunacion, donde se observa un descenso de la
prevalencia de Ac anti-VIA de acuerdo a la intensidad de las campaiias (Spath y col., 1994;
Fondevila y col., 1998).

Frente a la infeccion viral, se producen PE y PNE en cantidades equimolares debido a la

replicacion del virus (Rueckert, 1991), induciendo una respuesta de Ac tanto contra PE como
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PNE. En los animales vacunados, se desarrolla solamente una respuesta de Ac contra las PE
del virus (proteinas de la capside), debido al uso de vacunas inactivadas, y en menor medida,
de existir, contra alguna/s PNE. Asi, el mejoramiento de técnicas diagnosticas, que utilizan
como Ag PNE del VFA, para la deteccion de animales infectados con el VFA, y su
diferenciacion con aquellos que han sido vacunados, resulta de gran importancia para los
programas de prevencion, control y erradicacion de la enfermedad. Hasta el dia de hoy no esta
disponible un método serologico sensible y de aplicacion a gran escala, validado
internacionalmente que permita la diferenciacion entre estos dos grupos de animales.

A consecuencia de esto, es que varios grupos de trabajo han apuntado su interés al
desarrollo de otras metodologias como indicadores indirectos de actividad viral, entre ellos
ensayos de ELISA, RIP y “Western blot”, utilizando como Ag diferentes PNE del VFA
semipurificadas y purificadas obtenidas por bioingenieria, a fin de identificar aquella/s que
permitan la discriminacion entre Ac de origen vacunal y los resultantes de una infeccion, asi
como la diferenciacion entre animales “carriers” y no “carriers” (Villinger y col., 1989; Berger
y col., 1990; Neitzert y col., 1991; Bergmann y col., 1993, Mackay y col., 1994; Lubroth y
col., 1995). La observacion de reactividad positiva contra alguna/s PNE diferente a la proteina
3D en suero de animales vacunados ha sido demostrada por algunos grupos de trabajo (Berger
y col., 1990; Mackay y col., 1998).

La utilizacién de un método de ELISA para la deteccion de Ac contra el Ag VIA, seria
de aplicacion para la deteccion de animales infectados con el VFA. El interés en utilizar la
proteina 3D como Ag, se debe a su reaccion cruzada entre los diferentes serotipos del VFA,
debido a su naturaleza conservada (Newman y col., 1979). El método seria de aplicacion en
estudios seroepidemioldgicos, donde varios serotipos virales pueden estar actuando, pudiendo
aplicarse también en estudios de serologia de rutina para la certificacion de animales libres
contra cualquiera de los 7 serotipos del VFA para importacion/exportacion.

Ha sido ampliamente demostrado que el Ag VIA o proteina 3D, es altamente
inmunogénica. Berger y col., (1990) aplicando la técnica de “Western blot” demostraron que la
proteina 3D es la de mayor reactividad en sueros de animales luego de una infeccion. Esto
sugeriria que 3D induce una respuesta de mayor intensidad, resultando en un indicador de

infeccion mas sensible.



Bergmann y col. (1993), observaron que la duracion de los niveles de Ac contra 3D
detectados es mayor en animales “carriers” que en aquellos que han eliminado la infeccion. En
este ensayo el namero de animales estudiado fue muy bajo, siendo necesario el analisis de un
mayor nimero de sueros antes de concluir si existen diferencias significativas en la respuesta
humoral contra 3D en animales “carriers” y no “carriers”.

Alonso y col. (1990), describieron una técnica de ELISA en F-L para la deteccion de Ac
contra el Ag VIA (ELISA-VIA), utilizando el Ag semipurificado, similar a la previamente
descripta por Mc Cullough y col., (1985) y Hamblin y col., (1986 a), para la deteccion de
epitopes y Ac especificos del VFA. El ELISA-VIA resulté altamente especifico al igual que la
IDAG, pero mas eficiente para detectar bovinos expuestos al virus, es por ello que estos
autores recomiendan este método como una herramienta mas satisfactoria para el apoyo de
programas de prevencion, control y erradicacion de la enfermedad. Sin embargo, este método
no esta a disposicion para su aplicacion como método de rutina; y al igual que la técnica de
IDAG, el Ag VIA es purificado de suspensiones virales producidas en cultivos celulares, lo que
requiere de un laboratorio de alta seguridad para la manipulacion del virus.

Resulta finalmente de gran aplicacion la construccion de vectores de expresion
bacterianos que codifican secuencias completas o parte de las secuencias de diferentes PNE.
La utilizacion de éstos, tiene ventajas en cuanto a su estabilidad y pureza, evita el manejo de
virus vivo y provee una fuente consistente de antigeno. En 1989, Villinger y col., desarrollaron
un método de ELISA indirecto, utilizando como Ag parte de la secuencia del VIA (proteina
3D) obtenido por bioingenieria, expresado en E. coli. El método resulté de una especificidad
baja, pudiendo solamente ser utilizado para determinar la prevalencia o incidencia de Ac anti-
VIA. Resultados similares fueron observados por Mackay y col, 1994, aplicando un método de
ELISA similar, en este caso utilizando como Ag la proteina 3D completa, expresada en E. coli.
El método, de alta sensibilidad pero baja especificidad, estaria limitado a estudios preliminares
de “screening” para detectar infeccion con alguno de los serotipos del VFA en areas donde no
se vacuna.

En esta tesis se apunt6 al desarrollo de un método serologico, que sea de aplicacion para

la identificacion de animales infectados con el VFA utilizando Ag biosintéticos.
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A - Desarrollo del método de ELISA
- Expresion de la proteina 3D

La proteina 3D del VFA se expreso como una proteina de fusion a GST (GST-3D), la
que se purifico por afinidad con perlas de glutation agarosa. La proteina GST-3D asi
purificada, se utiliz6 como Ag para el desarrollo del método de ELISA (ELISA-3D). Los
niveles de expresion de la proteina en la cepa DH5a de E. coli, resultaron adecuados, segun la
intensidad de las bandas observadas por SDS-PAGE, ademas de obtenerse una alta
concentracion de aproximadamente 2000 - 3000 ug de Ag/ml, luego de la purificacion.

La purificacion de la proteina resulté un paso importante en la obtencion del Ag a utilizar
en el ensayo de ELISA, ya que los sueros de bovinos pueden reaccionar contra proteinas de E.
coli. Asimismo, se observo que la proteina es eluida en forma especifica segun los resultados
obtenidos cuando se evalua la proteina recombinante por “Western blot™ frente a sueros de
bovinos libres de Ac contra el VFA y sueros de bovinos infectados con el virus.

La eleccion de un método de ELISA, se bas6 en que es simple y rapido de realizar,
permitiendo el “screening” de un gran nimero de sueros en laboratorios que realizan serologia
de rutina. Ademas es un método seguro, facil de estandarizar y transferir, y no requiere
laboratorios de alta complejidad.

El método desarrollado es un ELISA competitivo en F-L (ELISA-3D), que puede
realizarse en una unica dilucion. El mismo utiliza dos sueros policlonales, uno de captura (IgG
de bovino) y el otro como detector (suero hiperinmune de cobayo), y se basa en la habilidad de
los Ac contra la proteina 3D, contenidos en el suero en estudio, para bloquear la captura del
Ag por parte del Ac de captura. La titulacion de todos los reactivos en damero, permitid
determinar las concentraciones optimas de cada uno, utilizandose la Gltima dilucion que resulto

con el valor maximo de absorbancia.

- Estudio de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad
El valor de corte de log,, =1, asegur6 una buena diferenciacion entre animales reactores

y no reactores, ademas de permitir obtener la maxima sensibilidad. Los titulos de los sueros

negativos se distribuyeron con un promedio de titulo de Ac de log,,=0.32 (D.E.=0.085),



observandose solamente en 1/130 sueros analizados un titulo de log,,=0.88. Por otro lado, el
95.2% de los sueros positivos mostraron titulos de log,, >1.

El método permiti6 combinar las ventajas de alta especificidad y sensibilidad. La alta
especificidad del método de ELISA-3D se determind por resultados negativos en 279 sueros
de bovinos provenientes de zona libre, sin Ac neutralizantes o tipo especificos contra el VFA,
resultando ésta en un 100%. Ademas, los resultados negativos obtenidos de la evaluacion de
sueros de referencia con alto titulo de Ac contra diferentes virus ARN y ADN confirmaron la
alta especificidad del ensayo, resultando con titulos menores que log10 < 0.3. Estos resultados
difieren con los obtenidos por Villinger y col. (1989), quienes utilizando la proteina 3D como
Ag, observaron reacciones cruzadas con enterovirus y poliomielitis, ambos virus pertenecientes
a la familia de los Picornavirus.

La especificidad fue comparable con la observada para los otros dos métodos evaluados,
IDAG y ELISA-VIA, las que resultaron en un 100%, coincidiendo con lo presentado por otros
autores (McVicar y col., 1970; Alonso y co0l.1990).

La sensibilidad del ELISA-3D, asi como de los métodos de IDAG y ELISA-VIA, se
determiné empleando sueros de animales experimentalmente infectados tanto en estadios
tempranos como tardios de la infeccion. El método de ELISA-3D fue capaz de detectar Ac en
bovinos tanto en estadios tempranos (5 dpi), como en estadios tardios (565 dpi) de la
infeccion. El método fall6 en detectar Ac en 8/167 sueros post-infeccion, observandose titulos
que se superpusieron con la poblacion negativa. Estos sueros fueron negativos también por
IDAG. La reactividad negativa en estos 8 sueros, se pudo deber al bajo nivel de Ac, no
detectable por este método, ya que 6/8 sueros pertenecian a bovinos de 5 a 8 dpi y los otros 2
a bovinos de 350 y 565 dpi.

Estos resultados revelan una alta sensibilidad para el ELISA-3D, la que resulté en un
95.2%, siendo significativamente mayor que la IDAG, 78.26%, y el ELISA-VIA, 85.58%. Los
resultados observados en estos experimentos coinciden con lo observado por otros autores, en
los que Ac contra la proteina 3D y otras PNE son detectados, por la técnica de EITB, a
tiempos tempranos y tardios de la infeccion (Bergmann y col., 1993).

Teniendo en cuenta estos resultados, se estudid la sensibilidad relativa para ambos

métodos de ELISA en comparacion con la IDAG. Se comprob6 que el método de ELISA es
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uno a dos o6rdenes mas sensible que la IDAG, lo que permite explicar los resultados de mayor
sensibilidad.

Los bajos C.V., intra (2.75%) e interplaca (7.4%), indicaron una alta reproducibilidad del
método, siendo comparables con los obtenidos para el método de ELISA-VIA por Alonso y

col. (1990) y en este trabajo, los que mostraron también una alta reproducibilidad.

B - Evaluacion del método de ELISA-3D con sueros categorizados

Resulta necesario caracterizar la respuesta de Ac contra PNE tanto en el grupo de
animales infectados como en el grupo de animales vacunados. La identificacion de Ac contra
diferentes PNE, recombinantes o nativas, por RIP o “Inmunoblot” ha sido propuesta para la
identificacion de animales infectados (Berger y col., 1990; Bergmann y col., 1993). La mayoria
de los bovinos desarrollan Ac contra el Ag VIA, detectados por IDAG, al menos durante 6
meses después de la infeccion, observandose resultados positivos frecuentemente hasta uno o

dos afios post-infeccion.

- Cinética de Ac contra la proteina 3D durante el estado agudo y convaleciente de la
infeccion

Si bien existen algunos estudios previos sobre la cinética de Ac inducida contra el Ag
VIA luego de una infeccion, resulté de gran importancia conocer la cinética de Ac contra la
proteina 3D cuando se aplica el método de ELISA-3D y compararlo con las técnicas de [IDAG
y ELISA-VIA.

En este estudio, se observé una reaccion positiva para Ac contra 3D a partir de los 5 dpi,
siendo a los 20 dpi todos los animales reactores positivos (Fig N°14). Estos resultados
coinciden con los de otros grupos de trabajo, cuando se aplican los métodos de ELISA o
“Inmunoblot™, quienes observan seroconversion para Ac contra 3D entre los 6 y 21 dpi
(Villinger y col., 1989; Bergmann y col., 1993; Mackay y col., 1998).

Los titulos de Ac contra 3D, mostraron los valores maximos entre los 20 y 34 dpi,
declinando en el tiempo. En 2/9 bovinos, se observo un mayor titulo de Ac contra 3D, a los 34
dpi, pudiendo estar asociado con la presencia de enfermedad clinica, bajo o negativo titulo de

Ac contra PE al inicio del ensayo y el aislamiento viral de LEF en tiempos tardios de la
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infeccion. A diferencia de éstos, 1/9 bovinos mostrd un titulo contra 3D mas bajo a los 34 dpi
y aislamiento viral de LEF. Estos hallazgos pueden explicarse por el alto nivel de Ac contra PE
vacunales preexistentes que pudieron conferirle un cierto grado de proteccion, limitando la
replicacion viral solamente a la region esofago-faringea.

En 6/9 animales se detectaron titulos de Ac similares a lo largo de todo el ensayo,
independientemente del nivel inmunitario previo a la infeccion, presencia o no de enfermedad
clinica y tiempo de aislamiento del virus de la region orofaringea. En 2/6 bovinos, se pudo
aislar virus de LEF hasta los 76 y 90 dpi. En los 4/6 restantes el virus se detectd hasta los 20
dpi, detectandose el genoma viral por la técnica de PCR entre los 48 y 62 dpi.

La evaluacion de los sueros por ELISA en F-L, para determinar Ac especificos de tipo
contra PE del VFA tipo Ol, a fin de compararlo respecto a los Ac contra 3D, mostré una
rapida respuesta seroldgica de tipo primario en bovinos virgenes y de tipo secundario en
bovinos con Ac vacunales.

El analisis de varianza, mostré una diferencia significativa entre los titulos de Ac contra
PE, medido por ELISA en F-L, y los titulos contra 3D, por ELISA-3D (p<0.05),
manteniéndose a lo largo de todo el ensayo.

En base a estos resultados, se puede inferir que la respuesta de Ac contra PE es
significativamente mayor que contra la proteina 3D en el periodo estudiado y debido a la vida
media de estos Ac seguramente también mayor en el tiempo (Spath y col 1994). Esta respuesta
mayor, puede explicarse por la mayor inmunogenicidad de estas proteinas.

No se encontr6 ninguna relacion entre la persistencia de Ac contra la proteina 3D o el
Ag VIA y el aislamiento del virus de LEF, ya que todos los animales fueron positivos para Ac
contra 3D independientemente del aislamiento viral, datos que coinciden con lo observado por
Alonso y col. (1975). Solamente animales con titulos preexistentes de Ac contra PE, medido
por ELISA en F-L, menores a log;o= 1 o bajos (logio =2.2), desarrollaron enfermedad clinica.

Los resultados obtenidos cuando se aplica la técnica de IDAG son muy similares a los
observados por otros grupos, donde se comprueba la menor sensibilidad del método de IDAG
en detectar Ac contra el Ag VIA tanto a tiempos tempranos como mas tardios de la infeccion

cuando se lo compara con el ELISA.
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En nuestro estudio, se observa que el nimero de animales reactores positivos es menor
cuando se aplica la técnica de IDAG en comparacion con el ELISA-3D. Bergmann y col.
(1993), en un grupo de 4 bovinos experimentalmente infectados por inoculaciéon
intradermolingual con VFA tipo O1 Campos, utilizando la técnica de IDAG, observaron
seroconversion para Ac contra el Ag VIA a partir de los 14 dpi, respuesta que se mantuvo
hasta los 266 dias luego de la inoculacion en los 4 animales. Alonso y col. (1975), en un grupo
de 12 bovinos observaron una respuesta positiva a Ac anti-VIA desde los 7 dpi en 1/12
bovinos, desarrollando Ac el resto de los animales entre los 14 y 21 dpi. Por otro lado
McVicar y col. (1970), aplicando el mismo método en un grupo de 81 bovinos infectados con
VFA, observaron a los 21 dpi un 86% de sueros fuerte positivos para Ac anti-VIA, un 10%

débiles positivos y un 4% negativos.

- Deteccion de Ac contra 3D por ELISA y contra el Ag VIA por IDAG, en sueros de bovinos
infectados en estadios tardios de la infeccion persistente ( mayores de 400 dpi)

La identificacion de animales con una infeccidn persistente, generalmente se lleva a cabo
por el aislamiento del virus de la region esofago-faringea con el método de la copa “probang”.
En este punto, resulté de gran importancia extender los estudios de sensibilidad y especificidad
del método de ELISA-3D para la deteccion de Ac contra la polimerasa en suero de bovinos
persistentemente infectados con el VFA.

La capacidad del método de ELISA-3D para evaluar la presencia de Ac anti-3D en
estadios muy tardios de la infeccion (mayores de 400 dpi) se evalud en un grupo de 7 bovinos
persistentemente infectados en forma experimental, comprobandose a los 565 dpi Ac contra la
3D en 6/7 bovinos estudiados.

Estos resultados coinciden con los datos reportados previamente por Bergmann y col.
(1993), quienes aplicando el método de EITB observaron en un grupo de 5 bovinos una
reaccion positiva hasta los 700 dpi tanto contra 3D como contra otras PNE.

Los sueros se evaluaron también para Ac contra PE por ELISA en F-L. Como en el
ensayo anterior, la comparacion de los titulos de Ac especificos de tipo obtenidos por ELISA
en F-L mostré valores significativamente mayores que los titulos de Ac contra la proteina 3D

medido por ELISA-3D (p<0.05), debido a la mayor inmunogenicidad de estas proteinas.



La aplicacion de la técnica de IDAG mostro, al igual que lo observado en los ensayos
previos y por otros grupos, una menor sensibilidad para detectar animales reactores positivos
en estadios tardios de la infeccion, cuando se compara con el ELISA-3D.

La determinacion de Ac contra la proteina 3D del VFA, aplicando el método de ELISA-
3D, junto con la deteccion de Ac contra PE, es un indicador sensible y especifico de infeccion
previa con el VFA, independientemente del serotipo causante de la infeccion. Los Ac contra
PE luego de una infeccion se detectan durante un periodo mayor y en mayores niveles que los

Ac contra 3D.

- Respuesta de Ac postvacunacion contra la proteina 3D en animales virgenes

Es conocido que las vacunas inactivadas contra el VFA pueden inducir Ac contra el Ag
VIA detectables por IDAG y ELISA. El origen de esta respuesta, transitoria y variable, se
atribuye a la presencia de restos de la polimerasa viral en las vacunas, los que resultarian
antigénicos y con vacunaciones repetidas sensibilizarian al bovino con la formacién de Ac
contra el ag VIA (Lobo y col., 1977). Se ha demostrado la presencia del Ag VIA o proteina
3D en el sobrenadante de cultivos celulares utilizados para la preparacion de Ag vacunal
inactivado con AEI y concentrado por centrifugacion zonal (Pinto y col., 1979). Asimismo,
existen evidencias recientes que la ARN polimerasa es un componente de al menos 20-30 % de
las particulas virales (Newman y col., 1994).

El conocimiento de la respuesta de Ac contra la proteina 3D o el Ag VIA inducida por la
vacunacion y su cinética es esencial para poder distinguirla de aquella inducida por una
infeccion con el VFA.

A fin de estudiar la induccion de Ac contra la proteina 3D por diferentes vacunas de uso
comercial y su cinética, se examinaron grupos representativos de sueros de animales vacunados
provenientes de 7 pruebas de vacunas, tomados a diferentes tiempos postvacunacion. La
respuesta inducida contra 3D por las diferentes vacunas en estudio fue muy variable. Tres de
las 7 vacunas no indujeron Ac contra 3D a los 30 dpv, manteniéndose negativas para la
deteccion de Ac por el método de ELISA-3D en todos los tiempos estudiados. Las cuatro
vacunas restantes indujeron una respuesta de Ac contra 3D detectable por el ELISA-3D a los

30 dpv, variando el porcentaje de animales positivos entre un 17.6% a un 87.5%. A los 60 y
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90 dpv, 2/4 vacunas se negativizaron, manteniéndose 1/14 y 5/16 animales de las 2 vacunas
restantes positivos hasta los 90 dpv.

Los resultados obtenidos cuando se aplico el método de IDAG, mostraron un porcentaje
menor, pero igualmente variable de animales reactores positivos para Ac anti-VIA debido
probablemente a la menor sensibilidad del método.

La respuesta de Ac, tanto contra 3D como el Ag VIA en animales vacunados, varia
segun el inmunégeno aplicado, siendo algunas vacunas capaces de inducir una respuesta de Ac
transitoria, mientras que otras no inducen una respuesta de Ac contra estos Ag. Esta respuesta
vacunal difiere de la observada luego de una infeccion, siendo esta Ultima de mayor duracion
segun lo reportado en este trabajo y en ensayos previos por otros grupos de trabajo (Bergmann
y col., 1993; Lubroth y col.,1995, Mackay y col., 1998). Las vacunas estudiadas son todas
producidas por diferentes laboratorios productores y aprobadas por las autoridades sanitarias
(SENASA) mediante pruebas de proteccion, con mas de un 82% de animales protegidos,
revelando todas ellas, a los 60 y 90 dpv, altos titulos de Ac contra las PE de las cepas
vacunales contenidas en las vacunas medido por el método de ELISA en F-L (SENASA,
Resolucion Oficial 219).

C - Aplicacion del método de ELISA-3D en estudios a campo

Result6 de gran importancia estudiar la aplicacion del método de ELISA-3D en estudios
a campo, con el fin de validar el método y compararlo con la técnica de IDAG, la que ha sido
ampliamente utilizada en estudios seroepidemioléogicos.

Con este fin, se realizaron tres ensayos, dos para estudiar la cinética de Ac contra la
proteina 3D y el Ag VIA inducida en animales primovacunados y multivacunados y un tercer
ensayo para estudiar la aplicacion del método como un indicador de actividad viral en estudios

seroepidemiologicos.

- Ensayo en terneros
La induccion de Ac contra 3D y el Ag VIA por la vacunacion, se estudio en un grupo de
51 terneros, basandose en que éste es el grupo de mayor riesgo epidemiologico ya que tienen

niveles de inmunidad mas bajos como consecuencia de haber recibido menos dosis de



inmunégeno durante su vida y ademas por ser la categoria que mas se moviliza desde las
regiones de cria hacia las de engorde y también dentro de cada region. Estos animales
adquieren Ac maternos a través del calostro, los que pueden persistir solamente hasta los 5 - 6
meses de edad (Sadir y col., 1988). Por lo tanto resulté esencial conocer la cinética de Ac
contra la proteina 3D o Ag VIA inducida por la vacunacion en esta categoria de animales, ya
que representa el indicador mas sensible de la situacion epidemiologica del pais o region por
ser la mas susceptible a la infeccion viral.

Las vacunas utilizadas en este ensayo, no indujeron Ac contra la proteina 3D ni contra el
Ag VIA a los 30, 60, 90 y 120 dias luego de la primovacunacién en ninguno de los 3 grupos
analizados, coincidiendo estos resultados con los observados por Bahnemann y col. (1990) y
Alonso y col. (1990). Estos ultimos estudiando un grupo de 20 bovinos no hallaron una
respuesta positiva de Ac contra el Ag VIA, ni por ELISA ni por IDAG, luego de una dosis con
vacunas comerciales asi como con vacunas de alta concentracion antigénica (18ug de Ag/dosis
de 5 ml).

Nuestros resultados obtenidos por IDAG, concuerdan también con los observados por
Pinto y col. (1979), cuando aplican vacunas inactivadas con formalina y con los presentados
por Bergmann y col. (1993), con vacunas de uso comercial donde no observan respuesta de Ac
anti-VIA por IDAG ni contra 3D por EITB, luego de recibir una vacunacion. Sin embargo
Alonso y col. (1990) demuestran que la aplicacion de vacunas con alta concentracion de Ag
(54 ug de Ag/dosis de 5 ml), inducen una respuesta de Ac contra el Ag VIA débil y transitorio
detectable solamente por ELISA y no por IDAG en 2/20 animales en estudio. Asimismo,
Mackay D. y col. (1998), observan una reaccion positiva para Ac anti-3D por ELISA en 24/30
sueros de bovinos tomados a los 21 dpv.

Luego de la segunda dosis de vacuna, el incremento en la frecuencia de terneros
reactores positivos, en todos los grupos en estudio, sugiere una exposicion previa al Ag
durante la primovacunacion. Esta respuesta que es de corta duracion, permite la deteccion de
Ac contra 3D por el método de ELISA-3D hasta los 150 dprv y hasta los 90 dprv para Ac
anti-VIA por IDAG y se diferencia de la inducida por la infeccion viral, donde los Ac anti-3D y
anti-VIA pueden detectarse hasta 1 o 2 afios luego de la infeccion (Alonso y col., 1990;
Neitzert y col., 1991; Bergmann y col., 1993).



Los resultados obtenidos luego de la segunda dosis de vacuna, coinciden con los de
Alonso y col. (1990), en el que la mayoria de los bovinos estudiados, vacunados con 54 pg
Ag/dosis o con 18 ug de Ag/dosis, se hicieron positivos entre los 15 y 30 dprv tanto por IDAG
como por ELISA. Esta respuesta de Ac anti-VIA continud ain a los 90 dprv, siendo todos los
animales negativos a los 120 dprv. Al igual que en este trabajo, el ELISA-3D resulté en un
mayor porcentaje de animales positivos y en una respuestade mayor duracién. Pinto y col.
(1979), observaron una respuesta positiva de Ac contra el Ag VIA por IDAG luego de una
segunda vacunacion hasta los 85 dprv, siendo mas frecuente en animales que han recibido
vacunas inactivadas con formaldehido que con AEL

La aplicacion de una tercera vacunacion, permitid observar un mayor porcentaje de
animales reactores positivos y una respuesta mas sostenida en el tiempo. Los porcentajes de
animales positivos en los diferentes grupos fueron significativamente mayores que los
obtenidos luego de la segunda dosis.

Similar a estos resultados fueron los observados por Pinto y col. (1979), y por Dawe y
col. (1978), donde a mayor nimero de vacunaciones, el nimero de animales que responde con
Ac anti-VIA por IDAG, es mayor. Asimismo, Berger y col. (1990), utilizando el método de
RIP, luego de 3 vacunaciones detectaron Ac anti-3D, concluyendo que las vacunas contienen
tanto PE como restos de PNE, siendo estas ultimas eventualmente antigénicas.

Villinger (1989), aplicando un método de ELISA para detectar Ac contra el Ag VIA
recombinante (3D), observaron también un aumento en la respuesta de Ac contra el Ag VIA
entre animales no vacunados y vacunados, del 2% (0 vacunaciones) al 10% (10-17
vacunaciones). A diferencia de esto, Bergmann y col. (1993), observaron reacciones negativas
para Ac contra 3D, por EITB, en bovinos que han recibido 2 a 3 vacunaciones.

Las vacunas producidas en cultivo celular BHK-21, indujeron una respuesta de Ac
contra 3D mayor que la detectada con la vacuna producida en cultivos Frenkel. La
probabilidad de desarrollar una respuesta positiva de Ac contra 3D en los animales de los
grupos 2 y 3, fue de 3 a 5 veces mayor respectivamente que en los animales del grupo 1. Estas
diferencias podrian estar asociadas con las diferentes fuentes de produccion de Ag,
coincidiendo con observaciones previas en un total de 5568 sueros bovinos primovacunados

(Duffy y col., comunicacion personal). Por otra parte se observd una respuesta positiva
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transitoria de Ac contra 3D luego de la vacunacion y revacunacion de bovinos inmunizados
con una vacuna producida en cultivos Frenkel (O’Donnell y col, 1996). Bergmann y col.
(1993), observaron una reactividad positiva tanto contra el Ag VIA por IDAG como contra la
proteina 3D por ELISA, cuando comparan dos vacunas comerciales producidas una por el
método Frenkel y la otra en cultivo celular de linea.

Las diferencias de reactividad, detectadas tanto por ELISA-3D como por IDAG, podrian
atribuirse a una diferente concentracion de Ag en produccion de las vacunas. Dependiendo del
proceso usado, es esperable que se concentren no solo los Ag que inducen Ac protectores
(contra epitopes de la capside), sino también otras proteinas virales de las regiones P2 y P3, asi
como algunos componentes celulares (Lubroth y col., 1998). La concentracion del Ag por
ultracentrifugacion, ultrafiltracion, el uso de PEG, o alguna combinacion de todas ellas podria
inducir las diferentes reactividades presentadas en este trabajo.

A fin de correlacionar la mayor respuesta de Ac contra la proteina 3D luego de la
revacunacion con vacunas producidas con Ag propagado en cultivo de células BHK-21 con
una mayor carga antigénica en estas vacunas, se examind la respuesta de Ac contra PE por
ELISA en F-L. Los resultados del analisis de los sueros tomados a los 60 dpv revelaron titulos
de Ac contra las diferentes cepas vacunales del VFA, significativamente mayores (p< 0.01) en
el grupo de animales inmunizado con la vacuna 1, con Ag vacunal producido en cultivos
Frenkel, que los observados en los grupos de bovinos que recibieron la vacuna 2 con Ag
vacunal propagado en cultivo de células BHK-21. Esto indica la ausencia de asociacion entre
concentracion antigénica medida por Ac contra PE (Pay y col, 1992a) e induccién de Ac
contra PNE, sugiriendo que los procesos de concentracion de vacunas esta asociado con esta
induccion de Ac.

En todos los grupos, los resultados obtenidos por el método de ELISA-3D mostraron
siempre un mayor numero de animales reactores positivos, revelando nuevamente la mayor
sensibilidad del método con respecto a la IDAG, en detectar Ac postvacunales, teniendo en
cuenta que todos los animales positivos por IDAG también lo fueron por ELISA-3D.

Cuando se monitorea actividad viral, el grupo poblacional mas susceptible es la categoria
de terneros menores de 1 afio de edad. En esta categoria, los animales generalmente han

recibido una sola vacunacion por lo menos 4 meses antes del momento de extraccion de la
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muestra a analizar. Bajo estas condiciones, en nuestros estudios no fue detectada una respuesta
positiva de Ac contra la proteina 3D ni contra el Ag VIA luego de la primer dosis de vacuna.
Si bien en un estudio previo, se detectaron Ac contra 3D a los 30 y 60 dpv, disminuyendo el
numero de animales reactores a los 90 dpv.

Esta respuesta transitoria de Ac inducida por algunas vacunas, sugiere que para el
monitoreo de actividad viral en paises o regiones con programas de control bajo
vacunacion, es necesario tener en cuenta los parimetros de reacciéon postvacunal contra
3D o el Ag VIA para una mejor interpretacién de los resultados, seleccionando para el
estudio animales con ninguna o una inica vacunacién previa, o virgenes y

primovacunados.

- Ensayo en bovinos mayores de 2 aiios

Teniendo en cuenta que la cobertura inmunoldgica en areas o paises bajo planes de
vacunacion es alta y que la induccion de Ac puede verse estimulada por la edad de los
animales, cantidad de vacunaciones y programa de vacunacion, se analizaron bovinos que han
recibido un alto numero de vacunaciones, pertenecientes a una region sin focos de FA durante
los Gltimos 6 afios, a fin de conocer en estos animales como es la cinética de Ac contra 3D
inducida por la aplicacion de multiples vacunaciones. Para este estudio, se seleccionaron 14
bovinos negativos para Ac anti-3D, de un grupo de 34 animales. Los 19/34 bovinos restantes
positivos para Ac contra 3D se descartaron del estudio, debido a que el origen de la misma
podria deberse a una infeccion previa 0 a exposiciones sucesivas al Ag presente en las
vacunaciones recibidas.

Los resultados revelaron un alto porcentaje de seroconversion en los animales a los 30
dias luego de la séptima vacunacion recibida, siendo mayor cuando se aplico el método de
ELISA-3D en comparacion con la técnica de IDAG. Todos los animales fueron negativos para
Ac contra el Ag VIA detectable por IDAG luego de un afio, mientras que 2/14 bovinos
permanecian positivos para Ac anti-3D a este tiempo.

Mackay y col. (1998b), observaron reacciones positivas contra diferentes PNE, incluida
la 3D, en bovinos luego de recibir 10 o mas vacunaciones, asemejandose esta respuesta a la

observada en algunos animales varios meses mas tarde de haber sufrido una infeccién con el



virus. La aplicacion del método de EITB por Bergmann y col. (1998), demostré una respuesta
de Ac contra una o mas PNE, diferentes a la 3D, en animales que han recibido multiples
vacunaciones.

Estos resultados indican que la deteccion de Ac contra otras PNE ademas de la
proteina 3D, no seria un indicador absoluto de infeccion previa en animales mayores que
han recibido miltiples vacunaciones. Resulta necesario en estos casos contar con los
datos de edad e historia clinica previa de los animales cuando se determine una
estrategia de vigilancia epidemiolégica para detectar actividad viral, sugiriendo ademas
el muestreo de animales menores de 2 aios de edad a fin de evitar los problemas de

resultados falsos-positivos debido a la exposicion al virus o a vacunaciones previas.

- Aplicacion del método de ELISA-3D como un indicador de actividad viral en tres partidos
de la Provincia de Buenos Aires

La utilizacion del método de ELISA-3D como un indicador indirecto para monitorear
actividad viral en estudios seroepidemiolégicos, se evalué aplicando el método en tres partidos
de la provincia de Buenos Aires. Segun los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se
eligio la categoria de animales menores de 1 afio para este estudio, siendo estos los verdaderos
centinelas de circulacion viral para la FA. La evolucion de la actividad viral, determinada por
las técnicas de ELISA-3D e IDAG, en el tiempo, entre los afios 1993 y 1995 para el partido de
Navarro y entre los afios 1993 y 1996 para el partido de Lobos, demostré una disminucion
significativa (p<0.05). Para el partido de Suipacha, solamente se evaluaron los afios 1994 y
1995, no observandose diferencias significativas entre los mismos.

Cuando se compararon los niveles de Ac obtenidos por las técnicas de ELISA-3D e
IDAG, se detect6 como en los casos anteriores un mayor porcentaje de animales positivos por
ELISA-3D que por IDAG, si bien estas diferencias no fueron significativas (p>0.05). Ambos
métodos permitieron observar una tendencia similar de disminucion de animales con Ac
positivos tanto para 3D como para el Ag VIA. El descenso en los niveles de actividad viral
medido por estos métodos, se asocid con el aumento en los niveles de inmunidad contra PE,
conferidos por la vacunacion (Fondevila y col., 1997), los que reducen la replicacion viral y la

difusion del virus.
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Estos resultados apoyan los resultados obtenidos previamente, con la técnica de
ELISA-3D, e indican que es un método confiable para el andlisis de la evolucion de la
actividad viral en el tiempo. Debido a que tanto el método de ELISA-3D como la técnica
de IDAG requieren ciertas condiciones del muestreo en poblaciones bajo planes de
vacunacion, para poder diferenciar animales infectados de vacunados, condiciones que
no siempre pueden cumplirse en estudios a campo, es que resulta necesario la evaluacion
de otras metodologias asi como el uso de otras PNE como Ag, que permitan corroborar
estos resultados, especialmente en etapas finales de las campaias de erradicacion de la

enfermedad, en que los porcentajes de animales positivos por estos métodos son bajos.

D - Deteccion de anticuerpos contra las PNE 2C, 34 y Lb por “Western blot”

La determinacion de Ac contra la proteina 3D por ELISA-3D ha demostrado ser un
método altamente sensible y especifico para la deteccion de animales que han sufrido una
infeccion con el VFA. Sin embargo, dada la induccion de Ac contra esta proteina por algunas
vacunas resultd esencial la evaluacion de otras PNE que permitan una discriminacion entre
infectados y vacunados prescindiendo de los tiempos postvacunacion.

La proteina 2C del VFA se expres6 como proteina de fusion a GST (GST-2C),
purificandose por afinidad a glutation agarosa. Los niveles de expresion de la proteina en E.
coli, resultaron adecuados, segun las bandas observadas por SDS-PAGE, ademas de obtenerse
una alta concentracion proteica luego de la purificacion, obteniéndose valores entre 700 - 1500
ug/ml. La utilizacion de proteinas purificadas, permitio evitar reacciones inespecificas de los
sueros contra proteinas de E. coli, asimismo la determinacion de las concentraciones Optimas
de todos los reactivos permitio obtener reacciones especificas contra las proteinas evaluadas.
La especificidad de la reaccion, se pudo confirmar también por los resultados negativos con
sueros de bovinos provenientes de zona libre de FA, sin Ac especificos de tipo por ELISA en
F-L. Ademas de los sueros evaluados ninguno reaccioné contra GST, indicando la
especificidad de la reaccion contra las PNE 2C, 3A y Lb del virus.

La evaluacion de Ac frente a las PNE 2C, 3A y Lb en bovinos aplicando el método de
“Western blot”, demostré ser un indicador sensible de infeccion. La respuesta de Ac contra Lb

en el grupo de animales experimentalmente infectados con VFA, fue menor, detectandose



seroconversion contra Lb solamente en 3/6 bovinos en estudio. Estos resultados coinciden con
lo observado por Mackay y col., (1998c), donde Lb pareceria ser menos inmunogénica que
otras PNE, debido a la falla en responder contra ésta por ELISA en bovinos infectados con el
virus. Esta respuesta resulto mas débil y generalmente de corta duracion. Luego, la deteccion
de Ac contra Lb, seria altamente especifica de infeccion con el VFA, la cual en asociacion con
una respuesta de Ac contra otras PNE, podria ser confirmatorio de infeccion (Mackay, 1998).

La evaluacion de la cinética de Ac contra 3A y 2C, mostro resultados positivos desde los
7 dpi, siendo todos los animales positivos contra estas dos proteinas a los 20 dpi.

Varios grupos de trabajo (De Diego y col., 1997, Mackay y col., 1998; Malirat y col.,
1998) han presentado a la poliproteina 3ABC (la que incluye a la proteina 3A), como posible
indicador de infeccion, aunque estos trabajos no han sido validados y deberian extenderse a un
mayor numero de animales en ensayos a campo como los nuestros.

Lubroth y col (1995, 1996), proponen a la proteina 2C como un marcador para la
diferenciacion entre animales infectados y vacunados debido a la ausencia de Ac contra 2C en
sueros de animales vacunados y a la ausencia de esta proteina en las preparaciones vacunales
examinadas.

Los resultados en los grupos de bovinos vacunados, evaluados a los 60 y 90 dpv,
mostraron resultados negativos contra 2C y Lb en los 14 animales en estudio. Una respuesta
positiva para Ac contra 3A fue observada en 4 de los bovinos, la que se mantuvo a los 90 dpv,
si bien la sefial en este tiempo fue menos intensa. Asimismo, Ac contra 3D fueron detectados
por el método de ELISA-3D en un mayor porcentaje de animales en comparacion con la IDAG
donde solamente un animal resulto positivo para Ac anti-VIA a los 60 dpv.

Berger y col. (1990), observaron por RIP que suero de animales vacunados precipitaban
ademas de las PE a las PNE 2C, 3AB; y 3AB,, en forma mas débil. Rodriguez y col. (1994),
fueron capaces de diferenciar cerdos convalecientes de FA de cerdos que habian sido
vacunados, aplicando un método de ELISA que utiliza como Ag el polipéptido 3ABC, sin
embargo estos autores no observaron una respuesta consistente contra las proteinas 2C y 3D
en sueros de animales convalecientes. Estos resultados coinciden con lo observado por
Bergmann y col. (1993), pudiendo deberse a diferencias en la configuracion de las proteinas y

por lo tanto dar diferencias en las observaciones.



En ningin caso los sueros de bovinos vacunados evaluados en nuestros estudios
reaccionaron contra 2C. Otros autores han demostrado la ausencia de Ac anti-2C en sueros de
bovinos vacunados hasta 3 veces, con vacunas comerciales inactivadas con BEI, a diferencia
de sueros de bovinos y porcinos convalecientes de FA, que si son positivos para Ac anti-2C
(Lubroth y col., 1995). Esta diferencia en la reactividad, se deberia a que 2C, formando un
complejo replicativo junto con 2BC y 3ABC (Porter y col, 1993), quedaria unida a
membranas de vesiculas inducidas por el virus, provenientes del reticulo endoplasmatico
rugoso, durante su replicacion. El paso de clarificacion del Ag en la produccion de vacunas
comerciales, removeria las células y detritos celulares antes de la inactivacion del Ag
cosechado, removiendo a la proteina 2C asociada a las membranas (Lubroth y col., 1996),
siendo seguramente la causa de los resultados negativos observados en este grupo de animales,

coincidiendo con lo observado por Lubroth y col. (1996).

E - Evaluacion de la proteina 2C del virus de la Fiebre Aftosa utilizando el método de
“Western blot”

El uso de PNE en forma individual como Ag, para el desarrollo de inmunoensayos para
la deteccion de animales infectados con el VFA esta siendo ampliamente evaluado. Entre éstas,
la proteina 2C y la poliproteina 3ABC en forma independiente han demostrado ser indicadores
indirectos confiables de infeccion previa con el VFA (Lubroth y col., 1996; Meyer y col., 1997,
Lubroth y col., 1998; Mackay y col., 1998b; Malirat y col., 1998; Mezencio y col., 1998).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio previo, se apunté a evaluar un
mayor nimero de sueros utilizando como Ag a la proteina 2C.

El método de “Western blot” resultd especifico, obteniéndose resultados negativos
cuando se evaluaron sueros libres de Ac contra el VFA, provenientes de zona libre de la
enfermedad, siendo la reaccion contra la proteina 2C especifica para detectar Ac en sueros de
animales infectados con el VFA.

Resulto de gran importancia extender los estudios de sensibilidad y especificidad del
método de “Western blot” para la deteccion de Ac contra 2C en un mayor nimero de sueros
de bovinos infectados con el virus, tomados en estadios tempranos como tardios de la

infeccion. El analisis de 4 bovinos experimentalmente infectados, revelaron Ac contra 2C desde



los 20 dpi, hasta los 233 dpi tiempo en que se tomé la ultima muestra. La evaluacion de un
mayor numero de sueros de bovinos infectados, permitidé observar una reactividad positiva
para Ac anti-2C desde los 10 dpi. La aplicacion del método para evaluar la presencia de Ac en
estadios muy tardios de la infeccion se evalu6 en animales persistentemente infectados,
obteniéndose animales reactores a esta proteina a los 565 dpi luego de una infeccion
experimental. Ninguno de estos sueros reaccioné en forma positiva contra GST, lo que
corrobora la especificidad de la reaccion. Estos resultados concuerdan con los observados por
Bergmann y col (1993), asi como por Lubroth y col. (1996, 1998), quienes observan Ac contra
2C, hasta los 700 dpi por EITB los primeros y hasta los 300 dpi por RIP y ELISA los
segundos.

Los resultados se compararon con la deteccion de Ac contra el Ag VIA y la proteina 3D
por ELISA-3D, siendo menor el porcentaje de animales reaccionantes por IDAG, por razones
inherentes a la menor sensibilidad del método. Esta disminucion en el nivel de Ac contra el Ag
VIA fue descripto por otros autores previamente (Bergmann, 1993), indicando la baja
sensibilidad de esta técnica. La cinética de Ac contra 3D, fue similar en el tiempo que la de 2C,
si bien se pudo detectar un mayor nimero de animales positivos para 3D desde tiempos mas
tempranos.

Debido a que no es posible diferenciar animales convalecientes de aquellos vacunados
contra FA utilizando los métodos serologicos convencionales de SN y ELISA para detectar
PE, es que se estudio si las vacunas comerciales en uso son capaces de inducir Ac contra la
proteina 2C, a fin de utilizar a ésta como un indicador de infeccion viral.

Los resultados obtenidos mostraron solamente 1/79 (1.2%) sueros de bovinos
vacunados, positivo para Ac anti-2C por este método, a diferencia de una respuesta positiva
para el 97.14% de los sueros de bovinos experimentalmente infectados con el VFA evaluados
anteriormente. Estos resultados coinciden con lo observado previamente por Mezencio y col.
(1998) donde un 1-2% de sueros de animales vacunados, fueron positivos por un ELISA
indirecto, utilizando como Ag la proteina 2C expresada en baculovirus. Berger y col. (1990),
utilizando la RIP, encontraron que animales vacunados eran positivos a 3D, mientras que
sueros de animales infectados también precipitaban otras PNE, entre ellas 2C. En un caso un

suero de un bovino con 3 vacunaciones reaccioné contra 2C en forma transitoria, asi como
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contra 3AB,;. Estos autores concluyen que las vacunas contra el VFA podrian contener PNE
junto al virion inactivado, siendo algunas de éstas ocasionalmente antigénicas. A diferencia de
éstos, Bergmann y col. (1993), no detectan Ac contra las PNE 2C, 3A, 3B, 3ABC y 3D por
EITB, en 400 sueros de bovinos vacunados a los 30 dpv con vacunas monovalente o trivalente
inactivadas con BEI o con vacunas con adyuvante oleoso preparadas de acuerdo a los
protocolos de rutina, ni cuando evaluan grupos de bovinos vacunados 2 a 3 veces al afio con
estas vacunas. Meyer y col. (1997) analizando sueros de bovinos luego de 2 a 3 vacunaciones,
tampoco detectan Ac contra 2C por ELISA, observando en cambio un aumento en la respuesta
de Ac contra 3D.

La ausencia de reactores contra 2C postvacunales en nuestros estudios, junto a las
evidencias de otros grupos de trabajo de la retencion de la proteina en membranas de
células infectadas, nos permite concluir que 2C podria ser un Ag de eleccion como
indicador indirecto de actividad viral, asi como para la diferenciacion entre animales
infectados y animales que han sido vacunados.

El desarrollo de un método de ELISA, mas simple y rapido, seria de eleccion para
la continuacion de estos estudios, siendo de gran necesidad para el apoyo de programas
de control de la FA en paises donde la enfermedad es endémica y se encuentran bajo
planes de vacunacién o en paises como la Argentina, que van rumbo al cese de la
vacunacion, donde resulta imprescindible monitorear la situacion epidemiologica. Estos
métodos podrian ser complementados con la deteccion de Ac contra PE, el aislamiento
viral y la deteccion de genoma viral en LEF para certificar el estado sanitario del

individuo.
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VI.- CONCLUSIONES

@ El método de ELISA-3D resultd altamente especifico (100%), sensible
(90,9%, 1.C.= 96.2%-85.54%) y reproducible (C.V. 2,5-3%).

> El método de ELISA-3D desarrollado, tiene las ventajas de ser simple y rapido de realizar.
El método permite evaluar un gran nimero de muestras, es seguro, facil de estandarizar y

transferir, y no requiere de laboratorios de alta complejidad para su ejecucion.

-] El método de ELISA-3D es capaz de detectar Ac especificos de infeccion en bovinos
luego de una infeccion natural o experimental con VFA tanto en estadios tempranos (5 dpi,
infeccion aguda) como tardios de la infeccion (565 dpi, infeccion persistente), resultando mas

sensible para la deteccion de animales infectados que la técnica de IDAG utilizada de rutina.

@ En paises o regiones, donde la FA es endémica y bajo vacunacion sistematica, se sugiere
como estrategia de vigilancia epidemiologica, el muestreo de animales menores de 2 afios de

edad, ya que esta categoria de animales constituye el mejor indicador de actividad viral.

@5 método de ELISA-3D permite la deteccion de Ac especificos de infeccion en terneros.
La respuesta de Ac contra la proteina 3D, luego de una o dos dosis de vacunas, fue detectada
en forma transitoria. La misma aumenta con el aumento en el nimero de vacunaciones, por lo
tanto es necesario contar con registros de vacunacion previa para realizar los muestreos a

intervalos de 4 a 6 meses entre vacunaciones.

@ En animales mayores de 2 afios que han recibido multiples vacunaciones, la deteccion de
Ac contra PNE, diferentes a la proteina 3D, no seria un indicador consistente de infeccion
previa. Resulta necesario contar con registros de vacunacion y muestreos adecuados, datos de

edad e historia clinica de los animales a fin de facilitar la interpretacion de los resultados.



@ La deteccion de Ac contra la proteina 3D aplicando el método de ELISA-3D es evidencia
concluyente de exposicion y/o infeccion con el VFA, siendo de gran utilidad para monitorear

actividad viral en regiones bajo vacunacion sistematica.

¢ El método de ELISA-3D podria ser utilizado como un método de “screening” en estudios
seroepidemiologicos para monitorear actividad en areas endémicas con vacunacion,
complementado con la deteccion de Ac contra PE y otras PNE del VFA, el aislamiento viral y

la deteccion de genoma viral en LEF para certificar el estado sanitario del individuo.

¢ La deteccion de Ac contra las PE (proteinas de la capside) del VFA sigue siendo el
método mas sensible y especifico para detectar una exposicion previa con el virus por

infeccion o vacunacion.

¢ La proteina 2C como antigeno en “Western blot”, resultd de una alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion de animales infectados. Este antigeno podria ser la base del
desarrollo de un método de ELISA, rapido y sensible como lo es el ELISA-3D, para la

deteccién de animales infectados.

@ La ausencia de Ac contra 2C en casi la totalidad de los sueros de bovinos vacunados y
revacunados evaluados (69/70), indica que esta proteina seria un indicador especifico de

infeccion previa con el VFA.

(- El uso de proteinas biosintéticas tiene ventajas en cuanto a su estabilidad y pureza, evita el

manejo de virus vivo y provee una fuente consistente de antigeno.
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VIII.- APENDICE

- Soluciones y Reactivos

- ELISA

Buffer de bloqueo
PBS 1X - 0.05 % Tween 20 - 1% OVA

Tween 20 0.5ml
PBS 1X 1000 ml
OVA 10g

Buffer de dilucién (ELISA-3D)
PBS 1X - 0.05 % Tween 20 - 1% OVA - 10 % SNB

Tween 20 0.05 ml
PBS 1X 90 ml
OVA lg
SNB 10 ml

Buffer de dilucion (ELISA F-L)
PBS - 0.05 % Tween 20 -1 % OVA - 2% SNC - 2 % SNB

Tween 20 0.05 ml
PBS 1X 96 ml
OVA lg
SNC 2ml

SNB 2ml



Buffer de Lavado
PBS 0.25X - 0.05 % Tween 20 - pH 7.4

Tween 20
PBS 1X
H,O bidestilada

Buffer de pegado
Buffer carbonato / bicarbonato, pH 9.6

N32C03
NaHCO;
H,O bidestilada

Buffer Sustrato

Buffer citrato / fosfato, pH 5.0
Acido Citrico

N32HPO4
H,0 bidestilada

PBS 1X

NaCl

KH,PO,
Na,HPO,.12H,0
KCl

H,O bidestilada

0.50 ml
250 ml
750 ml

1.59¢
293 g
csp 1000 ml

467 g
730g
csp 1000 ml

40g

lg

145g

1g

csp 5000 ml



PBS 1X - 0.05% Tween 20, pH 7.4

Tween -20
PBS 1X

Peroxido de Hidrogeno 3%

H,0,35%

H,O bidestilada

Solucién de OPD madre

1,2 diamino benceno.2CIH (OPD)

Buffer citrato - fosfato

Soluciéon OPD de uso

Buffer citrato - fosfato

Soluciéon madre de OPD
H,0, 3%

Solucién de frenado

Acido Sulfirico 1.25 M.

H,SO, 98%
H-0 bidestilada

0.50 ml
csp 1000 ml

0.969 ml
csp 10 ml

100 ml

6 ml
360 ul
30 ul

125 ml
875 ml



LON II (Dynat



- Geles de Poliacrilamida - SDS y “Western blot”

Acrilamida stock

acrilamida 40g
bis-acrilamida 1.1g
H,O bidestilada csp 100ml

Buffer de Bloqueo
Leche descremada en polvo (3% p/v)

PBS 1X 1000 ml
Tween-20 (0.1%) 1 ml
Leche descremada en polvo 30g

Preparar justo antes de su uso.

Buffer de Corrida 1X

Tris-Base 6.06g
Glicina 284¢g

SDS 2g

H,O bidestilada csp 2000 ml
Guardar a 4°C.
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Buffer de Lavado
PBS 1X - 0.1% Tween 20

PBS 1X 1000 ml
Tween-20 (0.1%) 1 ml
Buffer de Muestra

IM Tris Hel, pH 6.8 1 ml
Glicerol 3 ml
2-Mercaptoethanol 0.2ml
SDS (10%) 1 ml
H,O0 bidestilada 4.7 ml
0.1% Azul de Bromofenol 100 pl

Se prepara la muestra de proteinas en relacion muestra: buffer de muestra = 1:1, calentar a 95-

100°C durante 3 - 5 minutos.

Buffer de Secado y Almacenamiento para geles
Por vacio secar en papel de filtro:

Acido acético 10 ml
Glicerol 2ml
H,O bidestilada csp 100 ml

Por aire secar entre hojas de celofan (Promega Kit):

Empapar el gel en gicerol al 10% en agua por al menos 30 minutos



Buffer de Transferencia

Tris 579g
Glicina 27g
H,O0 bidestilada csp 3000 ml

Buffer Sustrato (Buffer 3)

IM Tns-CIH pH 9.6 3.6ml
3M CINa 1.2 ml
1M Cl:;Mg 1.8 ml
H,O bidestilada csp 36 ml

Coomasie Blue - Solucién colorante

Coomasie blue R-250 (Sigma,USA) lg

Metanol 400 ml
Acido acético glacial 100 ml
H,O bidestilada 4.7 ml

Primero mezclar el Coomasie blue con el metanol durante 20 minutos. Guardar a TA.

Coomasie blue- Solucién decolorante

Metanol 400 ml
Acido acético glacial 100 ml
H,0 bidestilada 500 ml

Guardar a TA.



Gel Separador 12 %

IM Tris-ClH, pHS8.8
Sacarosa 60%
Acrilamida stock
PSA 10%

TEMED

Gel Concentrador 4 %

IM Tris-CIH, pH6.8
Acrilamida 40%
H,0 bidestilada
PSA 10%

TEMED

PBS, pH 7.2

NaCl

KCl

NaH,PO,

KH,PO,

H,O bidestilada

Autoclavar y guardar a TA o0 a 4°C

7.5ml
6.5 ml
6 ml
70 ul
10 ul

620 pl
620 pl
3.72ml
75 ul
5pul

160 g

4g

23 g

4g

csp 2000 ml



Persulfato de Amonio (PSA) 10% p/v

PSA (Sigma, USA) 015g
H,O bidestilada 1.5ml

Guardar a 4°C hasta una semana.

Sodio Dodecyl Sulfato (SDS) 10% (p/v)

SDS 10g
H,0 bidestilada csp 100 ml
Guardar a TA.

Tris-CIH 1M, pH 8.8

Trizma base 121.1g
Agregar 700 ml de H,O bidestilada, ajustar el pH con CIH 1 N. Llevar a 1000 ml con H;O
bidestilada. Guardar a TA.

Tris-CIH 1M, pH 6.8

Trizma base 121.1g
Agregar 700ml H,O bidestilada, ajustar el pH a 6.8 con CIH IN. Llevar a 1000ml con H,O
bidestilada. Guardar a 4°C.



Sustrato Fosfatasa - Alcalina

NBT 8 ul
BCIP 4l
Buffer sustrato (Buffer 3) 1 ml

Sustrato Peroxidasa

Solucién 1:

4-chloro-1-napthol (Sigma) 30 mg
Metanol (BDH, Australia) 10 ml
Solucién 2:

Peroxido de hidrogeno (3 %p/v) 30 pl

TBS 1X 50 ml

Mezclar ambas soluciones antes de su uso.



- Inmunodifusion en Agar Gel

Agar 2%
Agar Noble (Difco) 2g
H,O bidestilada 1100 ml

Disolver y dejar solidificar en una bandeja. Cortar el agar solidificado en cubos de 2 cm de
lado, y colocarlos en agua corriente durante 24 horas. Posteriormente se lavan 3 veces mas con

H,0 bidestilada y se mantienen en ella a 4°C hasta su uso.

Buffer Glicina

Glicina 1M
Dietilbarbiturato de Na 0.057M
Azida sodica 1%

Ajustar el pH a 7.8 con una solucién 1 N de CIH.

El agar al 2 % se disuelve, se mezcla en partes iguales con este buffer y se guarda a 4°C.



- Mini-preparaciones de DNA

Acetato de Potasio 3M / 5SM

Acetato de potasio SM
A pARSipoglacial

Guardar a 4°C

Acetato de Sodio, SM

Acetato de potasio
H,O bidestilada

Bromuro de Etidio (20mg/ml)

Bromuro de etidio (Sigma)

Llevar a 100ml con ddH20. Guardar en oscuridad a TA.

Buffer de Muestra, 10X (Gel de agarosa)

Azul de bromofenol (Sigma,USA)

Xylene cyanol FF (Sigma,USA)
Glicerol (Fisons England)

300 ml

122 '

147.21 g
300 ml

2g

0.025 %
0.025 g
5 ml

Llevar a 10ml con TAE 10X. Guardar a -20°C.
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Etanol 70%
Etanol (BDH, Australia)

H,O bidestilada
Mezclar y guardar a TA.

Fenol/Cloroformo

350 ml
150 ml

Mezclar igual cantidad de fenol y cloroformo. Guardar a 4°C.

Gel de Agarosa

Agarosa grado ADN (BIO-RAD)

1X buffer TAE
ml

Disolver la agarosa. Guardar a TA.

Solucién 1
Glucosa IM
EDTA 0.5M
Tris-CIH 1M,pH8
H,0 bidestilada
Guardar a 4°C

Solucion 1 + Lisozima

Solucion 1
Lisozima

Preparar antes de su uso

0.6% 0.8%

06g 08¢g
100 ml 100 ml

5 ml (50 mM)
2 ml (10 mM)
2.5 ml (25 mM)
csp 100 ml

2.6ml
20 mg

1%

100



Solucién 2

SDS 10 % 1 ml (1 %)
NaOH 3 M 0.66 ml (0.2 M)
H,O bidestilada 8.34 ml

Preparar antes de su uso

Tris Acetato (TAE) (10 X)

Trizma base 96.8¢g
Acetato de Sodio 329¢
EDTA 744 ¢
H,O bidestilada 1800 ml

Ajustar el pH a 8.2 con Acido acético g (aprox. 30ml). Llevar a 2000 ml con H,O bidestilada.
Guardar a TA.

Tris Acetato 1X

Diluir 100 ml de buffer 10 X con 900ml de H,O bidestilada.
Guardar a TA.

Tris - EDTA (10mM Tris-CIH, imM EDTA)

Tris 1 M - CIH (pH 8) 10 ml
0.5 MEDTA 2ml
Llevar a 1000 ml con H,O bidestilada.

Guardar a TA.



Tris - EDTA - ARNasa

TE, pH 8 3ml
ARNasa (10mg/ml) 12 ul
Preparar antes de su uso.

- Secuenciacion

Gel para Secuenciacion

Urea 2lg

TTE20 X 25ml

Sn Long Ranger Gel (Bioproducts) 6 ml

H,O bidestilada csp 50ml en un tubo de 50ml
PSA 70 ul

Temed 65 ul



- Transformaciéon, Expresion y Purificacion de las proteinas recombinantes

Ampicilina (25mg/ml)
Ampicilina (Progen, Australia) 250 mg
H,O bidestilada 10 ml

Filtrar en esterilidad con un filtro de 0.22 um (Sartorius Germany) en una cabina de Clase II.

Alicuotarlo y guardarlo a -20°C.

Buffer de Elusion, Glutation

Glutation reducido (Sigma,USA) 0015g
Tris-CIH (50mM),pH 8 10 ml

Preparar antes de usar. Disolver y guardar a 4°C.

Buffer Tris (TBS) (10X

Trizma base 60.55g

NaCl 87.66g

Agregar 700ml de H,O bidestilada, ajustar el pH a 7.5 con CIH concentrado. Llevar a 1000 ml
con H,O bidestilada.

Diluir 100ml de buffer 10X con 900ml de H,O bidestilada para llevar a 1X TBS. Guardar a
TA.
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Buffer Tris - 0.1% Tween 20

TBS1X 200 ml
Tween 20 200 pl
Guardar a TA.

ADNase (2.5mg/ml)

ADNase (Sigma) 25 mg
H,0 bidestilada 10 ml

Alicuotar en 1ml. Guardar a -20°C.

Glicerol 50 %

Glicerol 50 ml

H,0 bidestilada 50 ml. Mezclar y guardar a 4°C.
Glucosa - 1 M

D-glucosa 50g

Llevar a 100ml con ddH2O. Filtrar en forma esteril y guardar a -20°C.

Glicerol 50 %
Glicerol 50 ml
H,O bidestilada 50 ml

Filtrar en forma estéril. Guardar a -20°C.



Glutation Agarosa 50% (Perlas)

Prehumedecer las perlas durante 2 horas en PBS.

Perlas Glutation Agarosa (Sigma) 75 mg / 80 ml de cultivo 17 horas

PBS 50 ml

Lavar las perlas 3X con PBS 1X, centrifugando suavemente de 3-5 min. Resuspender en un
volumen de 0.5 ml y centrifugar para remover todo el PBS. Finalmente resuspender los 2 ml de

perlas en 2 ml de PBS.

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (100mM)
IPTG (Boehringer, Germany) 238 g

H-0 bidestilada 10 ml
Alicuotar en 1 ml. Guardar a -20°C.

Medio de Crecimiento Luria (L-Broth) 1X

Bacto Triptona (Difco,USA) 10g
Extracto de levadura (Difco) 5g
Cloruro de sodio (BDH, Australia) 5g
HO bidestilada 800 ml
Ajustar el pH a 7.4 con NaOH.

Llevar a 1000 ml con H;O bidestilada y alicuotar. Autoclavar por 20 min a 121°C. Guardar a
4°C.



Medio de Crecimiento Luria / Ampicilina

Adicionar Ampicilina (25mg/ml) al medio de crecimiento Luria a una concentracion final de 50

ug/ml (dilucién 1/500).

Medio de Crecimiento Luria/Ampicilina/Glucosa para placas de Agar

Medio de crecimiento Luria 100 ml
3% Agar noble 100 ml
Ampicilina 0.5ml
Glucosa 0.5 ml

Equilibrar el medio L-broth a 42°C, derretir el agar y equilibrar a 42°C. Agregar el medio
Luria-broth en el agar y mezclar. Adicionar Ampicilina y Glucosa. Agregar aproximadamente

25ml por placa. Realizar en cabina Clase Il a TA.

Medio de Crecimiento Luria / Agar 1.5 %

Medio Luria 100 ml
Agar Noble 15g
Agregar el medio Luria-broth en el agar y mezclar. Autoclavar por 20 min a 121°C. Guardar a

4°C.



Medio SOC

Triptona 20g
Extracto de levadura 5g
Cloruro de Sodio (250 mM) 10 ml
Cloruro de Potasio (2 M) 5ml

Esterilizar por autoclavado por 15 min a 121°C. Enfriar a 60°C y agregar 20 ml de glucosa 1
M estéril. Guardar a 4°C.

ARNasa (10mg/ml)
ARNasa 100 mg
H,O bidestilada 10 ml

Calentar a 100°C por 15 min. Enfriar despacio y alicuotar en fracciones de 1 ml.. Guardar a -
20°C.

Triton - X100, 10%

Triton-X100 10 pl
H,O0 bidestilada 90 ml
Mezclar y guardar a 4°C.
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