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Abreviaturas

ABTS: 2,2 AZINO-Di(3-Ethyl-
Benztiazolinesulfonic) acid diamonium salt
AcM: anticuerpo monoclonal

Acs: anticuerpos

ADN: acido desoxiribonucleico

ADNCc: acido desoxiribonucleico cadena
complementaria

ARN: acido ribonucleico

BHK-21: linea celular de rifidn de hamster
DITC50/ml: dosis infectivas cultivo de tejido
50%/mililitro

DO: densidad dptica

dNTPs: desoxirribonucledtidos trifosfato
dpv: dias post-vacunacién

ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
(Ensayo de Sorbete Inmunitario de Liga
Enzimatica)

EMEA: European Medicines Agency

FA: Fiebre Aftosa

HAT: hipoxantina-aminopterina-timidina
H,0dd: agua bidestilada

HT: hipoxantina-timidina

Ig: Inmunoglobulina

IDGA: inmunodifusion en agar gel

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria

LEF: liquido eséfago faringeo

MEM-D: medio minimo esencial-Dilbecco
MOI: multiplicidad de infeccién

MPM: marcador de peso molecular

NSB 3A: Normas de Seguridad Bioldgica 3
Agricultura

Abreviaturas

OIE: Organizacion Internacional de
Epizootias.

OPD: O-fenilendiamina

ORF: marco de lectura abierto

PBST: Buffer fosfato Tween 20

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PM: peso molecular

PNE: proteina no estructural

Poli A: cola de poli A

RT: retro-transcripcién

RT-PCR: transcripcion reversa asociada a la
reaccion en cadena de la polimerasa

SDS: dodecil sulfato de sodio

SNB: suero normal de bovino

SNC: suero normal de cobayo

SNR: suero normal de ratén

TAE: TRIS + Acido Acético Glacial + EDTA Sal
Disddica

TE: TRIS + EDTA Sal Disédica

Taqg ADN polimerasa: polimerasa de ADN
dependiente de ADN aislada de Termus
aquaticus

TMB: 3, 3 5, 5 tetramethylbenzidine
dihydrocloride

UV: luz ultravioleta

VFA: virus de la Fiebre Aftosa

VIAA: antigeno asociado a la infeccién viral
WB: Western blot

mg: miligramo

mL: mililitro

nm: nanémetros

Mg: microgramo

pL: microlitro
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Objetivos e Hipotesis

Objetivo General

-Desarrollo de métodos para la evaluacion de vacunas respecto a presencia de antigenos no
estructurales del VFA.

Objetivos Especificos

1. Evaluar la presencia de PNE en preparaciones vacunales a través de la induccion de
anticuerpos especificos en el modelo bovino y en modelos animales alternativos de
laboratorio.

2. Desarrollo de métodos in vitro para deteccién de antigeno no estructurales en vacunas o
distintas etapas de produccién.

Hipodtesis de trabajo

1. El empleo de animales de laboratorio permitirda evaluar la presencia de PNEs en
formulaciones vacunales que generarian anticuerpos tras multiples vacunaciones.

2. Es posible la deteccién de proteinas no estructurales del Virus de la Fiebre Aftosa en
antigenos vacunales empleando métodos in vitro.
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I-1-La Fiebre Aftosa

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad viral altamente contagiosa que afecta a todas las
especies de pezuiia hendida, salvajes y domésticas. Las especies domésticas principalmente
afectadas son los bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. La enfermedad 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. Se la ha descripto como la enfermedad

(Aggarwal y cols., 2002)
viral animal mas contagiosa

La FA fue observada por primera vez en 1514 y descripta en 1546 en Venecia por
Hieronymus Fracastorius de Verona, en su publicacién “De Contagione et Contagiosis Morbis et
Eorum Curatione”. 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

(Fracastorius, 1546)
recuperacion

En la dltima parte del siglo XIX, en el camino de la comprensidn de las enfermedades
infecciosas, hay que mencionar la labor pionera de Pasteur y Koch y sus colegas. Amén de las
referencias a Fracastorius que aparecen en la mayoria de los articulos sobre la historia de la
enfermedad, considero que el punto de partida en nuestro conocimiento de la enfermedad y su
agente causal pertenece a Loeffler y Frosch (1898), un poco mas de un siglo atras.

En Alemania asi como en toda Europa, el tamafo del problema causado por esta
enfermedad, era tan grande en ese momento que condujo a la oferta por el Ministerio de
Agricultura prusiano en 1893 de un premio de 3000 Reichmarks para la persona que "identificara
y, si es posible, aislara la cuestion contagiosa que causaba fiebre aftosa, y demostrara su eficacia a
través de un experimento decisivo con animales". Diez candidatos trabajaron sin éxito sobre el
problema por 2 afios.

Esto dio lugar a una mocién que presenta el Canciller Imperial de Reichstag para tener en
cuenta la necesidad del establecimiento inmediato de las instituciones experimentales para la
investigacién exhaustiva de la enfermedad. Con una asignaciéon de 55000 Reichmarks se organizé
una comision de investigacion en la enfermedad. Loeffler, quien fue profesor en el Instituto de
Higiene de la Universidad de Greisswald, empezé a trabajar sobre la enfermedad en 1897, y en
colaboracion con Frosch en Berlin, se describe en 1898 sus estudios histdricos donde se establecié
el agente causal como un virus. Esta fue la primera demostracién de que una enfermedad animal

puede ser causada por un virus (toeffiery Frosch 1858)
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Loeffler continud su labor en Greisswald pero la naturaleza altamente contagiosa de la
enfermedad, y como resultado de la presién de los agricultores de la zona se puso fin a los
estudios hasta que se pudieron hacer en un lugar seguro. Esto llevé finalmente a pasar en 1909 a
Insel Reims, una pequefia isla en el Mar Baltico, justo al norte de Greisswald. Similares
precauciones se han tomado en otros paises, sobre todo en los Estados Unidos, donde fue creado
en 1954 una instalacién especialmente para trabajar en FA en Plum Island, a una milla de la punta
de North Fork de Long Island.

En el presente, la FA se caracteriza por ser la enfermedad animal para cuya prevencién o
combate se dispone de mayores recursos en el mundo. Su importancia deriva de las implicaciones
socioecondémicas que su presencia origina, sobre todo en los mercados internacionales de
animales, productos y subproductos de origen animal; en los perjuicios directos que ocasiona
sobre la produccién y productividad ganadera; y en los costos publicos y privados motivados por

su prevencion, control y erradicacion.

1.2- Distribucion geogrdfica mundial de la enfermedad

Se han reportado casos de FA en casi todo el mundo a excepcién de Groenlandia, Islandia,
Nueva Zelanda. Las pequefias islas de Oceania a fines del siglo XIX, fueron la primera region libre
de la enfermedad y la misma nunca se volvidé a contraer; esto ha sido en parte debido a las
condiciones geograficas y en parte a las medidas politico sanitarias adoptadas (como lo son el
sacrificio, cuarentena, aislamiento, la seroterapia y los controles a las importaciones ganaderas).

El ultimo brote registrado en Australia fue en el afio 1870. Tanto América del Norte y
Central asi como las Islas del Caribe se encuentran libres de FA. En América del Norte los ultimos
brotes ocurridos en Estados Unidos, Canadd y México se registraron en los afios 1929, 1952 y
1953, respectivamente (S3mue!y knowles, 2001)

Europa cesd la vacunacién durante los afios 1990-91 y fue declarada libre de FA desde el
afio 1997. Desde que ceso la vacunacion ha tenido unos pocos brotes aislados en Bulgaria (1991,
1993 y 1996), Italia (1993), Grecia (1994, 1996 y 2000), Turquia (1995 y 1996), Albania (1996) y en
la ex-Republica Yugoslava de Macedonia (1996) (Smue!y knowles, 2001) ‘13 mpign se describieron brotes
en Georgia (1997) y Armenia (1996) & 19%) ga detectaron brotes en el Republica de Irlanda

(2001), Francia (2001) y Holanda (2001) (Sutmellery cels., 2003) "gy Raino unido los dltimos brotes fueron

en 2001 (provoco el sacrificio de entre 6 y 10millones de animales y tuvo un coste aproximado de
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US$16.000 millones) y mds recientemente en agosto 2007 en la provincia de Surrey, recuperando
su estado de pais libre de FA, donde no se aplica vacunacion, en febrero de 2008.

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 SAT1,
SAT2 y SAT3. El tipo SAT3 ocurre en un &rea restringida del sur de Africa, estando los otros dos
distribuidos ampliamente, a excepcién del norte del continente (®¢ Y <. 199) "y prote del
serotipo O aislado en el afio 2000 en la Republica de Sudafrica se relaciond con otros aislamientos
realizados previamente en Asia y con los aislamientos en Europa del afio 2001 Knowlesy cols., 20016)

En Asia central la enfermedad es endémica, siendo los serotipos A, O y Asia 1 los
prevalentes. En Tajikistan desde el afio 2004 en adelante se han reportado brotes todos los afios
causados por los serotipos anteriormente mencionados. El limite entre Pakistan, Iran y Afganistan,
la regién Punjan, es considerada una zona de muy alto riesgo debido a la alta densidad de la
poblacidn animal y la baja cobertura vacunacional (se estiman unos 23 millones de cabezas entre
bufalos y bovinos).

En cuanto al este asidtico, los serotipos O, A y Asia 1 también son endémicos
principalmente en 7 de los 10 paises integrantes de la zona, estos son Camboya, La Republica
Democratica Popular de Laos, Malasia, Birmania, Filipinas, Tailandia y Vietnam. Es importante
destacar que tanto el Estado de Brunei como Indonesia y Singapur son considerados paises libres
del virus de la Fiebre Aftosa (VFA) y que hay regiones de Malasia y Filipinas consideradas, también,
libres de la enfermedad (FAC/EUFMP, 2006

Durante los afios 2005-2006 la FA reemergioé en el sudeste asiatico con alrededor de 800
brotes en Vietnam; la epizootia fue causada principalmente por el serotipo O, si bien, se
reportaron brotes causados por el serotipo Asia 1, el cual afecto mucho mas a la poblacién bovina
que a la porcina. Dicho serotipo, ademas se ha localizado al norte de Vietnam en la frontera con
China y una provincia del sur de Camboya por lo cual se sospecha que los brotes mencionados
anteriormente, tienen su origen en el movimiento no reglamentado de ganado bovino y bufalos
procedentes de China y Camboya.

La Republica Democratica Popular de Laos sufrié varios brotes de FA a fines de 2006
debido al serotipo A, y se sospecha que ha sido debié al movimiento de animales procedentes de

Tailandia (FAO/EUFMD, 2006)
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Los datos de los programas de FA en el sudeste de Asia confirmaron que el 51,3% de los
brotes entre 2005 y 2006 no se han podido tipificar, que el 19% fueron causados por el serotipo A,
28,8% por serotipo O y 1% por el Asia 1. Con respecto a las especies afectadas, los bovinos han
sido los mas frecuentemente afectados en focos de FA (en el 65,7% de estos brotes los bovinos
son las principales especies afectadas); otros fueron los bufalos (20,3%), porcinos (12,1%) y los
pequefios rumiantes (1,8%) (FAC/EUFMD, 2006)

La FA se registrd por primera vez en América del Sur alrededor de 1870, en Buenos Aires,
Argentina, en Uruguay, y en el sur de Brasil como consecuencia de la introduccion de ganado de
Europa durante los primeros dias de la colonizacion. La produccion ganadera para el comercio con
los paises vecinos se establecié en la region de La Plata, y el comercio de ganado y sub-productos
se extendid desde Chile, el noreste y el centro oeste de los estados de Brasil, Peru, Bolivia y
Paraguay lo que propago la FA, llegando a Venezuela y Colombia en el 1950 vy, finalmente, a
Ecuador en 1961.

En la actualidad en América del Sur, la FA es endémica en pocos paises. Muchos han
logrado un muy buen control de la enfermedad o la han erradicado. Chile, Surinam, Guyana y

Guayana Francesa, asi como la Regién Patagdnica de la Argentina son libres de la enfermedad

2007).

En el afio 1996 Uruguay habia sido declarado "libre sin vacunacion" aunque tuvo rebrotes
en los aflos 2000 y 2001. La OIE (Organizacidn Internacional de Epizootias) lo declard "libre con
vacunacién" el 22 de mayo de 2003 y mantiene dicho estatus actualmente ©% 297,

Bolivia presenta zonas endémicas y la OIE le aprobd una zona "libre de FA en donde se
practica la vacunacion" a partir de enero de 2003. El 9 de octubre de 2003 se informé a la OIE que
se habian cerrado todos los focos de aftosa y no se presentaron focos hasta el afio 2007.
Actualmente las zonas de Chiquitania y una zona situada en la parte occidental del departamento
de Oruro son reconocidas libres con vacunacién "% 2%°7),

La misma categoria se le asignd a algunos estados en Brasil. A pesar de ello, hubo un brote
aislado en mayo de 2004 y en septiembre-octubre de 2005 en el estado de Parand; en el estado de
Mato Grosso do Sul se registraron brotes por lo cual quedd suspendido el estatus de libre con
vacunacién en los estados de Parana, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso y el Distrito Federal de Brasil,
Tocantins, Mina Gerais, Rio de Janeiro, Espiritu Santo, Bahia y Sergipe donde todos los animales

fueron sacrificados ("% 2207
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En Paraguay, tras el aislamiento del virus de la FA a partir de muestras de bovinos
colectadas en el departamento de Canindeyu, el estatus de "pais libre de FA con vacunacién" fue
suspendido a partir del 4 de noviembre de 2002. Otro aislamiento fue también reportado a la OIE
en el afio 2003. Dicho pais recuperd el estatus de libre con vacunacién en el afio 2004 (O, 2007)

Tanto Perd, Ecuador como Venezuela presentan la enfermedad de forma endémica.
Colombia presenta una "zona libre sin vacunacion" (region del noroeste del departamento de
Chocd), una regién "libre con vacunacién” que comprende todos los departamentos de la costa
atlantica y territorios de los departamentos de Antioquia y Caldas donde se encuentra casi el 40%

de la ganaderia y una zona endémica en el resto de su territorio donde se siguen produciendo

brotes (OIE, 2007)
Pals likre sit vacunaclon Zona ho lbre
* Chile * Bolivia
= Guayana Francesa « Brazil
* Guyana || « Colombia
= Peru I
Paig libre con vacunacion
= Uruguay —
Zona libre sin vacunacion Pals no libre
* Argentina * Ecuadaor
= Swrlnamsa
= Brazil
= Colomhbia = Wemeruela -
= Peru -
Zona libre con vacunacinn
fres temporalments
= Argentina
= Brazil suspendido bajo
- E-nlfu—nhia Minilaneiadvtzgsiig
= Boliia
= Paraguay —
Fig.1: Situacion de América del Sur con relacion a la Fiebre Aftosa (segtin Datos de OIE
2007).
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1.3- La situacion en Argentina

En Argentina, la FA fue reconocida por primera vez en el afio 1870, traida por inmigrantes

ganaderos europeos que asentaban sus rodeos en Sudamérica (2muely knowles, 2001)

, y desde entonces,
ha sido una de las enfermedades que mayor impacto ha causado en la produccién animal.

En 1870 en los Anales de la Sociedad Rural Argentina, se informa que los doctores Wilke y
Douglas habian diagnosticado aftosa en San José de Flores y Lomas de Zamora. En 1878 y 1883,
bovinos del partido de Arrecifes presentaban llagas de la enfermedad. En 1882 José Hernandez,
autor del Martin Fierro, escribe "Instruccidon del estanciero”, que edité Casavalle, y alli se indica

que en 1865 y 1866 se observaron focos en el norte y noroeste de Buenos Aires que describe

como enfermedad de las “llagas”.

Ante la aparicion de esta enfermedad, se sanciona la ley 3.959 (5 de octubre de 1900) de
Policia Sanitaria de los Animales con el objeto de hacer efectiva en el pais la defensa de los
ganados contra la invasion de enfermedades contagiosas exdticas. Como regla general se dispone
gue, todo propietario o persona que de cualquier manera tenga a su cargo el cuidado o asistencia
de animales atacados por enfermedades contagiosas o sospechosos de tenerlas, estd obligado a
declararlo inmediatamente a la autoridad local competente (art. 49). Los articulos 122 a 232 se
ocupan de la importacion y exportacion de animales. En caso de infraccién, se aplicarian las
penalidades establecidas por los articulos 292 a 33¢.

Es en 1910 cuando el gobierno reconoce oficialmente la existencia de la enfermedad. El
primer gran golpe internacional se produjo en 1929, cuando Estados Unidos cerré sus fronteras a
las carnes de paises con aftosa, luego de la epidemia que sufrieron y que atribuyeron a la carne
ingresada por importacién de paises con ese mal.

Luego, en 1945, a través del decreto 24.954 se dispuso la creacién del Instituto para la
Elaboracidon de Vacunas contra la Fiebre Aftosa. Cinco afios después, en 1950, se impone la
obligacién de vacunar contra dicha enfermedad a los ganados que entraban en el sur del limite
norte de los entonces territorios de Neuquén y Rio Negro. Las cosas mejoraban, en 1953 se dicta
una ley que obliga a la faena del ganado con aftosa sélo en el Frigorifico Nacional, mataderos
anexos o préximos que cuenten con inspeccidn veterinaria oficial, estableciendo que sus
productos debian destinarse al consumo interno o industrializacion.

Después de crearse, en 1957, la Comisién Permanente de Erradicacién de la Aftosa, nace

(en 1960) la Comisidn Asesora Nacional para la Erradicacion de la Aftosa (CANEFA), que nucleaba a

10
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organismos oficiales, instituciones y entidades particulares. Le siguié, en 1963, la creacién de
Servicios de Luchas Sanitarias (SELSA).

En el afio 1971 la Argentina dejé de ser el principal exportador de carnes mundiales. La
difusion de la aftosa tuvo su parte en ese cambio.

En 1972 el gobierno nacional dicté la ley 19.852 que dio origen al actual Servicio Nacional
de Sanidad Animal (SENASA). Es alli cuando comienzan a instrumentarse planes piloto de control y
erradicacion.

Oficialmente en Argentina se han organizado campanas de lucha contra la FA desde el afio
1962. Respecto de los planes oficiales hay que analizar algunos puntos:

En el plan establecido entre 1960 y 1990 se realizaban tres vacunaciones obligatorias por
afio, con vacuna hidroxido de aluminio saponinada. Se vacunaba en todo el pais (excepto la region
Patagodnica), desde los rios Barrancas y Colorado hasta el norte. Se establecia en la zona de esos
rios una barrera de control sanitario para evitar el ingreso del VFA en la regién patagdnica (libre
del VFA). Ademas de las medidas anteriores, en esta region se utilizaron otras estrategias
sanitarias tradicionales como control del movimiento de hacienda, sacrificio de animales con
sintomatologia que hiciera suponer un brote de FA, etc.

Sin embargo, la inmunidad conferida por la vacuna no duraba lo suficiente como para
proteger a los animales entre una vacunacidn y la siguiente (4 meses). De esta forma, se
posibilitaba una permanencia anual ciclica de la enfermedad " 9%,

Cabe destacar que la instauracién del control de vacuna y la aplicacion del plan, junto a la
inclusién de variantes antigénicas llevo a bajar el numero de brotes desde mas de 4000 a
alrededor de 1000, nimero que se mantuvo estacionalmente.

En el grafico siguiente se representan el nimero de brotes a lo largo de los afios desde
mediados de la década del 60 hasta principio de los "90, nétese que en funcién de las variantes
aisladas a campo, las cuales luego fueron incorporadas en las vacunas, y las medidas de control
adoptadas sobre las formulaciones vacunales, se observa una consecuente disminucién de los

Ccasos.

11
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Fig.2: En el grdfico se observa el sequimiento epidemioldgico de los brotes de FA desde los
afios 60 hasta el comienzo de los afios 90; la consecuente incorporacion de nuevas cepas en las
formulaciones vacunales esta en relacion directa a la disminucion de los brotes

A raiz del Programa Nacional de Lucha contra la Fiebre Aftosa, (Ley 24.305) en la década
del 90 y en base a estudios epidemioldgico realizados se determind la distribucion de la FA en
nuestro territorio, y su relacidon con los sistemas de produccion predominantes en cada zona. Asi
se dividié al pais en cinco regiones que presentaban similitud de factores y condiciones en
relacion a la enfermedad, como ser carga animal, movimiento de animales, categoria implicada,
etc. Se citan a continuacion:

e Zona 1-Patagonia Sur: libre de FA y sin un riesgo de contagio inmediato.

e Zona 2-Patagonia Norte: indemne, limitando al norte con las areas del pais
afectadas, representando un riesgo inmediato para la zona.

e Zona 3-Precordillerana (Oeste): constituida por aquellas provincias, salvo las
patagénicas, que limitaban al oeste con la Cordillera de los Andes, y sumada a ellas
Tucumadn. En las mismas predominaba una explotacién de subsistencia, con una
baja carga animal, y con una presentacion paraendémica de la FA (algunos focos
aislados).

e Zona 4-Mesopotamia: compartia ciertas caracteristicas con la anterior; y mas hacia
el sur, poseia caracteristicas similares a la Regién Central. En su conjunto se

encontraba aislada de las demas regiones por medio del rio Parana.

12
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e Zona 5-Centro: con distintos tipos productivos, y con una alta densidad de bovinos.
Se trataba de la principal regidén productiva del pais, y a su vez la mas importante
como mantenedora de la enfermedad. Por otro lado era ésta la zona que mas
interesaba sanear. Se la subdividié en dos zonas:

5.i. Zona endémica primaria: La actividad productiva predominante era la cria.
Caracterizada por una menor densidad animal, pero fuente constante de nuevos
animales susceptibles (terneros), que junto a los adultos, mantenian la enfermedad
en forma permanente, y luego la transportaban a la zona endémica secundaria,
cuando se los trasladaba para el engorde.

5.ii. Zona endémica secundaria: La actividad predominante era la invernada
(engorde de novillos). Esta zona poseia una altisima densidad de bovinos que se
veian afectados con la introduccién de animales infectados traidos desde las zonas
de cria; ocasionando de esta manera verdaderas epidemias regionales.

Se realizaron también, estudios sobre inmunidad y demds factores asociados a la
vacunacioén (concentracidn antigénica, adyuvantes, edad/categoria vacunada, presencia de tipos y
subtipos virales). Se dejo de utilizar la vacuna de hidréxido de aluminio saponinada y se comenzé a
utilizar la vacuna con adyuvante de tipo oleoso: primero en las zonas endémicas primarias y luego
en las endémicas secundarias, hasta abarcar todo el pais (menos la Patagonia). La misma brindaba
una inmunidad mas duradera. Se vacunaban anualmente a los bovinos mayores de dos afios, y dos
veces al afio a aquellos menores de dos. Utilizando vacunadores oficiales del SENASA (" 19%8)

Se descentralizaron los organismos oficiales. Se crearon organismos Regionales y otros
Locales. Estos dependian de los centrales, como ser SENASA, pero poseian cierta independencia,
posibilitando una rapida toma de decisidon y accién. De esta forma el plan adquirié una mayor
flexibilidad, aunque en un primer momento fue algo descoordinado e inoperante (se extendian
mucho los periodos de vacunacidén). Corregidas estas particularidades, e incorporando
gradualmente la vacuna de tipo oleoso, hasta abarcar el total de la poblacién bovina (50.000.000
de cabezas), logré en cuatro afios lo que no se habia conseguido en més de cien P 19%8)

Asi, con el gran porcentaje de la poblacidon cubierta por el plan, y la estrategia de
vacunacién y revacunacion en las diferentes categorias, se logré por fin controlar y luego erradicar
la FA del territorio nacional. El éxito de estas campafias permitié que no se detectaran brotes de la

enfermedad por primera vez (en mas de 100 afos) en abril de 1994. En el afio 1998, la Argentina
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fue reconocida por las autoridades internacionales (OIE) como “pais libre con vacunacién

obligatoria” (en relacion a FA); y en 2000 declarada por la OIE, “pais libre de FA sin vacunacién”.

N° Brotes de VFA en Argentina

Fig.3: En el grafico se representan el numero de brotes de VFA en Argentina desde el afio
1985 hasta mediados de la década del “90. Obsérvese que para el afio 1996, ya con una estrategia de
vacunacion implementada y un amplio porcentaje de la poblacion cubierto por la vacunacion el
numero de de brotes reportados es 0 (cero).

En mayo de 2000, si bien la OIE declaré a la Argentina libre de aftosa sin vacunacion dos
meses después se verificaron brotes de la enfermedad en el noroeste del territorio nacional,
producidos por la entrada ilegal de animales portadores desde Paraguay, luego los brotes se
extendieron por amplias areas ganaderas. La enfermedad afecté en su mayoria a bovinos menores
de 2 afios (80%), aunque también se vieron afectados ovinos y porcinos Matn v cls, 2004) ) o
epizootia fue controlada finalmente por restricciones en el movimiento de animales y nuevamente
el pais retomo la estrategia de vacunar sistematicamente los bovinos en riesgo.

En julio de 2003 la Argentina volvié a ser declarado pais libre de aftosa con vacunacion,
por la OIE, condicidn que se volvié a perder dos meses después con motivo de la reaparicién de la
enfermedad en el norte de Salta, en la vecindad con Bolivia. A partir del afio 2005, nuevamente
gracias a los controles y a las entidades intermedias que han rendido sus frutos, se declaré a la
Argentina pais libre de aftosa con vacunacion. Pero en el mes de febrero de 2006 reaparecieron

focos de infeccion de la enfermedad en el Establecimiento Agropecuario “San Juan” en la localidad

de San Luis del Palmar, Departamento del mismo nombre, Provincia de Corrientes, motivando el
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dictado de nuevas resoluciones en virtud a la gravedad de la enfermedad y haciendo necesaria la
adopcion de criterios epidemioldgicos y medidas de vigilancia y control de maxima prevencion,
como asi también, otros procedimientos extraordinarios, tanto en los aspectos técnicos ,como en
los administrativos que le dan sustento.

El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) por Resolucion
N°35/06 declara el Estado de Emergencia Sanitaria en todo el territorio Nacional a causa del Foco
de Aftosa detectado en la Prov.de Corrientes. En este sentido, el SENASA, ejecuté de manera
inmediata los procedimientos establecidos por las normas internacionales, para eliminar la fuente
de infeccidn del virus y evitar una posible difusién; procediéndose al sacrificio sanitario de todos
los animales enfermos de FA (aproximadamente 5000 cabezas de ganado) y de aquellos que
fueron considerados sus contactos. También se establecieron las siguientes medidas: cuarentena
con inmovilizacion total de animales y productos de los establecimientos en el area perifocal y de
vigilancia, interdiccion del resto del departamento afectado y de siete departamentos colindantes,
fortalecimiento de la barrera inmunitaria de todos los animales susceptibles a la fiebre aftosa.-
instalacion de puestos de control, desinfeccion y vigilancia activa con la inspeccidn clinica de
animales en un drea de 13 km.

En este marco se dictaron otras medidas gubernamentales a saber: se crea el Sistema
Nacional de Identificacién Bovina: se caravanea a todos los bovinos nacidos en 2006. El
procedimiento se lleva a cabo junto a la campana de vacunacién anti-aftosa. La Secretaria de
Agricultura nacional cred el Sistema Nacional de Identificacién de Ganado Bovino, en la érbita del
SENASA, que establece la obligacién de identificar a todos los terneros nacidos en 2006.

Hacia Junio del mismo afio se crea el Comité del MERCOSUR libre de aftosa integrado por
Uruguay, Argentina, Brasil, Paraguay Boliviay Chile, donde para el fortalecimiento de areas tales
como diagnéstico de laboratorio y vigilancia, se establecié un presupuesto de 18 millones de
ddlares para los seis paises por el periodo de 5 afios.

Actualmente, a octubre de 2008, Argentina posee el estatus de pais libre con vacunacion,
exceptuando la zona patagdnica en donde no se vacuna y una zona de vigilancia intensiva (franja

de 15 km en la frontera norte del pais).
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Vacunacion de Bovinos,
ovinos, porcinos y
caprinos

Vacunacion de la
poblacion Bovina

Zona libre sin vacunacion
Zona libre con vacunacion
Zona Buffer con vacunacion
Frontera Norte (25 km)

Area en intensiva vigilancia, con
estado suspendido (15 km})

Data: Modified from SENASA

Fig.4: Estatus sanitario argentino respecto a la fiebre aftosa (Fuente: OIE, marzo 2007).

1.4- Importancia econémica

Las mermas en la produccidon animal se deben a que los animales afectados no se
alimentan correctamente (tienen vesiculas en boca y patas), lo cual lleva a una pérdida de peso
corporal y a una menor produccion de leche. Esta se halla asociada, en ciertos casos, a mastitis
crénica, generada como consecuencia de la infeccion. La mortalidad es baja, excepto en animales
jovenes y esta asociada a ciertos subtipos virales.

La gravedad de la infeccion se debe principalmente a su alta contagiosidad, a la gran
cantidad de huéspedes naturales y a la variabilidad del virus; lo que resulta dificultosa la
implementacidn de programas de erradicacion para el control de la enfermedad.

Por lo tanto, las pérdidas econdmicas se ven potenciadas por los costosos y complejos
planes de control de la enfermedad. Finalmente, otro factor importante es la restriccién impuesta
por los paises libres de la enfermedad a la importacién de productos de origen animal
provenientes de paises en los cuales la enfermedad es endémica.

El 19 de febrero de 2001, el veterinario de un matadero de Brentwood (Essex) diagnosticd
la enfermedad en un lote de cerdos. El virus fue identificado y tipificado como del subtipo O

PanAsidtico que representa una de las cepas mas virulentas. Una granja en Heddon on the Wall en
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Northumberland (Reino Unido) se ha considerado como la fuente mas probable del brote
primario. La causa principal de la dispersion de la enfermedad fueron los movimientos de animales
infectados subclinicamente, ya que no se detectd el punto de entrada inicial del virus y cuando la
enfermedad fue diagnosticada en el matadero ya se habia esparcido el proceso por gran parte del
pais. Asi también, se disemind la enfermedad empezando por Francia y mas tarde otras zonas de
Europa.

Un total de, 8 millones de animales fueron sacrificados durante esta epizootia, la cual se
extendid por un lapso de 8 meses (SUtmellery cols., 2003)

Estos episodios ponen en evidencia la excepcional importancia de contar con planes
estratégicos orientados al efectivo control de la enfermedad. Siendo la vigilancia epidemioldgica
uno de los principales elementos para lograr la rdpida deteccién de la enfermedad, obviamente, se
debe contar con herramientas que permitan realizar un diagnostico etioldgico rapido para
detectar animales infectados ya sea en el estado agudo como en el de portador de la enfermedad.

Es importante remarcar que en Argentina poseemos una poblacién bovina de 49 M de
cabezas, repartidas en, aproximadamente, 270.000 predios ganaderos. La produccion de carne, es
de alrededor de 2.5M de toneladas anuales de los cuales el 80% se destina al consumo interno y el
resto a exportacién. La poblacion lechera, en continuo crecimiento en los ultimos afios, esta
constituida por unas 20.000 explotaciones con 2.0 M de vacas en ordefie.

En marzo de 2001 el pais reconocidé oficialmente la pérdida del status sanitario de pais
libre de FA con vacunacién. La critica situacidon epidemioldgica ocasiond pérdidas cuantiosas a la
produccion de carnes, lacteos y lanas y provocé el cierre de todos los mercados, las restricciones al
ingreso de otros productos carnicos y el cierre de frigorificos, generando desfavorables
consecuencias econdémicas y sociales. Ademas, cabe destacar que se puso en riesgo la situacion
sanitaria regional, particularmente con Chile, libre de la enfermedad sin vacunacién desde 1984

Las pérdidas de produccion, alcanzan cifras estimadas en mas de mil millones de ddlares

anuales.

1.5- Huéspedes susceptibles

La FA afecta a una gran variedad de animales como se ha mencionado anteriormente, se
destacan los de pezufia hendida, como bovinos, ovinos, porcinos y caprinos dada su importancia
como productores de alimentos. También son susceptibles especies como bisontes, jabalies,

camellos, llamas, alpacas, vicufias, guanacos, antilopes, ciervos, venados, bufalos, yacks, erizos,
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armadillos, nutrias, elefantes, carpinchos, cuya importancia reside en el hecho de poder portar y
transmitir el virug (Callis 1979, House y Mebus, 1998)

En un brote de FA, tres de sus huéspedes susceptibles juegan un rol crucial. El ovino actua
como huésped de mantenimiento, el porcino como amplificador y el bovino como indicador,
evidenciando los signos clinicos de la enfermedad (Housey Mebus, 1998)

Las lesiones bucales en los ovinos suelen ser mucho menos frecuentes que las podales, de
alli que en esta especie la enfermedad pase desapercibida muchas veces (MeViear v Sutmoller, 1576) " g|
porcino juega un papel importante en la cadena epidemiolégica de la FA particularmente por ser,
después de infectado, un gran replicador de virus (Ponaidson y Ferris, 1980, Donaldson y cols., 1987, Sellers y Parker, 1969)
Por su parte el bovino, es la especie mas importante en la diseminacion y mantenimiento de la

cadena epidemioldgica de la transmisidn.

1.6- EL Virus de la Fiebre Aftosa

1.6.1- La familia Picornaviridae

La FA es causada por un virus clasificado dentro de la familia Picornaviridae. Esta familia

incluye varios virus patogenos para el hombre y los animales y consta de 9 géneros: enterovirus,
rinovirus, cardiovirus, aftovirus, hepatovirus, parechovirus, erbovirus, kobuvirus y teschovirus (King y

cols., 2000 1) 5 diferencia entre los géneros se establece por sus propiedades fisico-quimicas como la

estabilidad al pH, densidad de flotacidn en cloruro de cesio y coeficiente de sedimentacién el

2001)

Los picornavirus derivan su nombre de la composicion de las palabras pico que quiere
decir pequefio y RNA (del inglés RiboNucleic Acid, por su material genético, acido ribonucleico). El
virus de la FA es muy pequefio, tiene un didmetro menor de 30 nm y esta compuesto por una
molécula de acido ribonucleico (ARN) de cadena simple de algo mas de 8.000 bases, recubierta por
una cdpside proteica de forma icosaédrica (20 caras triangulares) que estd compuesta por 60
copias de cada una de las 4 proteinas estructurales: 1A, 1B, 1C y 1D, basandonos en la

(1984)

nomenclatura definida por Rueckert y Wimmer . Las proteinas estructurales también se

conocen como VP4, VP2, VP3 y VP1, respectivamente (Recanillo, 2001)
Por su polaridad positiva y la presencia de poli(A) en el extremo terminal 3', el ARN del
virus de la FA puede ser traducido sin transcripcién previa de un mensaje complementario, por

esta razon, el ARN desnudo es infeccioso si es transfectado al interior de la célula o cuando es
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inoculado utilizando la via intradermolingual o intramuscular en bovinos y otros animales (Cottral y

Bachrach, 1968) Este virus posee una capside proteica pero carece de cubierta lipidica y por lo tanto no
es sensible a los solventes de lipidos como el fenol y el cloroformo. El virus de la FA es muy
sensible a cambios de pH y se inactiva a pHs por debajo de 6,0 y por encima de 9,0 V2" Vlimen y cols.
1998) | os desinfectantes generalmente utilizados son el 4cido citrico al 0,2%, el acido acético al 5%,
el carbonato de sodio al 4% y el hidréxido de sodio al 2%. El virus es resistente a los iodéforos, al
amonio cuaternario, al hipoclorito de sodio y al fenol, especialmente en presencia de materia
organica. El virus puede sobrevivir en leche, suero y otros materiales organicos. También puede
ser transportado largas distancias a través de objetos contaminados. El virus puede sobrevivir por

largos periodos en la carne congelada, dentro de la médula 6sea o linfonddulos (House Yy Mebus, 1998)

1.6.2-Organizacion del genoma

La Fig.5 muestra la estructura del genoma del VFA. Este posee mas de 8.000 bases de
longitud y esta unido covalentemente en su regién terminal 5' a un residuo de 23-24 aminoacidos,

la proteina 3B (también conocida como VPg). El genoma viral es encapsidado durante la

maduracidn en una estructura icosaédrica compuesta por 60 copias de 1A, 1B, 1C y 1D Vacksony cols.

2003) "E| genoma contiene un Gnico marco de lectura abierta, con 2 sitios alternativos de iniciacion.

La poliproteina codificada puede procesarse en mas de una docena de polipéptidos maduros asi

(Grubman y cols., 1984, Robertson y cols., 1985, Rueckert, 1996)

como intermediarios parciales del clivaje . La mayoria de

estos eventos proteoliticos que dan origen a productos maduros son mediados por tres proteasas

pro

virales, L°™, 2AP™, y 3C"™. La naturaleza exacta de los mecanismos utilizados por 2AP°y la ruptura

de maduracion de la proteina 1AB de la capside en 1A y 1B se mantiene todavia sin dilucidar.
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Fig.5: Organizacion del genoma del VFA. Diagrama que muestra el genoma del VFA: la
region no traducida 5', la region que codifica para la sintesis de proteinas, la region no traducida 3'y
el extremo de poli(A). L es la proteina lider, P1 corresponde a la porcion que traduce a proteinas
estructurales y P2 y P3 corresponden a la porcion que traduce a PNEs.

1.6.2.1-Region no codificante 5'

1.6.2.1.1-Proteina "cap"

La familia Picornaviridae no presenta la estructura "cap" en el extremo 5', que es critico
para la traduccién de ARN mensajero (ARNm) en eucariotas. Los genomas de los picornavirus
asociados al viridon estan unidos covalentemente a un corto polipéptido viral, que es la proteina
3B. Esta proteina se encontrd en el extremo de los genomas nacientes de polaridad positiva y
negativa, sugiriendo un rol en la iniciacion de la replicaciéon de ARN King y cols. 1980, demostraron
que el virus de la FA poseia mas de una 3B que fueron secuenciadas por Forrs y Schaller 92
quienes descubrieron que 3 copias de 3B no idénticas estaban ubicadas en tdndem en el genomay
coincidian con los péptidos de 3B que se incorporaban al genoma viral en radios equimoleculares.
Estas 3 copias de 3B muestran una secuencia altamente conservada y todas poseen un residuo de
tirosina en la posicidon 3, que se conoce involucrado en la unién fosfodiéster con el ARN. El virus de
la FA es el unico de los picornavirus que codifica copias redundantes de 3B, y no se han aislado
virus con menos copias hasta hoy, sugiriendo que hay una presién selectiva fuerte manteniendo

esta redundancia.

20



Introduccion

1.6.2.1.2-Fragmento S, poli(C), "pseudoknot” y estructuras "cre"

La regidn no traducida (RNT) 5' del genoma del virus de la FA posee mas de 1.300 bases de
longitud (Forss v ©ls- 1984) " Ecta regidn incluye el fragmento S (del inglés small, pequefio) y un
fragmento de poli(C) de aproximadamente 100 bases conteniendo 90% de residuos de Cy el resto
de Uy A Browny cls, 1974 gioyiendo a éstos hay un segmento de ARN de mas de 700 bases de
longitud que puede formar estructuras secundarias, las que incluyen repetidos pseudoknots en
tandem, un elemento involucrado en la replicacién del ARN llamado cre (del inglés cis acting
element, elemento actuante en cis) y una estructura conocida como IRES (del inglés internal
ribosome entry site, sitio interno de entrada del ribosoma). La estructura del fragmento S podria
prevenir la digestién del genoma por exonucleasas, dando estabilidad al genoma, asi como cumplir
funciones en la replicacion viral Maseny ©0is. 20032) ga gyyaiare que el fragmento poli(C) se asocia a la
proteina PCBP (del inglés poly(C) cellular binding protein, proteina celular ligada al poli(C)) y
serviria en la circularizacién del genoma junto con esta proteina para iniciar el cambio de
traduccién a replicaciéon durante el ciclo de crecimiento viral M2 ¥ €l 20033) 1 5 fyncién de los
pseudoknots es desconocida (Masen €l 20033) £y cre se asocia con la replicacién viral (M2sn Y cols. 2002)
El IRES se involucra en el inicio del ciclo de replicacién permitiendo que los ribosomas traduzcan

activamente el ARN viral y podria jugar un rol fundamental en la patogénesis viral (Maseny cls- 2003a)

1.6.2.2-Region codificante

1.6.2.2.1 Sintesis de proteinas virales

El ARN viral contiene un solo marco de lectura abierta y el producto es traducido como
una poliproteina de aproximadamente 240.000 Da que es dividida en proteinas intermediarias y
finales por medio de proteasas virales (L°, 2AP™ y 3CPr©) (Belsham, 1993, Forss y cols, 1984) | g productos
primarios de degradacién de la proteina son 4 polipéptidos que estan perfectamente mapeados y
localizados en el genoma viral e identificados en orden de 5'a 3' como L, P1, P2 y P3, con un peso

molecular de 16.000 Da, 88.000 Da, 52.000 Da y 100.000 Da, respectivamente.

1.6.2.2.1.1-Proteasa Lider (L")

La proteina L”® es codificada por el extremo 5' del marco de lectura abierto (foPertson v cols.

1983 Esta posee dos codones de iniciacion AUG &Y - 1987) 4 e codifican para dos variantes de la
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(Cao y cols.,

proteina denominadas Lab y Lb, siendo ésta ultima la que cumple un rol mas importante
1995) . . . . . . (Strebel y
. Esta proteina se autocliva del resto de la poliproteina en su extremo carboxi-terminal

Beck, 1986) y; se e atribuyen funciones de degradacion del factor celular de iniciacién de la traduccién

(elF4G) (Pevaney v cols, 1988, Medina y cols,, 1993) ' pota actividad lleva a un bloqueo en la traduccién cap-
dependiente de proteinas, de esta manera la sintesis proteica dentro de la célula se deriva sdlo a
proteinas virales que, por ser iniciada en el IRES, es independiente del factor elF4G Masony cols, 2003a)
L’ es también un determinante importante de la virulencia, esencial para producir transmision
viral entre huéspedes. Sin ella el virus no puede superar la respuesta inicial del huésped,

expresada por la produccién de IFN tipo | (Masony cols. 2003)

1.6.2.2.1.2-Proteinas estructurales

La capside del VFA estd compuesta de 60 copias de las 4 proteinas estructurales: 1A, 1B,
1C y 1D. La estructura tridimensional de éstas es la que provee los sitios antigénicos que dan la
respuesta a la vacunacidn o infeccidén, y a su vez son las mediadoras de unién a receptores
celulares y de entrada en la célula. El clivaje de las proteinas que conforman P1/2A es realizado
por una proteasa codificada por el propio genoma viral localizada en P3, 3C"™, excepto el clivaje
entre 1A y 1B, el cual se ha sugerido que es endoproteolitico, y que ocurre tardiamente en la

infeccién, una vez formada la capside viral y durante el empaquetamiento del ARN (Masony cols., 20032)

1.6.2.2.1.3-Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales (PNEs) derivan de las regiones P2 y P3 del genoma y

participan en la replicacion del ARN y en el plegamiento de las proteinas estructurales.

1.6.2.2.1.3.1-2A/B/C

La porcién P2 es procesada en 3 polipéptidos maduros, 2AP®, 2B y 2 (Rueckert y Wimmer, 1584)

2AP" posee sélo 16 aminoacidos y se mantiene asociada a la porcién P1 después del clivaje

(Vakharia y cols., 1987) (Ryan y cols., 1991) 2A

primario de la poliproteina y se cree que es una autoproteasa

puede ser clivada del precursor P1/2A por medio de 3C°y 3¢DP Ryany cols., 1989)
Las funciones de las proteinas codificadas por las regiones 2B y 2C aun no son bien
conocidas. Tanto 2B como 2C han sido implicadas en el efecto citopatico inducido por el virus. La

proteina 2C y su precursor 2BC estarian formando parte de un complejo proteico de replicacion
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asociado 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 prerrequisito
para la sintesis del ARN viral. El precursor 2BC estaria involucrado en la proliferacién de las
membranas llevando a la formacion de las vesiculas. La proteina 2C y su precursor 2BC se unirian
al ARN viral y unirian a éste a las membranas vesiculares y esta unidén seria mediada por el
precursor 3AB. Este complejo proteico anclaria al ARN viral para proveer la organizacién espacial

correcta necesaria para la replicacion B v cois. 1990)

. La funcion de 2C pareceria ser la de una
helicasa, involucrada en la separacién de las cadenas del ARN viral durante la replicacidon. Basado
en estudios en polio y por la estructura muy conservada con 2C del VFA, se cree que 2C cumple

funciones en la iniciacién de la sintesis de la hebra de ARN negativa. 2C tiene actividad GTPasa y

ATPasa (Mason y cols., 2003a)

1.6.2.2.1.3.2-3A/B

El VFA se diferencia de los otros Picornavirus por poseer una 3A mas larga (153
aminoacidos en vez de 87 en poliovirus) y 3 copias de 3B, aunque se ha demostrado que no son
necesarias las 3 para la replicacion (/v cls- 1992)

Estudios realizados con dos diferentes cepas del VFA atenuadas para su uso como vacunas
por pasaje serial en huevo embrionado de pollo revelaron cambios en el tamafio aparente de 3A

en geles de poliacrilamida (Giraudo vy cols., 1987, Sagedahl y cols., 1987)

. Subsecuentemente se demostré que
estos cambios eran resultado de una delecién de 19 o 20 codones en el tercio carboxi-terminal de
la region codificante de 3A (Greudoy cols. 1990) '3a £4rma parte de intermediarios estables que incluyen
a 3AB y 3ABB (Falk v cols, 1992, O'Domnell y cols, 2001) " go nradice cierta actividad de 3A asociada a las
membranas por estudios hechos en polio y por los perfiles hidropaticos de 3A. Asi 3A y 3AB serian

criticas en la replicacion de ARN asociada a membranas celulares (M2sony «ols- 2003a)

1.6.2.2.1.3.3-3C proteasa (3Cpro)

3CP™ fue identificada como una proteasa KumP Y cols. 1984)

y es responsable de la mayoria de
los clivajes que se producen en la poliproteina viral y también es responsable del clivaje de algunas
proteinas celulares para inhibir su transcripcion. Como actividades no proteoliticas, participa en la
formacion de complejos de ribonucleoproteina y 3CD ligadas al ARN, y se cree que influye en la

replicacion y la traduccién (Masony cols., 2003a)
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1.6.2.2.1.3.4-3D polimerasa (3Dpol)

3D es la polimerasa de ARN codificada por el virus. Conocida como antigeno VIAA (del
inglés viral infection associated antigen, antigeno asociado a la infeccion viral), posee una
secuencia de nucledtidos y aminodacidos altamente conservada en todos los serotipos y subtipos
del VFA. Poco se ha estudiado de esta proteina en particular para el VFA, pero por analogia con
otros Picornavirus nos permite inducir sus funciones. No se sabe si cumple una funcidn en el inicio
de la replicacién de la hebra de ARN negativa, pero si se sabe que cataliza la elongacién de las
cadenas nacientes de ARN, y la replicacion se da en complejos de replicacién asociados a

membranas compuestos por PNEs y ARN (Maseny cols., 2003a)

1.6.2.2.1.3.5-Region no codificante 3'

El extremo 3' del genoma de los Picornavirus contiene un tracto de poli(A) separado de la
secuencia que codifica para 3D por un segmento corto de ARN que se pliega en una estructura
especifica (Plipenkoy cols. 1992) 'go craa que el tracto de poli(A) cumple funciones de circularizacién del
genoma que podrian intervenir en la replicacion del ARN (B2rtony cols., 2001, Heroldy Andino, 2001) ‘A g\, ye7 |os
residuos de poli(A) podrian abastecer el templado que permite la hibridizacién del iniciador 3B-
pUpU que permite la sintesis de la copia de sentido negativo del ARN MoV €0ls. 20033) "y o ca50 en

particular del VFA la RNT 3' podria transportar algunas secuencias actuantes en cis requeridas para

la iniciacion de la replicacién.

1.7-Ciclo de infeccion

La infeccion viral se produce por la adsorcién a la membrana plasmatica de la célula
huésped (Schneider-schaulies, 2000 g ha hropuesto que la zona de interaccidn del virus con el receptor
celular es la secuencia RGD (arginina-glicina-aspartico) en el “loop” G-H de la proteina VP1 que,
altamente conservada en todos los serotipos, se encuentra expuesta en la superficie del virion
(Grubman and Baxt, 2004) " ciartas moléculas de la familia de las integrinas utilizan el tripéptido RGD del

virus como secuencia de reconocimiento para la posterior penetracion del virus Neff et @l 2000; Jackson et

al., 2003)

El mecanismo de penetracion viral es el de endocitosis mediada por receptor, durante la

(Grubman

cual se produce la pérdida de la proteina VP4 y la liberacién del genoma viral al citoplasma

and Baxt, 2004)
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El ARN viral es traducido, mediante un mecanismo cap-independiente, por medio del
reconocimiento del sitio IRES dando como resultado una poliproteina, para lo cual utiliza la
maquinaria biosintética de la célula huésped. Esta poliproteina es clivada rdpidamente por
proteinas celulares o por procesos autocataliticos hasta la formaciéon de las proteinas funcionales
(Grubman and Baxt, 2004)

El extremo 5’ del ARN viral se encuentra unido covalentemente a la proteina VPg, y el
extremo 3’ codifica para un extremo de poli A. Asi la ARN polimerasa ARN dependiente, reconoce
diferencialmente entre el ARN viral del ARNm celular para la replicacign (¢rbman and Baxt, 2004)

La ARN polimerasa viral (3Dpol) sintetiza cadenas complementarias (de polaridad

negativa) que sirven como templados para la sintesis de cadenas de polaridad positiva (¢°ma" 2nd

Baxt, 2004) que serdn empaquetadas en la formacion de nuevos viriones. La formacién del virién
maduro 14685, involucra al clivaje de VPO generando VP2 y VP4. El reordenamiento de la capside

(Grubman and Baxt,

viral resultante de dicho clivaje constituye el paso final del proceso de maduracidn
2004 | ciclo se completa con la lisis de la célula hospedadora que libera las particulas virales al
medio externo.

Como se ha mencionado en el proceso de replicacién del VFA las proteinas estructurales
del virus, junto a las moléculas de ARN y la 3Dpol constituiran las nuevas particulas infectivas, pero
a la vez se sintetizan una gran cantidad de PNEs del virus. Estas ultimas poseen diferentes
funciones durante la replicacién viral, algunas ya conocidas y otras aun en estudio; ademds poseen

una gran importancia en el diagndstico de la infeccién con el VFA (Siberstein et al, 1997; Bergmann et al,, 1995;

Sorensen et al., 1998)

1.8-Variabilidad antigénica

Actualmente, el género aftovirus posee 7 serotipos: O, A, C, SAT1, SAT2, SAT3 y Asial que
le dan una de sus principales caracteristicas, la gran diversidad antigénica. La comparacién de
secuencias de nucledtidos de la proteina neutralizante VP1, entre los diferentes serotipos, permite
la construccién de arboles filogenéticos para visualizar las relaciones entre diferentes aislamientos.
Sin embargo, es dificil relacionar los datos de las secuencias y las propiedades antigénicas de los
virus.

Algunas sustituciones aminoacidicas son antigénicamente conservadas, mientras que otras
pueden tener un efecto significativo en su habilidad para unir anticuerpos (Acs) (Knowles v samuel, 2003)

Cada serotipo incluye numerosos subtipos y centenas de cepas diferentes comprobadas en
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pruebas seroldgicas y que presentan cierto grado de proteccidén cruzada, y asi es como se

establecio la epidemiologia molecular de los diferentes serotipos (P™"8° ¥ cols. 2003; knowles y Samuel, 2003)
Esta diversidad y heterogeneidad antigénica tiene enorme importancia en el control de la
enfermedad, exigiendo una vigilancia epidemiolégica constante y la elaboracién de vacunas con
componentes inmunogénicos perfectamente identificados con las cepas de virus actuantes en el
campo (Brown y cols., 2003).

Knowles y Samuel, compararon las secuencias de 1D para separar a los 7 diferentes
serotipos en diferentes topotipos (a los que definen como lineas evolutivas que difieren genética y
geograficamente), basandose en diferencias de hasta un 15% para los serotipos O, A, Cy Asialy
de un 20% para los serotipos SAT. Por su parte, los tipos A y O son los mas distribuidos en el
mundo y los Unicos reportados en Sudamérica junto con el serotipo C. Los tipos SAT 1, 2, 3 se

encuentran en el Africa al sur del Sahara y el tipo Asia 1 en el oriente medio y sur de Asia ™"V

Samuel, 2003)

1.9-Patogenia de la Fiebre Aftosa

1.9.1-El estado agudo de infeccion

Si bien el VFA afecta a una amplia variedad de animales, la patogenia ha sido estudiada

principalmente en bovinos y porcinos (€remany Baxt, 2004).

La infeccion en los bovinos susceptibles ocurre principalmente por via aerégena, debido a

la inhalacién de particulas virales provenientes de animales infectados (Poraldsen v cols., 1987) ) 5

infeccion también puede ocurrir por abrasiones en la piel o en la membrana de las mucosas; sin

embargo, es muy poco eficiente y requiere al menos 10000 veces mds virus (Ponaidson v cols. 1987)

Ciertos trabajos sugieren al pulmén o al tracto faringeo como los principales sitios de

iniciacion de la replicacién (Brown v cols. 1992; sutmollery McVicar, 1976) oy na rgpida diseminacion del virus

por el epitelio oral y podal.
En bovinos experimentalmente infectados por via aerégena, fue encontrado dentro de las
primeras 24hs, virus en el epitelio bronqueolar asi como en areas del pulmén, luego de 72hs, el

(Brown y

virus fue aislado de células epiteliales de la lengua, paladar blando, epitelio podal y tonsilas

cols., 1996)
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Se debe tener en cuenta que el periodo de incubacién y la susceptibilidad de los animales
para contraer la enfermedad depende de varios factores como ser: dosis, cepa viral, especie
animal, via de infeccién y nivel de Acs neutralizantes (AcN) (Grubmany Baxt, 2004)

La aparicion de vesiculas en lengua y patas es precedida por el aumento de la
temperatura. Posteriormente, el virus se disemina por via sanguinea estableciendo sitios de
replicacidn secundaria. El periodo de incubacidn puede variar entre 2 y 14 dias, dependiendo de la
dosis infectante y la via de infeccién, (¢ubmany Baxt, 2004)

Los porcinos son menos susceptibles que los bovinos a contraer la enfermedad por via

(Alexandersen y cols., 2002; Alexandersen y Donalson, 2002)

aerdgena . En esta especie la via digestiva es una de las

puertas de entrada viral mas comunes. Ademas los porcinos son capaces de excretar mas virus

que bovinos y ovinos Alexandersen y Donalson, 2002; Alexandersen y cols., 2001)

. En animales de corta edad, la
infeccion puede ser letal generada por una miocarditis.

Es importante mencionar que el virus puede ser encontrado en sitios donde las lesiones
clinicas atin no han sido observadas (A/exenderseny cols., 2001)

El ovino representa una peligrosa e inaparente fuente de diseminacidn del VFA ya que es
muy dificil realizar el diagndstico clinico de los animales infectados Esta especie es altamente
susceptible a la infeccidn viral por aerosol o por contacto, y puede excretar altas dosis de virus

(Kitching y Hughes, 2002)

El VFA puede infectar una gran variedad de especies silvestres, pero aun no ha sido

definido el riesgo de propagacién debido a la infeccion de estos animales (*utmeller ¥ cols. 2003; Thomson y

cols., 2003)

1.10-Vias de transmision

La forma mas comun de transmisién del virus es por contacto directo, es decir, por medio
de una transferencia mecdnica o por medio del depdsito de aerosoles o bien gotas en el tracto
respiratorio de los animales receptores. Tanto las gotas como los aerosoles que portan el VFA,
originados de animales infectados pueden diseminarse y transmitir el virus a gran distancia. Asi, la

. . . ,. 8.6 .. .
cantidad de virus excretada es mayor para los porcinos, con un maximo de 10°° dosis infecciosas
DICT50/ml, 1000 a 3000 veces mayor que para los rumiantes.

La duraciéon de la excrecion es de alrededor de 4-5 dias. Los ovinos inoculados excretan

cantidades mayores de virus cuando las lesiones primarias son evidentes, mientras que el bovino
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y porcino excretan el maximo de virus cuando las lesiones vesiculares estan en el estado
temprano agudo de generalizacign (Pona'dson 1986),

Cuando se realizan pruebas de potencia de vacunas, lo animales son infectados por la
inyeccion del virus por la via intradérmica/subdérmica, como una via confiable para establecer la
infeccion. Asi, se eligen a las regiones epiteliales altamente susceptibles como la lengua del

(Burrows. 1966, Burrows,

bovino, la banda coronaria del ovino o la almohadilla plantar en el pie de porcino.
19682, Henderson, 1949, Henderson 1952) ' Ectas vias son sensibles y confiables para establecer la infeccién con
un periodo de incubacion, en general, muy corto. Estos son métodos experimentales que simulan
una infeccion natural a través de la piel dafiada al sobrepasar la barrera tegumentaria intacta. Si
bien la dosis para establecer una infeccion puede ser del orden de 100 DICT50/ml, en condiciones

experimentales esta se eleva a 10* —10° DICT50/ml para brindar resultados consistentes.

I.11-Periodo de incubacion

Se entiende por periodo de incubacién de una enfermedad de tipo infecciosa, como lo es
la FA, al intervalo de tiempo entre la exposicidon a una dosis infecciosa y la primera aparicion de los
signos clinicos. El periodo de incubacion en este caso, es altamente variable y depende de la cepa
y la dosis del virus asi como también de la via de transmision la especie animal y las condiciones de
cria. Luego de la diseminacidon por via aerdgena de un establecimiento a otro, el periodo de

incubacidn oscila entre 4 a 14 dias (Se'lers Y Forman, 1973)

, para la transmisidn por contacto indirecto rige
el mismo periodo de incubacién. Cuando la transmisidn entre animales se da por contacto directo,
el periodo de incubacion comprende 2 a 14 dias.

Segln condiciones experimentales el periodo de incubacidon descrito mediante contacto
directo continuo en la especie bovina fue de 3.5 dias mientras que para la especie ovina de 2 dias.
(Alexandersen y cols., 20033).

Estas diferencias confirman la relacidon estrecha entre la dosis y la longitud de la

incubacion, por ejemplo, cuanto mas grande es la dosis o la intensidad de contacto, mas corto el

periodo de incubacion.

1.12-Sitios de infeccién

Se cree que las células epiteliales en la superficie dorsal del paladar blando, el techo de la

faringe y parte de la tonsila juegan un rol especial en la infeccidon primaria, a excepcién de los
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casos en que el virus penetra directamente en la piel o en las mucosas a través de cortes o
abrasiones. La importancia de la faringe se demostré para el bovino mediante la infeccion por
contacto directo e indirecto, instilacidn intranasal y por la via aerégena \Alexandersen y cols., 2003%) gy
cambio, para el ovino las tonsilas son las que juegan un importante rol en la primo infeccion. Lo
cual se explica por el hecho de que en esta especie las tonsilas estan situadas inmediatamente
sobre el paladar blando, asi hay un estrecho contacto entre las dos superficies anatémicas.

El VFA puede detectarse en la faringe 1 a 3 dias entes de que se detecte la viremia. La
viremia dura de 3 a 5 dias siendo la via mediante la cual el virus se disemina a los sitios
secundarios (Alexenderseny cols., 2003%) 1 ¢ tityy|os de virus en sangre llegan hasta 10°% dosis letal en ratén
lactante 50% (DLRL50/mL) por mL, pero se presenta gran variacidn en la concentracion de virus en
sangre, lo cual es individuo dependiente (ottral y Bachrach, 1968)

Posteriormente a la inyeccién de este virus en la piel de la lengua o cuando la lesion toma
lugar en la piel, el mismo replica en el sitio de inoculacion y luego de hacer viremia vy ser

diseminado a los linfonddulos llega a los sitios secundarios como la piel y el epitelio de la lengua y

la boca.

Fig.7A: Salivacidn intensa; 7B: Vesiculas en lengua.
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Fig.9: Extraccion de liquido vesicular

1.13-Excrecion viral

Todas las secreciones y excreciones se transforman en infecciosas durante el curso de la
enfermedad e incluso pueden tener titulos altos de virus antes de que se manifiesten los signos
clinicos. Asi, la saliva, el fluido nasal, el fluido lagrimal, la leche, y el aire expirado pueden contener
virus durante el periodo prodrémico. La orina y las heces también contienen virus pero en menor
cantidad. Estudios experimentales han demostrado que a partir de la infecciéon de bovinos
mediante la exposicidn indirecta a cerdos infectado el virus fue hallado primariamente en saliva y
en muestras de probang de la faringe (A/exenderseny cols., 20032)

El virus también se excreta en la leche y en el semen por un periodo corto antes que
(Burrows, 1968b)

aparezcan los signos clinicos, en un comportamiento que imita el perfil de viremia

Grandes cantidades de virus son excretadas en el fluido vesicular y en el epitelio vesicular
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descamado de todas las especies y en la saliva en el bovino. Una declinacién aguda en al excrecidn
viral ocurre alrededor del dia 4-5 de la enfermedad clinica, cuando una respuesta significativa de
Acs circulantes puede ser detectada.

Estudios en el ovino demostraron que el virus se detectd en el aire expirado 1 a 2 dias

antes de la aparicion de signos clinicos (*e"ers ¥ Parker, 1965)

y subsecuentemente en la sangre seguido
del fluido nasal. Por contraste, en el bovino y en el porcino el pico de excrecién viral por via
aerdgena ocurre durante la fase de viremia luego de que se desarrollaron las lesiones tempranas

generalizadas.

1.14-El estado portador en FA

Seguida de la fase aguda de la infeccion con el VFA, algunos animales pueden
experimentar una infeccién de tipo persistente y asintomatica. Asimismo, animales vacunados
pueden ser susceptibles a una infeccion persistente luego de ser expuestos al virus. Estos animales
son los denominados “carriers” Y c!s-1993)

Van Bekkum vy cols, demostraron que es posible recuperar VFA infeccioso a partir de

liquido eséfago faringeo luego de 28 dias post-infeccion de bovinos en estado convaleciente "

Bekkum y cols. 1959)

El VFA puede causar infeccion persistente en bovinos, ovinos y caprinos. Los porcinos, en
cambio, no presentan estado portador, ya que luego de 3-4 semanas no es posible detectar el
VFA.

La duracion del estado portador esta relacionada con la raza y especie. En bovinos puede

(Hedger y cols., 1968)

ser aislado el VFA hasta 3 afos post-infeccion , mientras que en ovinos se puede

(Burrows y cols., 1968)

recuperar virus infeccioso hasta 9 meses post infeccion y en bufalos africanos por

un minimo de 5 afios (©ondYY cols. 1985)

La transmision de la enfermedad por medio de animales carriers, ain no ha sido
completamente comprobada. Existe solo una evidencia de transmision de bufalos africanos a
bovinos durante el un brote de FA en Zimbabwe en 1980 y 1990. Del mismo modo, en condiciones
controladas, la transmision de la enfermedad a animales susceptibles a partir de animales

. . . (Bastos y cols., 1999)
portadores pareceria ocurrir a través del contacto sexual .

La presencia de virus vivo en muestras de liquido eséfago faringeo de animales carriers no

es indicador de transmisidon. Sin embargo, la persistencia y replicaciéon del virus en el animal
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hospedador, pude inducir variaciones genéticas, siendo estas responsables de la generacién de

nuevas variantes (Gebauer y cols., 1988; Tojay cols., 1999).

1.15-Control y erradicacién

La FA es una enfermedad que llega a impactar duramente un pais o region debido no solo
al alto contagio, rapida diseminacion de la misma, la gran variacion antigénica por parte del virus,
la complejidad inmunolégica, diversidad de hospedadores y la existencia de portadores
asintomaticos (carriers) sino fundamentalmente a las pérdidas econdmicas ocasionadas.

Por lo tanto, el control y erradicacién del VFA estdn basados en las condiciones
epidemiolégicas, la capacidad técnica y operativa y la disponibilidad de recursos humanos,
econdmicos y financieros.

Podemos enumerar varios principios fundamentales en la estrategia a aplicarse en el
control y erradicacion de esta enfermedad:

e Controlar las fuentes de infeccién
e Reducir la susceptibilidad de los animales
e Evitar el contacto entre los animales susceptibles y las fuentes de infeccion

Si se pudiesen controlar las fuentes de infeccion o se pudiese aumentar la resistencia de
los animales al VFA de manera de que ya no sean susceptibles a la infeccién o se lograse evitar el
contacto entre las fuentes de infeccion y los animales susceptibles el virus desapareceria de la
poblacidon en forma natural y progresiva por la eliminacidon de los reservorios de virus y de las
fuentes de infeccidn o por la inactivacidén del agente en estas ultimas.

En paises libres en donde no se practica la vacunacién, ante el ingreso del VFA, se deben
tomar medidas para proteger el resto de la poblacidn susceptible, para lo cual es imprescindible la
deteccidn precoz, el sacrificio inmediato de los animales infectados y sus contactos, la desinfeccidon
de equipos y la eliminacion de materiales potencialmente infectados; la cuarentena de los
establecimientos o dreas infectados y la imposicion de restricciones a los movimientos de
animales, productos y subproductos de origen animal y vehiculos potenciales del agente
(Inglaterra 2000-2001).

En oportunidades en que la efectividad de las medidas descriptas no puedan llegar a ser
garantizadas o existan condiciones que favorezcan la transmision viral (Ej.: alta densidad animal)
esas acciones son complementadas mediante la vacunacién en anillo, destinada a reducir la

susceptibilidad de los animales y asi disminuir la difusion del virus.
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Estas medidas se apoyan en la utilizacién de técnicas de diagndstico especiales que
permitan asegurar luego la ausencia de infeccion en las poblaciones vacunadas (ELISA para
deteccion de Acs contra PNE-VFA).

Si los brotes se presentan en zonas libres con vacunacién, las acciones a tomar son
similares a las descriptas anteriormente para los paises libres sin vacunacion, pero realizando en
todos los casos la vacunacion en anillo y la vigilancia epidemiolédgica controlando ausencia de
circulacién viral con técnicas de ELISA.

Como consecuencia de planes de control en paises infectados donde se aplican planes
efectivos que incluyen vacunacion, el nimero de focos declina hasta hacerse esporadicos o
desaparecer. En estas etapas, si bien la inmunidad de la poblacién animal puede protegerlos de la
enfermedad, el virus aln puede llegar a infectar los animales y, continuar circulando entre los
animales de manera subclinica, por lo tanto en estos casos el relevamiento seroldgico a través de
la técnica anteriormente mencionada es una herramienta fundamental en la vigilancia

epidemiolégica de la infeccién.

1.16-Diagnéstico de la infeccion con VFA

1.16.1-Diagnodstico clinico

La presencia de lesiones vesiculares tanto en el bovino, como en porcinos, ovinos y
caprinos lleva a una sospecha de FA. Sin embargo mediante el diagndstico clinico no se pueden
diferenciar las diferentes enfermedades vesiculares (estomatitis vesicular, el exantema vesicular y
la enfermedad vesicular del cerdo). En el caso de bovinos y ovinos afectados, también debe
diferenciarse de: viruela mamaria, fiebre catarral maligna, lengua azul, peste bovina, rinotraqueitis
bovina, vulvovaginitis infecciosa bovina, entre otras. Por este motivo y por la gravedad de la
enfermedad aguda en cuestion, ante esta situacion, no debe efectuarse el movimiento de los

animales hasta haber realizado un diagndstico definitivo en laboratorios oficiales.
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1.16.2-Diagndstico de laboratorio

1.16.2.1-Deteccion viral

Si se cuenta con una muestra sospechosa de enfermedad vesicular se intenta la deteccion
viral. En los casos clinicos se puede analizar una variedad de muestras que incluye el epitelio,
muestras faringoesofagicas y suero mediante aislamiento del virus, RT-PCR y ELISA.

Para realizar el aislamiento viral se utilizan cultivos celulares donde el virus produce efecto
citopatico. Los sistemas de cultivos celulares sensibles incluyen células primarias de tiroides
bovino (de ternera), y células primarias de rifién de cerdo, ternero o cordero. También se pueden
utilizar lineas celulares establecidas, como la BHK-21 (de rifidn de hamster lactante) o la IB-RS-2,
pero, por lo general, son menos sensibles que las células primarias para detectar niveles bajos de

infectividad (“arke: 1980)

. Los cultivos celulares deben examinarse para efecto citopatico (ECP)
durante 48 horas. Si no se detecta ECP las células se deben congelar y descongelar, y utilizar para
inocular cultivos frescos, que se examinan para ECP durante otras 48 horas. La alternativa a los
cultivos celulares son los ratones lactantes, que deben tener 2-7 dias de edad y proceder de cepas
de razas seleccionadas.

El mejor procedimiento inmunoldgico para la deteccidén del antigeno virico de la FA y para
la identificacion de los serotipos viricos es el ELISA (foeder PL 1987 por |6 general, la técnica ELISA es
preferible a la prueba de fijacion de complemento (FC) porque es mas sensible y no se ve afectada
por factores pro- y anti-complementarios.

Actualmente esta es la técnica empleada en la confirmacion del diagnostico clinico y en la
identificacidn del serotipo viral.

Para amplificar los fragmentos del genoma del virus de la FA, se utiliza la reaccién en
cadena de la polimerasa precedida de transcripcion inversa (RT-PCR). Esta técnica se emplea para
la deteccion vy tipificacion del VFA.

Tiene una sensibilidad comparable a la del aislamiento del virus y los procedimientos
automatizados mejoran el rendimiento de la muestra (Reid. S, 2001) " gj hien, el RT-PCR para VFA
cuenta con buenos porcentajes de sensibilidad y especificidad, la visualizacion del producto
amplificado en gel de agarosa le quita objetividad a los resultados ya que depende, en muchos,
casos del operador. Recientemente, el laboratorio mundial de referencia para FA, Laboratory
Pirbright WRL, ha desarrollado un método de deteccién cuantitativa de RT-PCR en tiempo real, el

cual requiere instalaciones, equipamiento y personal especializado. (A'exndersen etal, 2003).
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Para investigar la presencia del ARN del virus de la FA en muestras de tejidos se han

(WOODBURY E.L., 1995)‘ Estas técnicas solo se utilizan en

desarrollado técnicas de hibridacion in situ
laboratorios especializados, aunque se estdn elaborando sistemas simplificados procedimientos

para uso potencial en trabajo de campo.

1.16.2.2-Deteccion de anticuerpos contra proteinas estructurales del VFA

La deteccién y cuantificacién de Acs especificos para el VFA se puede realizar por ELISA
fase liquida y seroneutralizacion.

El ELISA fase liquida presenta una alta sensibilidad y especificidad amPin v cols., 1986a, b; Robiclo y

cls19%) y puede detectar Acs contra proteinas estructurales del VFA en animales (bovinos, ovinos y
porcinos) infectados experimentalmente a partir de los 5-8 dias post infeccion.

La seroneutralizacidn es el método recomendado por la OIE como técnica “Gold Standard”
para la deteccion de Acs neutralizantes del VFA y es utilizada para la confirmacion de los datos

(Alexandersen y cols., 2003)

obtenidos por ELISA fase liquida

1.16.2.3-Deteccion de anticuerpos contra PNEs del VFA

La deteccidn de Acs por seroneutralizacon o ELISA de fase liquida no permite diferenciar si
estos provienen de poblaciones de animales vacunados o infectados. En este aspecto la fiebre
aftosa ha sido pionera en utilizar técnicas seroldgicas utilizando antigenos marcadores o
diferenciales (DIVA). La importancia de estas técnicas se ha ido incrementando como herramienta
epidemiolégica para la vigilancia de la infeccion en zonas donde la vacunacion es una de las
principales medidas de lucha contra la enfermedad; ya sea durante la erradicacion de la misma, la
contencién de un foco, o incluso en el mantenimiento de poblaciones libres de la enfermedad con
planes de vacunacidén sistematicos a toda la poblacion bovina (como ocurre en la Republica
Argentina). En estos casos se vuelve imprescindible asegurar la ausencia (“no circulacién”) del
agente en la poblacién bovina vacunada. Esto se debe a que la inmunidad conferida por la
vacunacién de los mismos, puede ocasionar que los animales se infecten con el VFA, sin
manifestarlo clinicamente.

Los métodos especificos para la deteccidon de Acs producidos por la infeccién con el VFA
son las técnicas de deteccion de Acs contra PNEs del VFA. Las mismas son expresadas Unicamente

durante la replicacion del VFA dentro del hospedador. La excepcidn es la polimerasa 3D, que suele
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estar asociada a las capsides maduras.; en este punto cabe destacar que el término “antigeno
asociado a la infeccidn viral” (VIAA) para el VFA fue referido a un complejo de proteinas no-
estructurales identificado por Cowan y Graves, cuyo principal componente es la ARN polimerasa
viral o proteina 3D.

La primera técnica descripta para la deteccidon de Acs anti-VIAA como indicio de infeccidn
previa con el VFA fue la prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDGA). Debido a la baja
sensibilidad de este test, Alonso y colaboradores, desarrollaron un ensayo inmunoenzimatico de
ELISA en fase liquida (ELISA-VIAA) para identificar y cuantificar los Acs contra el VIAA del VFA. Sin
embargo, la mayor sensibilidad alcanzada mediante la aplicacién de este tipo de ensayo, en
comparacion con el IDGA-VIAA, generd un aumento en el nimero de resultados VIAA-positivos en
bovinos vacunados y reinmunizados con vacunas que contenian altas concentraciones de
antigenos no purificados del VFA.

Para superar las limitaciones mencionadas, se reemplazo el VIAA por un antigeno
recombinante del VFA, la polimerasa 3D, con el propdsito de eliminar la presencia potencial de
cualquier antigeno no especifico en las preparaciones del VIAA, como pueden ser proteinas
derivadas de células BHK o componentes de la cdpside del VFA, y que pueden ser reconocidos en
la prueba de IDGA-VIAA o ELISA por el suero de animales inoculados con vacunas producidas en
BHK, llevando a resultados falso-positivos.

En un estudio realizado por Bergman y cols se analizaron muestras de bovinos
sistematicamente vacunados provenientes de regiones libres de FA y se observo que al realizar
tanto la prueba IDGA-VIAA como IDGA-3D algunos de los resultados falso positivos por IDGA-VIAA
en sueros de animales post-vacunados fueron eliminados por IDGA-3D.

Sin embargo, en la mayoria de los casos hubo reactividad contra ambos antigenos, lo cual
se explica debido a la existencia de Acs anti 3D inducidos contra la ARN polimerasa.

El estudio realizado por Newman y cols. fue concluyente: por microscopia electrénica se
vio que la proteina 3D es un componente de por lo menos 20-30% de las particulas virales y, por
lo tanto, la falta de reactividad contra 3D en muchos de los animales vacunados puede deberse a
una concentracion insuficiente del polipéptido 3D en las suspensiones virales.

En la actualidad el principio de deteccidn de Acs contra PNE-VFA se ha transferido a la
metodologia de ELISA en diferentes formatos, detectando Acs contra otros tipos de PNEs las

cuales no estan presentes en las formulaciones vacunales oficialmente aprobadas S'°erstein etal., 1997

Sorensen et al., 1998; Mackay et al., 1998; Bergmann et al., 2000)
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Se han desarrollado a partir de la década de los noventa diferentes métodos de ELISA con
alta sensibilidad y especificidad para la deteccién de Acs contra diferentes PNEs-VFA como
marcadores especificos de infeccidn. Sin embargo luego de varios estudios realizados, se observé
que las PNEs-VFA 3AB y 3ABC (descriptas como las mas inmunogénicas) son las que poseen
mejores propiedades como marcadoras de infeccidon y diferenciacion de animales infectados y
VaCUnadOS (Silberstein et al., 1997; Mackay et al., 1998)‘

Hoy en dia la técnica de tamiz propuesta como referencia por OIE para la deteccion de Acs
contra PNEs-VFA, es el I-ELISA 3ABC, de Panaftosa, cuyos resultados positivos son posteriormente

confirmados por el EITB (Inmunoblot) desarrollado por la misma institucion (&menn et al, 2000; Malirat et

al., 1998, OIE, 2004)

Su uso esta ampliamente difundido por toda Sudamérica donde es utilizada oficialmente
como herramienta para la vigilancia epidemioldgica tanto en planes de erradicaciéon, como para
garantizar la no circulacidn viral en regiones libres de FA con poblaciones bovinas vacunadas
sistematicamente (como es el caso de la Republica Argentina, donde la mayor regidn productiva
del pais esta reconocido en la actualidad como regidn libre del VFA con vacunacion obligatoria).

Las regiones libres del VFA sin vacunacidn, realizan la vigilancia epidemioldgica de la
poblacion animal, utilizando ELISA en fase liquida (para deteccion de Acs contra proteinas de
capside de VFA). Sin embargo, luego de los ultimos episodios de FA ocurridos en la Union Europea
(UE) (2000 y 2001), donde se utilizé la vacunacién de emergencia para contener el avance de la
enfermedad en lugar del sacrificio masivo de animales (politicas de “vaccine to live”) surgié luego
la necesidad de testear a la poblacién vacunada para garantizar la no circulacién del VFA en las
mismas. Para ello se utilizaron técnicas de deteccién de Acs contra PNEs-VFA. A pesar de ser el I-
ELISA 3ABC / EITB de Panaftosa la técnica de referencia segun la OIE, las autoridades sanitarias de

(Paton et al., 2006) En esa

la UE se inclinaron por el uso de técnicas desarrolladas en aquella regién
situacion propusieron la combinacién de al menos dos técnicas: una primera con alta sensibilidad
y la confirmacion de casos positivos con una segunda, mas especifica.

En la siguiente tabla se citan distintos métodos de ELISA para la deteccién de PNEs-VFA

utilizados en la actualidad muchos de los cuales estan en vias de validacion.
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Proteina Sistema de
Test Institucion Autores
expresion
Marilat y
I-ELISA 3ABC Aftosa
3ABC E. coli Panaftosa, Br. Bergmann,
bovino
1998.
De Diegoy
3ABC Trappig ELISA 3ABC E. coli IZSELE, Ita.
Brocchi, 1997.
Sorensen,
Ceditest FMIDV-NS 3ABC Baculovirus Cedi, Hol.
2005.
Svanovir FMDV 3ABC 3ABC E. coli Svanova, Sue. Person, 2004.
Schalcha,
2002;
Chekit FMIDV 3ABC 3ABC E. coli Bommeli, Sui.
Bruderer,
2004.
Peptido
UBI FMDV-NS ELISA 3B UnitedB, US. Shen, 1999.
sintético
3ABC ICT-MILSTEIN 3ABC E. coli ICT-MILSTEIN, Arg.
Silverstein,
ELISA 3AB1 3AB1 E. coli INTA, Arg. 1997; Nanni
2005.

Por su parte, en nuestro pais se han desarrollado dos técnicas para la deteccion de Acs
contra PNEs-VFA: el ELISA 3AB1, del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y el
ELISA 3ABC, del ICT-MILSTEIN ambas técnicas en vias de ser validadas en la actualidad.

1.17-Profilaxis

La eficacia de una vacuna es la capacidad de lograr los objetivos para los que fue
desarrollada bajo condiciones ideales. El objetivo primario de la vacuna es reducir la
susceptibilidad del animal a la infeccién, protegiéndolo contra los sintomas clinicos, y reduciendo

la cantidad de virus que excrete en el caso de que el animal se infecte.
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La cantidad y el tipo de Acs producidos por el individuo como respuesta a la vacunacién
determinaran el grado de proteccion, dependiendo este, de la cepa viral, la masa antigénica y la
formulacién usada en la elaboracién del inmundgeno.

La calidad de la vacuna anti-aftosa es imprescindible para lograr una campaia de control
anti-aftosa efectiva, pero esto no es suficiente ya que la eficacia de una campana de vacunacion
debe incluir una correcta cobertura vacunal, frecuencia de vacunacién, duracion de periodos
vacunales, intervalo entre vacunaciones, provisién, distribucién y mantenimiento de los
inmundgenos y aplicacién. Asimismo, la correspondencia entre la cepa vacunal y la presente en el
campo sera determinante de la efectividad. La planificacién, implementacién y control de una
campana efectiva de vacunacién implica necesariamente la participacion de diferentes sectores y
niveles relacionados con la industria pecuaria.

En cuanto a la lucha contra la FA en nuestro pais, la vacunacién de la especie bovina es, sin
dudas, la mas importante de todas las medidas profilacticas existentes. Es importante destacar
gue previniendo la enfermedad en la especie bovina, se previene la misma en todas las demas
especies presentes en la regién, posibilitando su erradicacion.

Existen diversos pardmetros que modulan la respuesta inmune de los animales vacunados
y que no pueden ser pasados por alto al momento de desarrollar un programa de vacunacién
eficiente. Estos son:

e Concentracion antigénica de la dosis vacunal: la misma guarda una relacién
directamente proporcional con la produccién de Acs, y en menor medida, con la
duracion de la respuesta inmune.

e El grado de pureza de la formulacién vacunal: es menester asegurar la ausencia de
PNE-VFA en la vacuna. Hoy en dia se efectian controles estrictos al respecto, que
se detallaran mas adelante en este trabajo, para evitar la generacion de Acs contra
PNEs-VFA en animales vacunados que interfieran luego con el diagndstico
especifico de infeccidn con el VFA.

e Tipo de Adyuvante: este aspecto esta directamente relacionado con la duracién de
la respuesta inmune, siendo el mismo mucho mayor para el caso de los
adyuvantes oleosos, mientras que los adyuvantes a base de hidréxido de Aluminio

y saponina poseen una duracidn de aproximadamente 3-4 meses.
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e Variantes virales: las vacunas contra la FA comiUnmente contienen mds de una
cepa del virus, lo que refleja la situaciéon epidemioldgica en el pais region. En
América del Sur, por ejemplo, es trivalente y contiene los serotipos O, Ay C.

e Edad de los animales vacunados: Los primeros tres meses de vida, los animales
estdn protegidos por los Acs. calostrales aportados por sus madres. Luego de este
tiempo, y hasta los dos afios de vida, los animales no generan una buena
respuesta inmunitaria post vacunal. Por este motivo, se deben revacunar los
mismos cada seis meses, empleando vacunas de excelente calidad (adyuvante
oleoso, y alta concentracion antigénica). Los animales mayores de dos afios deben
ser vacunados una vez al afio con vacuna de tipo oleosa.

Resumiendo, podemos decir que el éxito de un plan de vacunacién depende no solo del
porcentaje de la poblacidon cubierta y de las estrategias de vacunacidén y revacunacion a las

distintas categorias animales sino que también de la calidad de una formulacién vacunal.

1.18-Produccion de la vacuna del VFA y su control

1.18.1-Produccion

La vacuna actual contra la FA es de tipo inactivado y se formula con adyuvante para
favorecer la respuesta inmune. Una serie de paises han establecido bancos de vacunas que
contienen el antigeno concentrado y almacenado en la fase gaseosa de nitrégeno liquido. El
antigeno almacenado en estas condiciones es estable durante un periodo mas largo de tiempo
que la vacuna formulada.

Los Bancos de antigenos contienen semillas de varios serotipos del virus y proporcionan,
de esta manera, a los paises miembros una fuente casi inmediata de la vacuna.

La produccion de antigenos y vacunas contra la FA deben llevarse a cabo en condiciones
que cumplan plenamente con las normas reconocidas internacionalmente de GMP (dentro de la
UE, la Directiva 91/412/CEE), siempre en el marco de un sistema de aseguramiento de la calidad, y
un nivel de biocontencién provisto con aire filtrado HEPA en condiciones de presion positiva al
ambiente en un nivel de seguridad bioldgica NSB3 que impide cualquier posibilidad de que haya

un escape de virus de la planta de manufactura.
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En esencia, la linea del proceso consiste en una serie tanques de acero inoxidable sellados
y unidos entre si por tuberias de acero y elementos auxiliares, tales como filtros en linea y equipos
de concentracién y de depuracién.

Brevemente, el proceso de produccidn consiste en cultivar una suspension de células BHK-
21 en un medio nutritivo, hasta que alcancen un buen titulo en una escala de varios miles de litros
para luego decantar las células resuspendiéndolas en medio fresco. Las células son infectadas con
el virus semilla de trabajo y se mantienen durante 24 horas aproximadamente, dependiendo de
las propiedades de crecimiento de la cepa particular del virus en la linea celular. Las cepas del VFA
varian considerablemente en su capacidad para crecer en las monocapas y suspensiones de células
y el desarrollo de cepas vacunales, por lo tanto, es practicamente un arte, teniendo en cuenta la
necesidad de un rapido crecimiento, la buena inmunogenicidad y alto rendimiento

Tan pronto como la mayoria de las células estdan muertas, la mayor parte del virus se
clarifica, es decir, que todo contaminante de mayor peso molecular que el 146S es eliminado del
producto soluto antes del proceso de inactivacion. Dicho proceso se realiza mediante un primer
agregado de BEI (etilenimina binaria), sin dejar de agitar el contenido del tanque para luego
traspasarlo a un segundo tanque estéril donde se realiza la segunda adicion de BEI. En este punto
se retiran muestras para la titulacién en una linea de células sensibles a fin de establecer la tasa de
inactivacion y determinar por extrapolacion el ultimo titulo al final del periodo de inactivacion

(este debe ser inferior a una particula infecciosa por 10 000 L).
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Fig.10: Esquema de produccion de antigeno concentrado de FA y vacunas. Doel, 2003.

El antigeno estd sujeto a la ultrafiltraciéon y a la cromatografia para poder obtenerlo
altamente purificado y altamente concentrado. Asi los antigenos inactivados, se almacena en
nitrégeno liquido hasta su utilizaciéon. Este material es especialmente adecuado para las
necesidades de los bancos de antigenos, asi como para facilitar la formulacién de la vacuna
cuando se requiere mas de una cepa.

Es importante en el marco del presente trabajo, resaltar algunos puntos del proceso de
elaboracién de la vacuna de VFA. Los procesos de concentracidn, ultrafiltracién, diafiltracién como
también la clarificacién viral emplean como operacién unitaria la filtracién tangencial. Las
operaciones de filtracion tangencial son procesos fisicos de separacion transmembrana que
permiten separar y/o concentrar los constituyentes de una mezcla liquida en funcién de sus
propiedades. Asi, una solucion fluye bajo presidén sobre la superficie de una membrana y como
resultado de la presion aplicada y en funcién de las propiedades de la membrana, el solvente y

ciertos solutos pasan a través de la membrana mientras que otros son retenidos.
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En el proceso de concentracidn utilizado en la elaboracidn de estas vacunas, el cual se
denomina batch topped off se llega a concentrar el virus en el orden de 80X veces; para llegar a
este valor (desde el punto de vista de la ingenieria) se tiene que emplear un tanque asociado al
principal que admita los caudales de recirculacion de modo tal que el tanque grande lo alimenta
con producto fresco y este va concentrando hasta el factor de concentracién deseado. Quiero
resaltar que en el proceso de concentracién ademads de la particula viral o 146S se estan
concentrando proteinas espurias de menor peso molecular que deberan ser eliminadas
posteriormente para evitar reacciones adversas, como por ejemplo alergia, una vez formulada la
vacuna. Entre estas proteinas también se encuentran las PNEs que de estar presentes en la
formulacién vacunal final, ya formulada con adyuvante oleoso, desencadenarian una respuesta
inmune en el animal inmunizado con una o mas dosis segun el nivel (masa) en que dichas

proteinas estén presentes en la vacuna.

Tanque

Filtro

Tanque
pequeiio

Q ?

Fig.11: Esquema del proceso batch “Topped off’mediante el cual se concentra el VFA, para
luego ser purificado.
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Fig.12: Planta de elaboracion de vacuna anti-aftosa. Sistemas de tanques y filtros
empleados en la concentracidn y purificacion; en azul se observan vdlvulas automdticas para cerrar
caudales de 3 pulgadas de diagmetro, conectadas por cable de red a una PC situada a 10 mts de
distancia. Estos sistemas automdticos brindan las variables de proceso on line y un cdlculo del factor
de concentracion.

A continuacidn con el fin de remover proteinas espurias se realiza un proceso denominado
diafiltracién, y en particular, la diafiltracion discontinua es una operacion que podriamos
denominarla “en diente de sierra” donde el producto se concentra, luego se adiciona buffer hasta
volver al volumen inicial, nuevamente se concentra para luego volver a afiadir buffer y asi, la
operacidn se repite n veces hasta separar la particula viral de las proteinas mediante la presencia

de una membrana que no permite el escape del virus pero si de las PNEs.
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Fig.13: Esquema de diafiltracién discontinua. Los puntos azules representan las PNEs, y los
colorados, de mayor tamaiio, la particula viral. La membrana intermedia permite el escape de las
estructuras de bajo peso molecular. En una primera instancia el volumen inicial se concentra 2X
veces, perdiendo un 50% de las PNEs, nuevamente se adiciona buffer para luego concentrar 2X
veces, perdiendo el 75% de las proteinas contaminantes. El proceso se repite N veces hasta que en el
concentrado no se detectan o estdn presentes en concentraciones infimas las PNEs.

En general, en los primeros 6 volimenes de diafiltracidn se remueve alrededor del 95% de
los contaminantes, a partir de ahi en adelante la cantidad de los mismos se dispara y el nimero
total de volumenes utilizados dependerd no sdélo del tiempo y dinero para ir mas alld en el
porcentaje de filtracion, sino que también debe garantizar que el minimo porcentaje remanente
de PNEs no sea capaz de inducir una respuesta inmune en el ganado vacunado. A continuacién se

ejemplifica en forma gréfica los pasos anteriormente mencionados.
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Fig.14: Remocidn de microsoluto en funcion del volumen de diafiltracion. En forma grdfica se
representan los volumenes necesarios para la diafiltracion, versus el porcentaje de PNEs removido. Si
bien la cantidad de volumenes se estima de modo tedrico, generalmente, surgen de analizar cada
proceso en forma prdctica dado que las distintas estructuras a purificar responden a diferentes
principios fisicoquimicos, entre ellos la fuerza idnica.

La industria dedicada a la elaboracién de vacunas del VFA, en los ultimos afios ha
incorporado tecnologia de ultima generacion dedicada exclusivamente a la eliminacion de las
PNEs, para ello luego de los procesos anteriormente descriptos se acopla un proceso
cromatografico a fin de que el target o producto de interés, en este caso el virus, esté lo “mas
solo” posible. Esta ultima técnica y su desarrollo estdn sujetos a convenios de confidencialidad de
las distintas empresas.

Finalmente, una vez realizada la seleccidon de las cepas, el antigeno ya concentrado,
purificado y que fuera oportunamente almacenado en la fase gaseosa de nitrégeno liquido se
retira del mismo y en dilucion adecuada se mezcla ya sea con un adyuvante oleoso o hidroxido de
aluminio. El sistema adyuvante oleoso produce una emulsién adecuada para bovinos, porcinos,
ovinos y caprinos (por ejemplo, las vacunas formuladas por el laboratorio Merial, de Pirbright, se
realizan en una emulsion doble agua-aceite-agua); el hidroxido de aluminio se prescribe
Unicamente para los rumiantes.

En cuanto a la carga util de cada antigeno depende de la antigenicidad de la cepa, asi
como la potencia necesaria de las vacunas. En general, las cargas virales varian de 1 a 18 pg de

146S por dosis de vacuna por cepay, por razones que todavia no son totalmente entendidas, son
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necesarios mas pg de antigenos serotipo O que de A, C y Asial para lograr una potencia

equivalente.

1.18.2-Pruebas sobre el producto vacunal final

Las dos propiedades principales que debe reunir una vacuna contra cualquier patégeno,

son la seguridad y la eficacia protectora, ésta ultima, esta intimamente relacionada con la

inmunogenicidad.

Tanto la O/E como la EMEA (European Medicines Agency) dan recomendaciones a cerca de

las pruebas pertinentes que deben realizarse sobre las vacunas anti-aftosa una vez formuladas, las

cuales, de aprobar dichos controles, pueden ser utilizadas a campo. Entre estas pruebas se

destacan las siguientes:

Inocuidad: para obtener la aprobacion reguladora, se debe realizar una prueba de
toxicidad local y sistémica sobre un lote de ensayo de vacuna empleando un numero
adecuado de cabezas de ganado. Se recomienda realizar pruebas con dosis doble y dosis
repetida de modo tal que contengan la mayor cantidad y nimero de antigenos permitida.

Potencia: esta prueba es denominada PGP (porcentaje de proteccion contra la infeccion
generalizada de la pata o prueba de generalizacién podal) para la cual se vacuna con una
dosis completa por la ruta recomendada por el fabricante a un grupo de 16 animales
seronegativos a la FA (oriundos de areas sin FA, que no se hayan vacunado previamente
contra la FA y que carezcan de Acs contra los diferentes tipos de virus de la enfermedad)
de al menos 6 meses de edad. Se debe disponer de un grupo control de dos animales no
vacunados. Alrededor de 4 semanas post vacunacién se los inocula para ser desafiados
con una cepa altamente virulenta segun los tipos virales presentes en la vacuna a desafiar.
Se estima que se inoculan con 10.000 DIB-50 (dosis infectiva bovina al 50%) en al menos
dos zonas de la superficie superior de la lengua. Los animales control no protegidos
mostraran lesiones en otros sitios, ademas de la lengua, a los 7 dias posteriores a la
inoculacién y desarrollaran lesiones en al menos tres patas; para uso profilactico rutinario,
la vacuna debe proteger al menos a 12 de los 16 animales vacunados. En cuanto al resto
de las especies animales esta prueba no esta estandarizada por lo cual se considera que se
puede garantizar que aquellas vacunas que pasaron la prueba llevada a cabo en el modelo
bovino se pueden usar en otras especies animales susceptibles al VFA. La OIE establece

gue se pueden utilizar otras pruebas indirectas, como la medida en cultivo celular de los

47



Introduccion

Acs neutralizantes del virus después de la vacunacién, o de los Acs por ELISA, o de los Acs
de proteccion en ratones lactantes, con tal de que se haya establecido estadisticamente
una correlacion satisfactoria entre los resultados obtenidos por la prueba con el serotipo
particular de la vacuna y la prueba de potencia en el ganado. Por ejemplo, en un grupo
Unico al que se suministra una dosis completa de vacuna, el porcentaje medio de
proteccién individual esperado seria igual o mayor que el 75% si se emplean 16 animales
(OIE, 2006).

Duracion de la inmunidad: La duracion de la inmunidad (DI) de una vacuna contra la FA
dependeran de la formulacién y la potencia. Como parte del procedimiento de
autorizacion, el fabricante esta obligado a demostrar la DI de una vacuna, ya sea por
desafio en el modelo animal o el uso de una prueba alternativa validada, como la
serologia. Los fabricantes de vacunas deben demostrar la duracién de la inmunidad para
su formulacidn especifica en cada especie para la cual esta indicada.

e Pureza: prueba para Acs contra PNEs: el Cédigo de Salud de la OIE para animales terrestres
estipula que los fabricantes de vacunas deben garantizar que sus vacunas no inducen Acs
contra una o mds PNEs. Ademas de proporcionar documentacion concluyente sobre los
procesos que implica tal purificacion (y los controles sobre la misma), los fabricantes
deben demostrar la ausencia de inmunogenicidad respecto a las PNEs como parte del
procedimiento de obtencidn de una licencia (OIE, 2006)

Como método de prueba de la pureza respecto a PNEs la O/E propone vacunar
un numero adecuado de terneros, con al menos una dosis doble de la vacuna que
contenga el maximo numero y cantidad de antigenos permitidos. Los terneros deben
vacunarse al menos tres veces durante un periodo de 3-6 meses y, a continuacion,
deben ensayarse 30-60 dias después de la Ultima vacunacion para detectar la presencia
de Acs contra las PNEs. De este modo los resultados negativos de estas pruebas
demostrarian que la vacuna no induce Acs contra estas proteinas. Por otra parte, por lo
gue respecta a los lotes, puede demostrarse la confirmacién de la pureza de la vacuna si
se demuestra la ausencia de aumento de la reactividad contra PNEs en los sueros
procedentes de los animales utilizados en la prueba de potencia obtenidos 30 dias
después de la primovacunacion y antes del desafio, en comparacion con los sueros de los

mismos animales antes de la vacunacion.
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Por su parte la EMEA (European Medicines Agency) propone un protocolo similar
in vivo, contemplando los mismos parametros, es decir, la inmunizacidon repetida,
emplear las vacunas formuladas que contienen un ndmero maximo de antigenos
permitidos, llevar a cabo estas pruebas al menos una vez por cada vacuna (dado que la
informacion que se proporciona se refiere a la formulacidon de antigenos y adyuvantes
ambos juntos, y no solo a los antigenos). Brevemente, se estipula también vacunar a los
bovinos tres veces, a los 0, 14-28, y 42 dias y continuar con el sangrado de los animales
hasta el dia 56 post vacunacién (siempre trabajando con animales sin antecedentes de
exposicion a la FA); de este modo y con un test vélido se analizan los niveles de Acs anti
PNEs que deberan ser inferiores a los considerados como positivos en la prueba
inmunoldgica elegida.

Cumpliendo con los parametros anteriormente detallados los fabricantes pueden
utilizar otros esquemas y calendarios de inmunizaciones y pruebas, siempre que se
pueda justificar que el programa utilizado es el mds adecuado para inducir una respuesta
de Acs a PNEs EVEA 2004)

Como parte del expediente de autorizaciéon del producto final, la vacuna, y segun
recomienda la EMEA el fabricante debe presentar datos de ensayos, in vitro (de tipo
inmunoquimico) a modo tal de de demostrar que el proceso de purificacion reduce el nivel de
PNEs una vez concentrado antigeno. Sin embargo, es poco probable que cualquier proceso de
purificacidon pueda eliminar el 100% de las proteinas espurias, y aun estan en vias de desarrollo

métodos que pudieran predecir la inmunogenicidad de las proteinas remanentes VA 2004,

1.19-Importancia del presente trabajo

A lo largo de este capitulo introductorio se ha destacado la importancia de la vigilancia
epidemioldgica activa como parte de todo programa de control y lucha contra la FA (©'F 2004
También se ha mencionado la importancia de las pruebas de diagndstico para la deteccion de Acs
contra PNEs-VFA y su aporte a la vigilancia epidemioldgica. Dichas pruebas adecuadamente
validadas, constituyen la mejor opcidn para la deteccidon de infeccién con el VFA en poblaciones
animales vacunadas contra la enfermedad, donde la inmunidad conferida puede ocultar la
sintomatologia clinica (regiones libres con vacunacién sistematica, luego de una vacunacion de

emergencia para intentar frenar el avance de un brote, o durante campafias de vacunacién masiva

para erradicar la enfermedad en zonas endémicas). Las PNEs-VFA aparecen durante la replicacion
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del virus en del huésped, mientras que no se encuentran dentro de las formulaciones vacunales
purificadas o bien estan en concentraciones infimas. Por lo tanto, los Acs desarrollados en
respuesta a la vacunacion no interferirian con el diagndstico de la enfermedad siempre y cuando
las vacunas hayan sido oficialmente aprobadas respecto al contenido de estas proteinas espurias.

En la actualidad existe suficiente informacion sobre la inmunogenicidad de las distintas
PNEs y mediante el desarrollo de tecnologia y tests adecuados se podrian fijar los niveles por
debajo de los cuales las vacunas contra la FA, puede considerarse "libres". Ademas, lo importante
es la capacidad de cualquier residuo, contaminante de PNEs para inducir una respuesta de Acs en
animal vacunado que seria suficiente para interferir con una prueba de diagndstico. Este ultimo
concepto es, desde una perspectiva reglamentaria, un requerimiento que garantiza la calidad de
una vacuna contra el VFA.

En el presente trabajo se ha desarrollado un método in vitro que permitiria detectar la
presencia de las PNEs ya sea en la formulacién vacunal o en muestras de bancos de antigeno
siendo de utilidad para analizar las distintas etapas de purificacion de la vacuna y corroborar el
grado de eliminacion de estas proteinas (control durante las etapas de produccion).

Asimismo, empleando modelos in vivo se analizaron distintas formulaciones vacunales que
podrian inducir Acs contra PNEs luego de vacunar repetidamente animales y corroborar asi la
interferencia que esto podria acarrear en tests diagnostico vigentes.

En ultima instancia, empleando una PNE recombinante se evalud en el modelo bovino y en
el modelo ratéon la minima cantidad de PNE inductora de Acs, este Ultimo modelo animal podria a
futuro de algin modo reemplazar las pruebas in vivo en animales grandes lo cual que implicaria

un ahorro de tiempo y costos.
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M.1-Produccion de reactivos para las diferentes técnicas y ensayos

M.1.1-Proteina recombinante 3AB1

Una versidon recombinante de la PNE 3AB1 del VFA fue producida en bacterias E. coli. Para
ello se aislaron colonias individuales a partir de stocks de estas bacterias transformadas con el
plasmido pRSET A-3AB1 (1berstein. 1997) cqnoalados a -70°C. Las colonias individuales se amplificaron y
se caracterizaron, para ser luego utilizadas en la produccién a gran escala de la proteina

recombinante.

M.1.1.1-Aislamiento de colonias individuales y extraccion de DNA plasmidico
Minipreparacion

Se partid de una placa de Petri con medio LB semisdlido con ampicilina (50 pug/mL) donde
se crecieron las bacterias E. coli BL21 transformadas con el pldasmido pRSET A-3AB1.

El DNA plasmidico fue aislado siguiendo el protocolo descripto por Sambrock y cols. 1989,
en el cual las bacterias fueron sometidas a una lisis alcalina con NaOH 0,2M y SDS 1% y una
precipitacion con acetato de potasio 3M/5M. Luego de una extraccién con fenol/cloroformo (1:1)
el ADN fue precipitado con isopropanol. El pellet fue resuspendido en 50uL de buffer TE con

RNAsa e incubado por 60min. a 37°C. Esta extraccion se conservo a 4°C hasta el momento de uso.

M.1.1.2-Deteccion de la presencia del inserto en las bacterias transformadas

M.1.1.2.1-Colony PCR

Nuevamente, se partié de una placa de Petri con medio LB semisdlido con ampicilina (50
pg/mL) donde se crecieron las bacterias E. coli BL21 transformadas con el plasmido pRSET A-3AB1.
Con el objetivo de rastrear aquellas colonias que contuvieran la secuencia nucleotidica deseada
10 de estas colonias fueron seleccionadas al azar y analizadas por PCR.

Para la reaccién de la PCR se utilizo 1 pL de la muestra a analizar previamente purificada.
Se realizd la mezcla de la reaccion al cual contenia: 1 pL de cada uno de los cebadores (“T7 foward
"y “T7reverse” 0,1 pg/uL), 1,5 puL de MgCl, 50 mg/mL, 5mL de Buffer 10X (Invitrogen), 0,25 uL de
Taq polimerasa (500U/mL) (Invitrogen), 1 uL de DNTPs 10mM y se completo con 39,25 mL de H,0

(libre de DNAsa/RNAsa (Invitrogen)) para obtener un volumen final de 50pL.

52



Materiales y Métodos

La reaccidn se realizé en el termociclador GeneAmpPCR System 2400 de Perkin ElImer con
el ciclado para la amplificaciéon de la regidn especifica (desnaturalizacion: 5 min. a 95°C-35 ciclos
de 95°C 1 min., 54°C 1 72°C 1min., extension final: 72°C 5min.). Los productos de PCR obtenidos se
resolvieron en geles de agarosa al 1.8% con 0.5 ug/mL de Bromuro de Etidio en buffer TAE. Las
corridas electroforéticas se realizaron a 100 volts (6-12 volts/cm) durante 20 min. a temperatura
ambiente en una cuba de electroforesis horizontal (Wide-Min.i-Sub Cell GT cell, Bio Rad). Las
muestras se sembraron en el gel con el agregado de 1/10 de buffer de siembra. Se incluyé en cada
corrida un marcador de peso molecular (1Kb DNA Ladder o 100bp Ladder, (Promega)). Posterior a
la corrida electroforética, las bandas fueron visualizadas por fluorescencia a la luz UV en un

transiluminador (Dual Systm Transiluminator UVP INC.).

M.1.1.2.2-Digestion con enzimas de restriccion

Una vez obtenido el ADN plasmidico (M.1.1.1), se realizé la digestidn distintas enzimas de
restriccion especificas (BamH | y Hind 1ll) para confirmar definitivamente la presencia del
fragmento de ADN que codifica para la proteina de interés.

Para ello en un tubo Eppendorf se colocd 1uL del DNA plasmidico extraido al que se afiadid
2ulL de buffer correspondiente a la enzima de restriccion, 1uL de seroalbumina bovina (BSA) y 0,5
pL de la enzima BamH |, completando con agua tridestilada y desionizada estéril para alcanzar un
volumen final de 10uL. Se incubd 1 hora a 37°C. Posteriormente se llevo a cabo una nueva
digestién con el doble de volumen de DNA plasmidico, las mismas condiciones de buffer y BSA
tiempo y temperatura y se empelaron las enzimas BamH | y Hind Ill (1 unidad de cada enzima).
Como control se digirié el pldsmido pRSET A con la enzima Hind Ill para linealizarlo. Luego de
realizada la restricciéon las muestras (1pL) se sembraron con buffer muestra en un gel de agarosa
al 1,8% en buffer TAE y se corrieron durante 20 min. con voltaje fijo (100 volts). Se evidenciaron

las bandas luego de tefiir durante 10 min. con Bromuro de Etidio y exponer a luz Ultravioleta.

M.1.1.3-Secuenciacion de la porcidn codificante para la proteina 3AB1 presente en el
pldsmido pRSET A-3AB1-his
El plasmido pRSET A-3AB1-his fue extraido a partir de cultivos competentes de E.coli BL21

transformados con el mismo, utilizando un kit comercial (GFX Microplasmid Prepkit, GE). El mismo,

fue secuenciado por el Servicio Interno de Genotipificacion y Secuenciacion- Ibiotec (Instituto de
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Biotecnologia, CICVyA), utilizando el kit (Big Dye Terminator v3.1, de Applied Biosystems) y el
secuenciador 3130 xI Genetic Analizer, Applied Biosystems. Ambas cadenas del inserto fueron

secuenciadas, utilizando los cebadores “T7 foward” y “T7reverse”.

M.1.1.3.1-Andlisis de secuencia

Las secuencias nucleotidicas obtenidas, junto a las secuencias aminoacidicas estimadas,
fueron comparadas a secuencias cargadas en el Gene Bank (NCBI). Para lo cual el analisis y el
alineamiento primario de las secuencias fueron realizados con el programa CLUSTAL W, (Multiple
Sequence Aligment Program) dentro del programa BIOEDIT v5.0.9 (c¢) Tom Hall, North Carolina
State University, 1997-2001.

Promotor T7

Tag his 6x

3AB1

PRSETA/3AB1
3487 bp

Resistencia a Ampicilina

Figura.15: Estructura del pldsmido pRSETA-3ABI1-his, donde se detallan los componentes
mds importantes del mismo: Promotor T7, tag de histidinas, inserto 3AB1, y la resistencia a
antibidticos.

M.1.1.4-Prediccion de determinantes antigénicos en la proteina 3AB1

Obtenidas las secuencias aminoacidicas y antes de realizar la produccion de la proteina
recombinante se analizé “in silico” el nivel primario de organizacidn proteico. Empleando el
método de Kolaskar y Tongaonkar (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/ antigenic.pl) basado en un
enfoque semiempirico que utiliza las propiedades fisicoquimicas de los residuos de la secuencia
aminoacidica de una proteina, se realizé la predicciéon de los determinantes antigénicos de la

proteina 3AB1.
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M1.1.5-Expresion de la proteina 3AB1 recombinante

Se utilizaron cultivos competentes de E. coli BL21 (con resistencia hacia el cloranfenicol)
transformados con el plasmido pRSET A-3AB1-hijs SPerstein et al, 1997) ) og pacterias transformadas
fueron crecidas en medio de cultivo Luria Broth (triptona; levadura; NaCl y NaOH, pH: 7,4) con el
agregado de cloranfenicol (34 mg/mL) y ampicilina (25 mg/mL) a 37°C con agitacion constante
hasta alcanzar una densidad 6ptica, medida a 700 nm, de 0,7 (D.Osp = 0,7). En ese momento se
agregd al medio de cultivo isopropil-D-tiogalactosa (IPTG) hasta una concentracién final de ImM y
se continud el crecimiento de las bacterias con agitacion a 37°C hasta que el cultivo alcanzara el
plateau de su curva de crecimiento: D.Osp = 1,0. Finalizada la induccién de las bacterias
transformadas con el plasmido pRSET A-3AB1-his se procedié a alicuotar los 500 mL de cultivo
obtenidos en tubos cdnicos de 50 mL. Posteriormente, los tubos se centrifugaron durante 20 min.
a 5000 rpm. Se descartd el sobrenadante (medio de cultivo) y se conservaron los pellets (bacterias
expresando 3AB1) a -70°C. Se tomaron alicuotas en cada una de las etapas para analizar la

produccion de proteina 3AB1 recombinante.

M.1.1.6-Produccion de stock de proteina recombinante 3AB1 por el método de SDS-PAGE

/ Electroelucién

Se utilizo el protocolo descripto por Nanni y col. (2005). Se partié de un pellet de bacterias
E.coli transformadas con el plasmido pRSET A-3AB1-his e inducidas con IPTG. Al pellet obtenido a
partir de 45 mL de cultivo por centrifugacidn (20 min. a 5000 rpm) se le agregaron 6 mL de buffer
de carga (SDS 4%; Tris 125 mM; B-mercapto-etanol 10%,; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,02%).
Una vez homogeneizada, la mezcla se sonicd con 3 ciclos de 15 segundos cada uno, a una potencia
tal que se produjera una correcta agitacidon con un minimo de espuma en la superficie. De los 7 mL
resultantes, se tomaron 1,6 mL y se colocaron en un bafio térmico (95°C) durante 5 min. La
muestra asi preparada se sembrd en una calle de 15 cm. de longitud en un gel preparativo de
poliacrilamida (12%) de formato grande (22 x 20 cm). En una segunda calle pequefia se sembré el
marcador de peso molecular (Prestained protein ladder, Fermentas). Se montd el equipo para
electroforesis (Proteanll, Bio Rad). Se agregd el buffer de corrida (Tris 20mM; glicina 150mM y SDS
0,1% - pH: 8,3) y se realizd una corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes, de 5
horas de duraciéon a 35 mA. El gel obtenido, se tiid con una solucidn de Coomasie blue (Acido

acético 10%; metanol 40% y coomasie brilliant blue R-250 0,1%) durante 1 hora a 37° realizando
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una leve agitacion del mismo. Posteriormente se colocé en solucion decolorante (Acido acético
10% y metanol 40%) durante 12 horas a 4°C con el fin de elimin.ar el exceso de Coomasie blue del
gel y permitir asi una correcta visualizacién de las bandas proteicas. Identificada la banda
correspondiente a la proteina 3AB1 recombinante (27 Kd) la misma fue separada del resto del gel
realizando dos cortes paralelos a ambos lados de la misma, utilizando para ello un bisturi. Una vez
separada la banda de proteina 3AB1 recombinante, fue cortada en trozos (de 3 x 3 mm) y colocada
en un dispositivo para electro-elucion (Electro-eluter, Bio Rad) con buffer de corrida. Empleando
una corriente eléctrica de 10mA por un tiempo de 3 horas, la proteina fue extraida del gel en

forma soluble. Finalmente fue alicuotada y conservada a -70°C para posteriores andlisis.

M.1.1.7-Caracterizacion de la proteina recombinante 3AB1 obtenida

M.1.1.7.1-Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE) evidenciada por tincién con Coomasie blue

De cada muestra se sembraron 15 pl/calle (entre 0,1 y 1 pg/mm de calle), diluida
previamente en partes iguales en buffer de carga (SDS 4%; Tris 125 mM; B-mercapto-etanol 10%;
glicerol 10%; azul de bromofenol 0,02%). Una vez homogeneizada, cada mezcla fue colocada en un
bafio térmico (95°C) durante 5 min. Las muestras asi preparadas fueron sembradas junto a un
marcador de peso molecular (Prestained protein ladder, Fermentas) en minigeles de
poliacrilamida (12%). Una vez montado el equipo para electroforesis, se agregd el buffer de
corrida (Tris 20mM; glicina 150mM y SDS 0,1% - pH: 8,3) y se realizd una corrida electroforética de
2 horas de duracién a 100-150 Volts. El gel obtenido, se tind con una solucién de Coomasie blue
(Acido acético 10%; metanol 40% y coomasie brilliant blue R-250 0,1%) durante 1 hora a 37°
realizando una leve agitacion del mismo. Posteriormente se colocd en solucion decolorante (Acido
acético 10% y metanol 40%) durante 12 horas a 4°C con el fin de eliminar el exceso de Coomasie
blue del gel y permitir asi una correcta visualizacién de las bandas proteicas. Los geles tefiidos y
lavados, se colocaron entre dos peliculas plasticas transparentes y fueron secados, para ser luego

escaneados y analizados.
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M.1.1.7.2-Western blot de la proteina 3AB1

Cada muestra se sembré a una concentracion de 0,02 ug de proteina/ mm de calle de gel
(en el caso de la proteina 3AB1 purificada) o 0,1 pg de proteina/ mm de calle (al tratarse de un
extracto proteico sin purificar). Previo a la siembra, las muestras se colocaron en un tubo junto al
buffer de carga (SDS 4%; Tris 125 mM; B-mercapto-etanol 10%; glicerol 10%; azul de bromofenol
0,02%) y se homogeneizaron. A continuacién, se calentaron en un bafio térmico a 95°C durante 5
min. (desnaturalizacion de las proteinas). Las muestras asi procesadas fueron sembradas junto a
un marcador de peso molecular (Prestained protein ladder, Fermentas) en un gel de poliacrilamida
(12%). Se realizé la electroforesis durante 2 horas a 100-150 Volts (SDS-PAGE). Las proteinas de
esta forma separadas, fueron transferidas luego a una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um.
Para ello se utilizd una cuba semiseca para electrotransferencia y buffer de transferencia (Tris
0,025 M; glicina 0,192 M — pH: 8,3). La electrotransferencia se realizé a 20 V durante 1 hora. Los
sitios de unidn remanentes sobre la membrana de nitrocelulosa se bloquearon en buffer de
blogueo (PBS; tween-20 0,05%; leche en polvo 3% (m/v)) durante 1 hora a 37°C. Posteriormente,
las membranas se incubaron con el primer Ac en la dilucidén apropiada en buffer de dilucién (PBS;
tween-20 0,05%; leche en polvo 3% (m/v)) durante 12 horas a 4°C.

Para la deteccién de la proteina recombinante 3AB1-his por Western blot se emplearon
distintos sueros de referencia como primer Ac: AcM anti-his producido en ratén (1:3000
(Amersham®), sueros policlonales de referencia provenientes de bovinos infectados: (091INTA)
(031SENASA) y un suero policlonal monoespecifico anti-3AB1 (suero“HA5”), y sueros policlonales
de referencia provenientes de bovinos no infectados con el VFA: 5 sueros de bovinos no
vacunados, 5 sueros de bovinos vacunados. Dichos sueros se preadsorbieron junto al buffer de
dilucién con el agregado de lisado de E.coli 1%, durante 1 hora a 37°C con agitacion.

Finalizada la incubacion con el primer Ac, la membrana se lavé con buffer de lavado (PBS;
tween-20 0,05%), y se incubd durante una hora a 37°C con el respectivo segundo Ac: anti-ratén
(1:2000) o anti-bovino (1:1500), ambos conjugados con fosfatasa alcalina. Posteriormente las
membranas fueron lavadas nuevamente con buffer de lavado. La banda correspondiente a la
proteina recombinante 3AB1 se evidencid con el agregado de la solucién de cromdgeno-sustrato
(Tris 0,1M; NaCl 0,1M; MgCl, 0,005M; NBT 100 mg/mL; BCIP 50 mg/mL). Las membranas se

lavaron con agua destilada, se secaron y fotografiaron para su posterior andlisis.
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M.1.1.7.3-Cuantificacion proteica

Se utilizaron dos métodos de cuantificacion proteica: 1) Kit comercial basado en el método
del acido bisinconinico (Micro BCA protein assay kit, Pierce), siguiendo las recomendaciones del
fabricante, y 2) Cuantificacion por el método de Bradford mfrock et al. 1989) - Amphos métodos se

realizaron en forma paralela para disminuir los errores de cuantificacion.

M.1.1.7.4-Titulacion de proteina 3AB1 como antigeno para ser utilizado en la técnica de

ELISA

Se realizaron diluciones seriadas al medio de los diferentes stocks de proteina 3AB1
recombinante en buffer carbonato/bicarbonato (pH=9,6) de ELISA. Se parti6 de una dilucién 1:250
hasta una dilucion 1:4000. Se utilizaron 10 sueros de bovinos infectados y no infectados con el
VFA, y se determind la maxima dilucidn de proteina 3AB1 (utilizada como antigeno) que era capaz
de discriminar correctamente entre sueros de bovinos infectados y no infectados con el VFA. Otro
parametro que se tuvo en cuenta fue el valor de los resultados obtenidos para cada suero de

referencia relacionandolo con su historial.

M.1.1.7.5-Inmunogenicidad de la proteina recombinante 3AB1

Se inocularon ratones machos BALB/c con 5 pg de proteina recombinante 3AB1. Dado que
el sistema de expresién es en E.coli, otro grupo de animales fue inoculado con un purificado de
proteina de E. coli BL21, que no expresaban la proteina de interés, de peso molecular cercano a los
27Kb, obtenido por el mismo sistema de purificacién en el formado de SDS-PAGE a gran escala
anteriormente mencionado. En ambos casos y para el grupo control de animales normales se
utilizaron 5 ratones/grupo. La fase acuosa la proteina a inocular, se emulsiond en adyuvante de
Freund y los grupos recibiendo tres vacunaciones (una cada 10 dias) de 0, 2 mL/dosis. Se recolectd
sangre de la vena caudal y los sueros fueron analizados por ensayos inmunoldgicos citados a

continuacioén.

58



Materiales y Métodos

M.1.1.7.5.1-Deteccion de la proteina 3AB1 nativa y/o sus precursores por

inmunofluorescencia

Se sembraron células BHK-21 sobre chambers slides. Luego, fueron ingresados al
laboratorio de Seguridad NSB3A donde en condiciones de bioseguridad se descarté el
sobrenadante para proceder a la infeccidn. En los cuatro pocillos superiores se realizé la infeccién
con virus VFA O1 Campos de modo de obtener una multiplicidad de infeccién (MOl multiplicity of
infection) de 10° PFU/célula, en los cuatro pocillos inferiores solo se sembré medio MEM.

Se incubd durante 3 hs a 37°C. Finalizado ese tiempo se retiré el medio sobrenadante y luego el
soporte plastico. Se lavo el portaobjetos con PBS 1X. Luego las células fueron fijadas al
portaobjetos con paraformaldehido 4% por 20 min.

Los portaobjetos sumergidos en PBS 1X se retiraron del laboratorio previamente rociados
con acido citrico 2% siguiendo las normas de bioseguridad pre-establecidas.

Se realizé la permeabilizacidon celular con buffer PBTG durante 20 min. a temperatura
ambiente. Luego se afadieron en los distintos pocillos infectados y no infectados los siguientes
primeros Acs: suero de raton inoculado con 5 ug de la proteina recombinante 3AB1 y suero normal
de ratén (SNR). Se incubd en estufa de cultivo a 37°C durante 40 min. Luego de lavar con PBS, se
incubd por 40 min. a 37°C con el segundo Ac de ratdn conjugado con fluoresceina diluido en
PBS/EVANS BLUE. Nuevamente se lavd con PBS 1X y se sumergid por 5 min. en agua destilada. Se

observé al microscopio con el objetivo de 40X utilizando el filtro FICT/Evans Blue.

M.1.1.7.5.2 Deteccion de anticuerpos anti 3AB1 en ratones

Una vez puesto a punto el ELISA para este modelo animal los sueros obtenidos de los tres
grupos experimentales (inoculado con 5ug de 3AB1 recombinante, inoculado con proteina
bacteriana y sueros normales) se analizaron por este enzimoinmunoensayo (M.2.2.5). Los sueros

gue brindaron una D.O mayores al punto de corte se consideraron positivos.

M.1.2-Produccion de sueros policlonales

M.1.2.1-Suero bovino positivo

Se obtuvo un suero policlonal de monoespecifico anti-3AB1 (suero HA5S), a partir de un

bovino (Bos taurus), de 3 meses edad, procedente de un tambo ubicado en la provincia de Buenos
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Aires. El mismo fue descalostrado y alimentado con un sustituto lacteo para evitar la ingesta de
Acs contra el VFA a través del calostro materno. El animal fue inmunizado por via intramuscular
con un adyuvante oleoso cuya formulacidon fue 50% de adyuvante oleoso y 50% solucién que
contenia la proteina recombinante 3AB1 (50 pg de proteina recombinante 3AB1); a los 21 dias de
la primer dosis, se le aplicd una segunda dosis con la misma cantidad de proteina 3AB1
recombinante. Finalmente fue sangrado a los 21 dias de haber recibido la segunda dosis con el

propdsito de obtener un suero con un alto nivel de Acs contra la proteina 3AB1.

M.1.2.2-Suero murino utilizado como control positivo interno de la técnica de ELISA

3AB1

Ratones (n=3) BALB/c de 2 meses fueron inoculados por via intraperitoneal con la proteina
3AB1 recombinante (40 pg/dosis; dosis 0.2mL), aplicando 3 dosis de inmundgeno cada 15 dias,
utilizando adyuvante completo de Freund en la primera e incompleto en las siguientes. Se
efectuaron las sangrias finales a los 15 dias luego de la segunda dosis y con dichos sueros se realizé
un pool a fin de obtener un buen volumen para posteriormente empelarlo como control positivo

interno en la técnica ELISA 3AB1-raton.

M.1.2.3-Suero de cobayo

Se inoculd una cobaya de 3 meses de edad por via intramuscular con la proteina 3AB1
recombinante (40 pg/dosis; dosis 0.2mL) se aplicaron 3 dosis de inmundgeno cada 15 dias
utilizando adyuvante completo de Freund en la primera e incompleto en las siguientes. La sangria
se realizo a los 15 dias posteriores a la Gltima dosis. Dicho suero se conservo a -20°C con 50% v/v
de glicerol hasta su utilizacion como detector en ELISA de captura.

Todos los sueros mencionados en este apartado se titularon por ELISA 3AB1 y se

analizaron por Westen blot.

M.1.2 4-Sueros normales y de referencia

Se utilizaron 283 muestras de suero murino, de animales normales para VFA provenientes

de 3 bioterios de la provincia de Buenos Aires.
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Ademads se dispone de un amplio panel de sueros bovinos, de animales libres de VFA,

vacunados e infectados, con los cuales se han puesto a punto las distintas técnicas detalladas.

M.1.3-Produccion de anticuerpos monoclonales

M.1.3.1-Inmunizacion de ratones

Para la produccion de anticuerpos monoclonales (AcMs), se inoculo por via intraperitoneal
en tres oportunidades (0, 15 y 21 dias pre fusion) ratones BALB /c de dos meses de edad con 30
pg de antigeno soluble en adyuvante de Freund completo (50% fase acuosa y 50 % fase oleosa).
Se determind el titulo de Acs por ELISA 3AB1 en los sueros murinos y luego de la segunda
reinmunizacion y habiendo obtenido un titulo mayor a 1/10000, se realizaron 3 inoculaciones

previas a la fusion en los dias -4, -3 y -2 con 50 pg de antigeno soluble en PBS 1X.

M.1.3.2-Células de mieloma

Se utilizaron células NSO de mieloma murino certificadas libres de contaminantes (bacterias,
micoplasmas y virus adventicios) las cuales 24 hs antes de la fusion fueron amplificadas a modo de

gue estuvieran en fase exponencial. Para realizar la fusidn la viabilidad celular fue del 90 %.

M.1.3.3-Obtencion de células de bazo

La fusidn se realizd a las 24 hs posteriores a la Ultima inoculacidn del antigeno en ratones,
dado que es el momento de maxima presencia de blastocitos en el bazo. Para ello se extrajo el
bazo de uno de los ratones inoculados con el péptido 3AB1; luego el drgano se disgregd en 5 mL
de medio L para separar el tejido conectivo y las células se pasaron a un tubo de 15 mL, separando
el sobrenadante del sedimento por centrifugacién a 15000 rpm por 5 min. y lavando
posteriormente con 5 mL de medio L y centrifugandolo en las mismas condiciones para finalmente
resuspender el pellet en 1 mL de NH,Cl al 0.85% de modo de lisar los eritrocitos. Posteriormente
se centrifugd, se lavo con medio Ly se procedid a contar las células al microscopio empleando azul

Tripan.
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M.1.3.4- Fusion de células en suspension

En un bafio equilibrado a 37°C se mezclaron 10® células del bazo en 25 mL de medio L con
2. 10 células de mieloma en 25 mL en medio L (relacién 5:1). Luego se centrifugd 10 min. a 1000
rom vy se afiadié 1 mL de solucién de polietilenglicol (PEG) que actué como agente fusogénico a lo
largo de un periodo de 1 min. con agitacidn constante. Se continué agitando por alrededor de 15
min. en simultaneo con el agregado de medio L precalentado a 37°C. Luego se centrifugaron las
células y se descartd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en medio de seleccion (HAT:
hipoxantina, aminopterina y timidina) a una densidad de 2x 10® células hibridas /mL. Se
distribuyeron las células en 7 placas de cultivo de 96 pocillos (100 pul/pocillo) y se sembré un
control de células de mielomal para evaluar que funcionara la seleccidn. La incubacién se realizé
en estufa de atmdsfera controlada con 5% de CO, y 95% de humedad. A partir de los 7 dias se
comenzo a observar el crecimiento de las células hibridas. A los 15 dias post fusidon el medio HAT
fue reemplazado por el medio HT (hipoxantina y timidina) y se comenzé a realizar la observacidn

periddica del crecimiento celular.

M.1.3.5-Deteccion de anticuerpo monoclonales en el sobrenadante de cultivo

Cada tres dias se realizé la renovacion del medio de cultivo HT en un 50% junto con la
observacion al microscopio del crecimiento de los hibridos. El sobrenadante celular se analizé
tanto por ELISA 3AB1 como por Western blot. Este procedimiento se repitié en cada repique
celular hasta confirmar la presencia de células productoras de AcMs y asi poder proceder a realizar

el clonado.

M.1.3.6- Clonado

Se utilizé el método de clonado por dilucidn al limite sembrando en la tres primeras filas
de una placa de 96 pocillos un promedio de 5 células/ pocillo, en las tres filas siguientes 1
célula/pocillo y 0.5 células/pocillo en las dos filas restantes. Se incubd por 10 dias realizando
controles periddicos y marcando los pocillos donde crecia solo un clon. Los clones positivos en
crecimiento semiconfluente y con reaccidn positiva (detectado por ELISA 3AB1) fueron expandidos
en forma gradual. Los hibridomas productores de AcMs fueron clonados nuevamente y aquellos
gue secretaron AcMs con un alto titulo evaluado por ELISA 3AB1 fueron congelaron a -70°C y

forman parte de la coleccién de hibridomas del Instituto de Virologia del INTA Castelar.
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M.1.3.7-Produccion de liquido ascitico

Células de un cultivo con muy buena confluencia fueron cosechadas y luego 0.5 mL
conteniendo 2.10° células hibridas se inyectaron por via intraperitoneal en 20 ratones BALB/c
isogénicos previamente inoculados (7 dias antes) por esta via con 0.25 mL de adyuvante
incompleto de Freund (e"ette 1986)

El liquido acumulado se drend por puncidn intraperitoneal, previa sedacién de los ratones
(15 dias luego de la inoculacidn) y se repitid el proceso cada dos dias hasta el sacrificio de los
animales.

El liquido ascitico obtenido fue analizado por ELISA 3AB1 para evaluar el titulo de Acs.
Posteriormente se empleo una solucion saturada de NH,;SO, para realizar una precipitacién salina

y eliminar impurezas contaminantes. El liquido ascitico se conservé a -20°C puro y parte al 50% en

glicerol.

M.1.3.8-Caracterizacion del anticuerpo monoclonal anti-3AB1
M.1.3.8.1-Determinacion de la especificidad de reconocimiento de moléculas antigénicas

M.1.3.8.2-Titulacion de anticuerpo monoclonal anti-3AB1

Con el fin de determinar el titulo del AcM anti-3AB1 se procedio a analizar la reactividad de dicho
Ac contra la proteina homdloga purificada y se lo comparé con el Ac policlonal murino

monoespecifico y un SNR tanto por la técnica de ELISA como por Western blot.

M.1.3.8.3-Determinacion de isotipo del anticuerpo monoclonal anti-3AB1

Se sensibilizé una Placa Inmulon | con el péptido 3AB1 en dilucion 1/1000 en buffer
carbonato/bicarbonato pH 9.6, se dejo a 4°C overnight. Se lavé 3 veces con PBST 0.25X y se
procedié a bloquear con buffer PVP (polovinilpilorridona). La incubacién fue de 1 hora a 372C. Las
placas se lavaron y luego se transfirieron los Acs en diluciones seriadas al 1/2 en buffer PVP y se
incubo 1 hora a 37°C (AcM anti-3AB1, AcM anti- 3 A de isotipo 1gG1, AcM anti-histidina de isotipo
IgG2a (Amersham ®) un Ac policlonal de ratén anti-3AB1 (recibié una dosis y 2 booters de 50ug de

dicho antigeno)). Se lavaron las placas y se adiciond el Ac anti-isotipo conjugado con peroxidasa
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(Caltag) en dilucion apropiada en buffer PVP. Se incubd 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron
las placas y se revelé utilizando o-fenilenediamina (OPD)-H,0, como sustrato de la peroxidasa.
Posteriormente, se leyd la D.O a 490 nm en un lector MR5000 microplate. Se incluyeron controles
positivos y negativos. EL punto de corte se establecié como la media de la D.O alcanzada por

sueros negativos mas dos desvios estandares.

M.1.3.8.4-Inmunofluorescencia indirecta para identificacion de PNEs nativas en células

BHK-21 infectadas con el VFA

Como fuera descripta en la seccién M.1.1.7.5.1 se llevd a cabo la técnica de IFl. En este
caso sobre los pocillos conteniendo células BHK-21 infectadas y no infectadas con el VFA se
afadieron los siguientes primeros Acs: AcM anti-3AB1, sueros de ratdn especifico anti-3AB1 y SNR,
en dilucion adecuada. Se incubd en estufa de cultivo a 37°C durante 40 min. Luego de lavar con
PBS 1X, se incubd por 40 min. a 37°C con el segundo Ac de ratén conjugado con fluoresceina
diluido en PBS/EVANS BLUE. Nuevamente se lavo con PBS 1X y se sumergié por 5 min. en agua

destilada. Se observd al microscopio con el objetivo de 40X utilizando el filtro FICT/Evans Blue.

M.2-Test serologicos utilizados en el presente trabajo

M.2.1-Deteccion de anticuerpos contra proteinas estructurales por ELISA en fase liquida

La técnica fue realizada de a cuerdo al protocolo descripto por Hamblin y cols. Hmeiny cols.

1986ayb).

Placas Inmulon Il fueron absorbidas con 50 puL por pocillo de suero de conejo anti-VFA
utilizado como captura diluido en buffer carbonato /bicarbonato pH 9, 6, las mismas fueron
incubadas a 4°C durante toda la noche. Luego de lavar 3 veces con PBST-1X, se sembraron 70 plL
por pocillo de buffer de bloqueo (PBST-OVA 1%) y se incubd durante 1 hora a 37 °C con agitacion.
En una placa de baja adsorcidén se realizd la fase liquida, mezclando diluciones de sueros
problemas (50uL) con un volumen equivalente de suspension viral inactivada (cepa O1 Campos y
cepa A2001) en dilucién dptima. Ambas diluciones se realizaron en buffer de bloqueo. Se incubd
durante 1 hora a 37 °C con agitacidon. Luego de descartar la solucién de bloqueo se transfirio a la
placa Inmulon I, las diluciones del suero problema y de los sueros controles positivo y negativo.

Se incubd durante 1 hora a 37°C con agitacion. Se lavé la placa 3 veces con PBST-1X y se agrego 50
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pL por pocillo de suero de cobayo detector anti-VFA, en dilucién dptima en PBST-SNC-SNB y se
incubd durante 30 min. a 37°C con agitacidn. Se volviod a lavar 3 veces con PBST-1X y se agrego por
pocillo 50 pL de suero anti-cobayo marcado con peroxidasa (KPL) en dilucién éptima en PBST-SNC-
SNB. Se incubd 30 min. a 37°C con agitacion. Se lavo nuevamente y se revelé mediante el agregado
de 50 ul por pocillo de OPD-H,0, como sustrato de la peroxidasa. Se incubd la placa por 15 min. a
temperatura ambiente y luego la reacciéon se frené con H,SO, 2N. Finalmente se leyd la
absorbancia a 492 nm en un lector de microplacas (Microplate Labsystem). Los titulos de Acs
fueron obtenidos como la diluciéon de suero que otorga el 50% de absorbancia del promedio de

absorbancia de los controles sin suero (absorbancia de corte).

M.2.2-Deteccion de anticuerpos contra PNEs

M.2.2.1- ELISA 3D

Este test es un ELISA en fase liquida tipo sandwich. Primeramente se sensibilizd la placa
Immunolon Il con IgG proveniente de un bovino infectado con VFA subtipo C, diluido 1/200 en
buffer carbonato bicarbonato. Se dejo overnight a 4°C. Posteriormente se lavé 3 veces con PBST, y
se bloquea con (PBST-OVA 1%) y se Incubd a 37 °C durante 60 min. sin agitacion. Luego se llevo a
cabo la fase liquida en una placa de baja adsorcién donde se puso en contacto diluciones seriadas
de los sueros problema, el control positivo y negativo con un volumen equivalente de suspension
proteica GST-3D y GST en dil 1/400. Se transfirieron las diluciones de suero y controles sin suero a
la placa sensibilizada y bloqueada, y se incubd 60 min. con agitaciéon. Se lavd, como se indico
anteriormente y la deteccidn de los sueros GST-3D no reactivos se realizd afiadiendo suero de
cobayo anti-VFA subtipo O en dil 1/400. Se incubé 30 min. a 37°C con agitacién. Nuevamente se
lavé y se afiadié el conjugado anti-IgG de cobayo conjugado con peroxidasa en dilucién adecuada.
El revelado se llevd a cabo utilizando OPD-H,0, y se incubd a temperatura ambiente por 15 min.,
luego la reaccidon fue frenada con 2,25 M de H,SO,. Se leyd a 492 nm. Una reaccién positiva es
aquella en que la cual la D.O se redujo mas del 50% respecto a la observada en los controles sin
suero. Los titulos de Acs se expresaron como la dilucién de suero que otorga el 50% de densidad

Optica del promedio de absorbancia de los controles sin suero (llamada absorbancia de corte).
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M.2.2.2-I-ELISA 3ABC (Panaftosa)

El I-ELISA 3ABC (Producido por el laboratorio de referencia de la OIE, para Fiebre Aftosa en
América del Sur: el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Panaftosa, ubicado en Rio de Janeiro,
Brasil) es un kit comercial de tipo ELISA indirecto que utiliza la proteina recombinante 3ABC para
posibilitar la deteccién de Acs contra PNE-VFA a partir de muestras de suero bovino; permitiendo
de esta manera, diferenciar entre animales infectados y no infectados con VFA (estén estos
vacunados o no contra la enfermedad). Este ensayo ha sido descripto por O/E como técnica oficial
de screening, utilizando al EITB (Inmunoblot, de Panaftosa) como prueba confirmatoria para el
diagndstico de Acs contra PNE-VFA (CIE, 2004}

El ensayo se realiza en tres etapas: 1) incubacion de las muestras (sueros bovinos, en una
diluciéon de 1:20) en una placa previamente sensibilizada (PNE-VFA 3ABC); 2) incubacién del
conjugado y 3) incubacién del sustrato. Siguen a las dos primeras etapas ciclos de lavados y a la
ultima la adicién de la solucién bloqueadora para detener la reaccién. Se efectta la lectura de la
microplaca en una lectora de placa y se mide la absorbancia de cada pocillo. Los resultados de los
sueros control permiten el cdlculo del valor de corte recomendado para la prueba, a partir del cual

es posible clasificar las muestras problema como reactivas o no reactivas.

M.2.2.3-ELISA 3ABC (ICT-MILSTEIN)

Para llevar a cabo el I-ELISA 3ABC desarrollado por el ICT-MILSTEIN, las placas de ELISA se
sensibilizaron utilizando como captura el AcM anti-3A en dilucidon adecuada en buffer carbonato-
bicarbonato. Se incubd overnight a 4°C. Luego de lavar 4 veces con PBS 1X-Tween 0,05%., se
afadid 50 pL del antigeno recombinante 3ABC diluido en buffer de dilucién y se incubd durante 2
hs a 37°C con agitacion. Luego, cada muestra de suero en dilucion 1:40 se afiadié a los pocillos
con y sin antigeno y se incubd por 30 min. a 37°C. Nuevamente, se lavd 4 veces y la deteccion del
Ac unido se realiz6 mediante agregando IgG anti-bovino conjugado con peroxidasa en dilucién
adecuada incubandose por 30 min. a 37°C, se lavd 4 veces y como sustrato se empled ABTS/H,0..
A los 30 min. de trascurrida la reaccién se leyd la absorbancia a 415nm. Los resultados fueron
expresados como porcentajes de positividad (PP%) respecto del valor control positivo: PP%=

(DO415pmmuestra x 100) / DO41s.mcontrol positivo.

66



Materiales y Métodos

M.2.2.4-ELISA 3AB1

Dicha técnica se realizé en una placa de 96 pocillos (Inmunolon |, Dynatech Laboratories).
Para cada muestra a analizar se destinaron tres pocillos. De estos, 2 se sensibilizaron con el
antigeno: proteina 3AB1 (0,0066 ug/pocillo en buffer carbonato/bicarbonato — pH: 9,6) mientras
que en el tercero se colocd buffer carbonato/bicarbonato solamente y se utilizé para cuantificar el
background provocado por la interaccion suero-placa. Colocada la proteina en los pocillos
correspondientes, la placa se incubd por 12 horas a 4°C. Una vez sensibilizada, se realizaron 3
lavados de la misma con solucion de lavado (soluciéon tampdn de fosfatos pH 7,4 (PBS); 0,05%
Tween 20). A continuacion se bloqued, agregando a todos los pocillos 70 uL de buffer de bloqueo
(PBS pH 7,4; 0,05% Tween 20; 10% pool de suero normal equino (SNE)) durante 1 hora y 30 min. a
37°C con agitacién. En otra placa de 96 pocillos con baja afinidad hacia Acs (Microtitter, Dynatech
Labs) se procedio a realizar la dilucidon de cada suero y los controles internos del ensayo en buffer
de preabsorcion (PBS; 0,05% Tween 20; 10% SNE; 2,5% lisado de E.coli sin transformar). Se
colocaron 2 pL de cada muestra en 200 ul de buffer de preabsorcion (dilucion final de cada suero:
1:100). Se analizaron 29 muestras por placa, junto a los tres controles internos del ensayo: 1)
control positivo primario (CP1), 2) control positivo secundario (CP2), y 3) control negativo (CN). La
placa con las diluciones de sueros se incubd durante 1 hora a 37°C con agitacién. Concluida la
incubacion de ambas placas, y una vez retirado el buffer de bloqueo de la placa sensibilizada, los
sueros de la placa de preabsorcidon se transfirieron por triplicado (50 pL/pocillo) a la placa
sensibilizada (dos réplicas se incubaron en pocillos con antigeno, mientras que la tercera se colocé
en el pocillo sin antigeno) y se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacion. Finalizado este
periodo de tiempo, se realizaron 3 lavados con buffer de lavado. La deteccion de Acs anti-3AB1 se
evidencidé con del agregado de suero de cobayo anti-IgG bovina conjugado con peroxidasa (KPL).
Se agregod a toda la placa 50 ulL de dicho conjugado en una dilucién 1:2500 en buffer de conjugado
(PBS; 0,05% Tween 20; 10% SNE) y se incubd durante 30 min. a 37°C con agitacion. Posteriormente
se realizaron 6 lavados a la placa con buffer de lavado. La reaccién global el ensayo se evidencié a
través de la actividad de la enzima peroxidasa, agregando a cada pocillo 100 uL de buffer de
sustrato-cromdgeno (citrato/fosfato pH: 5.0; 3, 3 5, 5 tetramethylbenzidine dihydrocloride 10%
(TMB)); perdxido de hidrégeno 0,01%). La placa se incubd durante 15 min. a 37°C con agitacién y
la reaccion fue frenada con el agregado de 100 plL/pocillo de H,SO, 12% en agua bi-destilada. La
placa se leyé en un lector para microplacas a 450 nm. De cada muestra se promediaron los

resultados obtenidos de cada réplica con antigeno (densidades dpticas brutas) y se resto el valor
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del background (resultado de la tercer réplica ubicada en el pocillo sin antigeno). El valor obtenido
se relativizd con el valor obtenido de igual manera para el control positivo primario (CP1) del
ensayo expresandose como el valor porcentual (PP%) del la muestra respecto al CP1
(muestra/CP1*100). El valor de corte se ha establecido en el 12 % del valor del CP1 del ensayo.
Toda muestra que brindo valor igual o por encima del mismo se considerd positiva, de manera
contraria toda muestra que arrojé un valor por debajo del mismo se consideré negativa para el
ELISA: PP%= (Assonm muestra / Assp promedio control positivo) x100.

El control interno de este test se corresponde al suero policlonal monoespecifico anti-
3AB1, el “HA5” anteriormente citado, el cual fue comparado y analizado respecto de un suero de
referencia (animal infectado) mediante una curva de dilucién seriada. La dilucion de este suero
“HA5” que se equipara al comportamiento de un suero positivo fuerte se corresponde al control
positivo primario 1, CP1, y la dilucién equivalente a un suero positivo medio se corresponde al
llamado control positivo secundario o CP2, ambas diluciones confeccionadas sobre una matriz se
suero bovino normal para VFA.

Todas las pruebas de factibilidad, determinacion de punto de corte y validacién de dicha

técnica se realizaron en el laboratorio de enfermedades vesiculares INTA Castelar.

M.2.2.5-Puesta a punto del ELISA 3AB1 raton

Tomando como referencia el ELISA bovino se realizé la puesta a punto de la técnica para la
especie murina. Las condiciones del ensayo fueron nuevamente analizadas para esta especie y se
determinaron las mismas condiciones en cuanto a placas, tiempos de incubacién, buffers y
temperaturas. Se ajustaron las condiciones para la dilucion adecuada de los sueros, el punto de
corte y nuevos sueros controles internos.

Brevemente, placas Immunolon | fueron sensibilizadas con la proteina 3AB1 purificada
(0,0066 pg/pocillo) en buffer carbonato bicarbonato pH 9,6 y se incubé overnight a 4°C. Las placas
se lavaron con PBST-1X 3 veces y se bloqueo con 70 pL por pocillo de PBST-SNE10%y se incubo
durante 1 hora a 37 °C con agitacion. Las muestras de suero fueron diluidas 1/50 y preincubadas
en PBST-SNE10% durante 1 hora a 37°C con agitacion, fueron agregadas a la microplaca. La
deteccién de Acs unidos a la proteina 3AB1 fue realizada por la adicién de IgG de conejo anti-
ratén conjugado con peroxidasa (KPL) durante 30 min. a 37°C con agitacion. El color de la reaccién
fue desarrollado luego de 15 min. usando el sustrato cromogénico TMB (Sigma). Luego de que la

reaccion fue detenida por el agregado de H,SO, 2N, las placas fueron leidas a 450 nm en un lector
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de microplacas (microwells labsystem). Los resultados fueron expresados como PP%= (Assenm

muestra / Ayso promedio control positivo) x100.

M.2.2.5.1-Determinacion del punto de corte ELISA 3AB1 raton

Para determin.ar el punto de corte del ELISA 3AB1 para el modelo ratén se utilizaron 283
muestras de suero murino, de animales normales para VFA provenientes de 3 bioterios de la
provincia de Buenos Aires. La totalidad de los sueros fueron analizados por medio del ELISA 3AB1,
y los resultados obtenidos se expresaron en forma porcentual relativa al control positivo del
ensayo (M1=100%). Luego se verificé la distribucion normal de dichos resultados, y se establecio el

punto de corte, a 3 desvios estandares (D.E.) por sobre el valor de la media de los mismos.

M.2.2.5.2-Suero control interno ELISA 3AB1 raton

Se desarrolld un suero policlonal monoespecifico anti-3AB1, el “M1”, para ser utilizado en
la técnica de ELISA 3AB1 como control positivo interno del ensayo. Posteriormente se realizo la
titulacién del suero utilizando la técnica de ELISA 3AB1. Para ello se analizaron diluciones seriadas
al medio de dicho suero (a partir de 1:50 hasta 1:100.000). Las mismas se realizaron en buffer de
dilucidn de la técnica de ELISA 3AB1. Se establecieron 2 diluciones del suero “M1” una dilucién
equivalente a 1 suero positivo fuerte (CPF) y una dilucién equivalente a 1 suero positivo medio
(CPM) para ser utilizadas como controles de positividad y validez en el test de ELISA 3AB1. Una
vez definidas las 2 diluciones finales, para ser utilizadas como CPF y CPM, las mismas se

confeccionaron con SNR. Como control negativo se empled un pool de SNR.

M.3-Extraccion de ARN y PCR para detectar virus en muestras de liquido eséfago
faringeo

Para la extraccion del RNA viral se utilizo el reactivo comercial Trizol (Sigma). Se tomaron
250 pL de muestra y se agrego 1 mL de Trizol ®Reagent (Relacion 1:5). Luego de incubar la
suspension durante 15 min. a T.A., se agregd 200mL de cloroformo y se centrifugd la mezcla a
12000 g durante 15 min. a 4°C. La fase acuosa se resuspendid en una soluciéon con 0,5 mL de
isopropanol y 1 uL de glicégeno de concentracién 20mg/mL (GEHealthcare). La mezcla se dejé

precipitar durante 30 min. a T.A. y se centrifugd a 12000 g durante 15 min. a 4 2C. El pellet se lavo
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en etanol 70% y se dejé secar en horno de vacio. Luego, el ARN viral se resuspendié en 10 pL de
H,O (DNAsa/RNAsa free) a 56 eC durante 10 min. y se almacend a -80 2C hasta el momento de su
uso. Junto con las muestras a analizar, se sumo la extraccién de una muestra control positivo (virus
01 Campos 10" DIRL50%/mL inactivado en Trizol®) y una control negativo (H,0). A partir del ARN
viral obtenido, se sintetizdo el ADNc mediante una reaccion de retro transcripcion (RT). La mezcla
de reaccion se realizo con 2uL de ARN viral, 2.5 pL de Buffer RT 5x (Promega), 1 uL de una solucion
10mM de dNTPs (Promega), 0.25 pL de RNAsin 40U/uL (Promega), 0.5 uL de Ramdom Primers
2ug/ulL (Alfa DNA), 0.35 uL de Retro-Transcriptasa Reversa M-MLV RT (“Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase”) 200U/ul (Promega) y se completd con 3.4 ulL de H,0 (destilada,
DNAsa/RNAsa free —Invitrogen-) para obtener un volumen final de 10 pL. La reaccién se realiz6 en
el termociclador GeneAmp PCR System 2400 de Perkin Elmer o en el Thrio Termoblock TB1 de
Biometra con el siguiente ciclado: 45 min. a 42 2C, 10 min. a 94 °C, infinito a 42C. Con el ADNc
obtenido se realizdé una reaccién de PCR utilizando 10 uL de la reaccidon de Retro-trascripcién. Se
realizé la mezcla de reaccion la cual contenia: 1 pL de cada uno de los primers especificos (0.1
mg/mL) (Alfa DNA), 1.5 uL de MgCl, 50mg/mL (Invitrogen), 5 uL de Buffer 10X (Invitrogen), 0.25 pL
de Taq Polimerasa (500 U/mL) (Invitrogen) y se completd con 31.25 pL de H,O (destilada,
DNAsa/RNAsa free) (Invitrogen) para obtener un volumen final de 50 pL. La reaccidn de PCR se
realizd con oligonucledtidos iniciadores (primers) especificos para VFA (regién interna de la
polimerasa viral 3D). Las condiciones de la PCR fueron: 94°C durante 3 min., luego 35 ciclos de 1
min. a 94°C, 1 min. a 55°C y 1,5 min. a 72°C, luego 7 min. a 72°C y finalmente hold a 4°C. Los
productos de PCR se corrieron en gel de agarosa 1.8% y se observaron las bandas
correspondientes al producto de amplificacion del VFA: 380 Kpb.

Primers utilizados para la amplificacion de VFA (Martinez Salasy cols., 1585),

1461: 5’GACCCGAAGTTGAGGCTGCC 3’

1462: 5GCCGAACTCCGTGCGAAACA 3’
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M.4-Modelos in vivo para control de la presencia de proteinas no estructurales en

vacunas

M.4.1- Modelo Bovino

M.4.1.1 Seleccion de Animales

Cuarenta bovinos de entre 6 y 12 meses de edad, provenientes del campo experimental de
INTA Castelar fueron utilizados en dos disefios experimentales. Los mismos habian recibido sdlo
una dosis de vacuna anti-aftosa, segun las disposiciones de la Campaiia Nacional de Fiebre Aftosa
vigente.

Previo al desarrollo de las dos pruebas experimentales se tomaron muestras de sangre y
liquido esofago faringeo para ser analizadas usando el ELISA en fase liquida, el ELISA 3AB1 y la

técnica RT-PCR.

M.4.1.2-Muestras

Las muestras de liquido esdfago faringeo obtenidas al dia O de la experiencia fueron
tomadas con una copa Probang; dicho liquido se almacené en tubos Eppendorf de 2mL con 0,5
mL de Trizol ® Reagent (Invitrogen), las muestras se conservaron a -70 °C hasta ser procesadas.

Las muestras de sangre entera fueron colectadas en tubos Eppendorf de 15mL, los cuales
se centrifugaron por 20 min. a 2000 rpm hasta separacidon completa del suero. Las muestras se

alicuotaron en tubos Eppendorf de 2mL y se conservaron a 4°C hasta ser procesadas.

M.4.1.3-Inmundgenos

M.4.1.3.1-Vacunas polivalentes

Se trabajo con formulaciones vacunales polivalentes de elaboracion industrial cedidas
gentilmente por un laboratorio comercial que habia tenido antecedentes de producir vacunas que
generaban respuesta contra PNEs determinado en pruebas Oficiales. Dichas vacunas habian
pasado las pruebas de potencia e inocuidad, siendo por tanto, inmunogénicas e inocuas para
poder ser probadas a campo en la experiencia.

Las vacunas fueron formuladas con los virus A 24 Cruzeiro, A Arg 2000, A Arg 2001, O1

Campos, C3 Indaial y en todos los casos se empleo como adyuvante Marcol 52, con el agregado de
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Span 80 y Tween 80 como emulgentes (datos provistos por el fabricante). Dichas formulaciones
han tenido diferentes procesos de purificacién, como ser precipitacion con Polietilenglicol 8000
durante 48 hs. y retiro de sobrenadante hasta volumen necesario para la formulacion o bien la
precipitacion con Polietilenglicol 8000 pero durante 96 hs., y luego el retiro del total del
sobrenadante y la posterior recomposicion del volumen necesario para formulacién con medio de
cultivo. Otros antigenos no fueron purificados.

Como control negativo se utilizé una vacuna comercial libre de PNEs.

M.4.1.3.2-Vacunas experimentales

Empleando como inmundgeno la proteina recombianate 3ABC cedida por el ICT-
MILSTEIN, se formularon vacunas experimentales para estudiar la minima dosis en que los bovinos
eran capaz de desarrollar Acs contra esta PNE. Para formular cada una de las vacunas se colocé en
un vaso de precipitado con un agitador magnético, el adyuvante oleoso (Marcol 52) cedido
gentilmente por el Laboratorio Biogénesis y se procedié a agitar a baja velocidad mientras se
adicioné gota a gota una solucién de PBS-1X conteniendo el doble de concentracién de antigeno
que la concentracion final deseada, en el mismo volumen que el adyuvante. Una vez incorporada
toda lo solucién de antigeno se agitd a velocidad media overnight a 4°C. Las fases acuosas se
realizaron con distintas masas/dosis de antigeno recombinante detalladas a continuacion:

Grupo 1: 670 ng; Grupo 2: 170 ng; Grupo 3: 104,2 ng; Grupo 4:42.5 ng; Grupo 5: 10.6 ng: Grupo 6:
2.6ng.

Se formuld un volumen suficiente de modo tal que cada animal recibiera una dosis de

2mL.

M.4.1.4-Prueba experimental

M.5.1.4.1-Determinacion de la presencia de PNEs en vacunas

Los animales fueron divididos en 8 grupos integrados por 2 a 4 bovinos cada uno; cada
grupo recibié un total de tres dosis de 2 mL de vacuna anti-aftosa por via intramuscular y las
inoculaciones se efectuaron a los 0, 30, y 60 dias. El muestreo seroldgico se efectud a los 0, 30, 60,

90 y 120 dpv. El disefio experimental se detalla en la Fig.16.
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Inoculaciones en bovinos

Dias post
vacunacion

0 30 60 90 120

Muestreo seroldgico

Fig.16.

5.1.4.2-Determinacion de la dosis minima inmunizante de la PNE 3ABC recombinante

Los animales fueron divididos en grupos integrados por 3 bovinos cada uno; cada grupo
recibidé un total de tres dosis de 2mL de vacuna experimental (formulada con antigeno 3ABC) por
via intramuscular y las inoculaciones se efectuaron a los 0, 30, y 60 dias. El muestreo seroldgico se

efectué alos 0, 30, 60, y 90 dpv (Figura 17).

Inoculaciones en bovinos

1 l \4 Dias post

vacunacion

Muestreo seroldgico

Fig.17
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M.4.1.5-Tests Serolégicos empleados

Para la deteccion de Acs anti-PNEs se realizaron las técnicas: ELISA 3AB1, 3ABC ELISA (/CT-
MILSTEIN), 1-ELISA 3ABC (Panaftosa) y ELISA 3D las cuales fueron descriptas anteriormente. En el
caso de animales inoculados con vacuna polivalente comercial también se analizé el nivel de Acs

contra proteinas estructurales (ELISA en fase liquida).

M.4.2-Modelo Murino

M.4.2.1-Determinacion de la dosis minima inmunizante de la PNE 3ABC recombinante

Con el fin de estudiar la minima dosis capaz de inducir Acs contra PNE-VFA, los murinos
fueron divididos en grupos integrados por 5 ratones BALB/c de 2 meses de edad; cada grupo
recibié un total de 3 dosis de 0,2mL de vacuna experimental por via intraperitoneal y las

inoculaciones se efectuaron a los 0, 15, y 30 dias (Figura 18).

Inoculaciones en murinos

Dias post
vacunacion

Muestreo seroldgico

Fig.18.

Para la formulacion de las vacunas experimentales se empled como inmundgeno la PNE
del VFA 3ABC recombinante cedida por el ICT-MILSTEIN. Para formular cada una de las vacunas se
colocd en una jeringa de 2,5 mL la fase acuosa con la concentracion adecuada de antigeno, luego
en otra jeringa de igual volumen se cargd el adyuvante oleoso cedido gentilmente por el
Laboratorio Biogénesis, ambas jeringas se interconectaron por una llave de tres piezas y se
procedid a agitar manualmente a baja velocidad a modo de generar una formulacién al 50 % fase

en acuosa y 50 % en fase oleosa.
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Las fases acuosas se realizaron con distintas masas/dosis de antigeno recombinante
detalladas a continuacion:
Grupo 1: 670 ng; Grupo 2: 170 ng; Grupo 3: 42.5 ng; Grupo 4: 26 ng Grupo 5: 10.6 ng: Grupo 6:
2.6ng.

El muestreo seroldgico se efectud a los 0, 15, 30, 45 y 60 dpv. La respuesta inmune se
evalué empleando el test seroldgico desarrollado para el modelo murino mencionado en la

seccion M.2.2.5 de este apartado.

M.4.2.2-Estudio preliminar en vacunas

Se trabajo con 6 grupos experimentales conformados por ratones BALB/c de 2 meses de
edad. Los mismos fueron inoculados con vacunas oleosas comerciales polivalentes previamente
evaluadas en el modelo bovino.

Cada animal recibié un total de 3 inoculaciones por via intraperitoneal en un intervalo de
15 dias; el volumen de la dosis fue de 0. 2mL/ animal.

El muestreo seroldgico se realizdé a los 0, 15, 30, 45 y 60 dpv; La respuesta inmune se
evalué empleando el test seroldgico desarrollado para el modelo murino mencionado en la
seccién M.2.2.5 de este apartado (ELISA 3AB1 ratdn). El disefio experimental se detalla en la

Fig.19.

Inoculaciones en murinos

Dias post
vacunacion

Muestreo seroldgico

Fig.19.
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M.5-Modelo in vitro para determinacion de proteinas no estructurales en formulaciones

vacunales

En esta seccion se estudia la factibilidad y el desarrollo de un test que podria permitir a
futuro la deteccidon de PNEs ya sea en la formulacién vacunal, en muestras de bancos de antigenos
o bien analizar las distintas etapas de purificacion de la vacuna para corroborar la clarificacién y
eliminacién de estas proteinas a fin de realizar un control durante las etapas de producciéon. Se
eligio un ELISA de captura indirecto, en donde el antigeno no estructural (de estar presente en la
vacuna) seria capturado por un Ac especifico previamente adherido a la placa de ELISA, vy
posteriormente seria detectado con un segundo Ac, también especifico. De haber reaccidn
inmunoldgica la misma se evidenciaria empleando un Ac conjugado con peroxidasa anti-especie y
revelada con OPD. La ventaja de este formato de ensayo es la posibilidad de analiza varias
muestras en una misma placa, (que podria corresponderse a las distintas etapas de produccién de
un lote vacunal), la especificidad brindada al trabajar con los Acs anteriormente mencionados, y
por ultimo el ensayo, si bien es cualitativo, empleando un control estdndar adecuado y realizando
los estudios pertinente podria brindar una estimacion cuantitativa de la masa de antigeno

remanente presente en la muestra analizada.

M.5.1-Desarrollo de ELISA de captura para la deteccién de proteinas no estructurales.

M.5.1.1-Factibilidad

Se emplearon como captura sueros policlonales de conejo, bovino y ratén anti- 3AB1 un
AcM de referencia y el AcM anti-3AB1 para evaluar el mejor sistema de captura; como detectores
se estudiaron un suero de cobayo monoespecifico, un suero de cobayo infectado y un suero de

cobayo normal. Se emplearon como antigeno las proteinas recombinantes 3AB1 y 3ABC.

M.5.1.2-Optimizacion y estandarizacion de los reactivos

M.5.1.2.1-Seleccion del Buffer de captura

Se evaluaron tres buffer de captura: buffer carbonato de sodio /bicarbonato de sodio
(BCB), 50mM pH9,6; TRIS-HCI 20mM pH 8,5 y PBS 10M, pH 7,2 . La incubacién de esta etapa se

realizé a 4°C durante 12 horas.
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M.5.1.2.2-Ajuste de la dilucion de uso del anticuerpo monoclonal anti-3AB1 utilizado

como captura

Se ajustd la dilucion de uso del AcM captura. Se hicieron diluciones dobles de dicho Ac
desde 1/1000 hasta 1/16000 y se midié su absorbancia a distintas concentraciones (ng/pocillo) de

la proteina estandar.

M.5.1.2.3-Seleccion del Buffer de Bloqueo

Se analizaron un total de 8 bloqueantes, PBST-gelatina 1%, PBST-BSA 1%, buffer
polivinilpirrolidona (PVP), PBST-1X, PBST-SNE 10%, PBST-LECHE3%, PBST-SNE10%-LECHE3%-PBST-
OVA 1% para evitar pegadas inespecificas de componentes del suero detector. De dichos
bloqueantes se adicionaron 70 uL/pocillo y la incubacién se llevé a cabo durante 1 h a 37°C con

agitacion.

M.5.1.2.4-Suero de cobayo detector especifico y Conjugado anti-lgG de cobayo-

peroxidasa

Con el suero de cobayo anti-3AB1 se realizaron diluciones seriadas en PBST-OVA1%-SNR al
2% y se compard respecto de un suero normal de cobayo empleados como detectores en el
sistema de ELISA y un suero de cobayo infectado con el VFA serotipo C. La incubacion de esta
etapa fue de 30 min. a 37°C con agitacién. Para determinar la diluciéon dptima del conjugado anti-
especie se hicieron diluciones de trabajo desde 1:500 hasta 1:8000 en PBST-OVA1%-SNR2%, se
incubd 30 min. a 3792C. Luego se adiciond el sustrato OPD (Sigma 0,4 mg/mL) en tampdn 0,1M
citratotrisédico, a pH 4,5 y H,0, al 0,03% durante 15 min. Posteriormente, se detuvo la reaccidn
con H,SO,2 Ny se realizd la lectura a 492 nm. Entre cada paso del ensayo se realizaron 3 lavados

con PBS 0.25X-Tween 20 al 0,05% para eliminar los excesos de reactantes.

M.5.1.2.6 Parametros de calidad del ELISA

Se analizaron los parametros Precision (Repetibilidad o precisién intraensayos; precision
intermedia o interensayos y reproducibilidad o precisidn interlaboratorios), limite de deteccién y

se realizd la curva de regresion pertinente.
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Se utilizaron distintas concentraciones de proteina 3AB1 purificada y distintos lotes de la
misma de modo de determinar el limite de deteccion de la técnica. Posteriormente se analizd otro
antigeno recombinante, la proteina 3ABC cedida gentilmente por el [ICT MILSTEIN, la cual
comparte epitopes con la proteina estandar y se la empleé a modo de comprobar si el test

desarrollado era capaz de capturarla.

M.5.1.2.7-Protocolo final del ELISA de captura

Una vez comprobada la factibilidad del ELISA de captura y analizado cada uno de los
reactivos componentes del test se confecciond un protocolo definitivo de esta técnica donde se

describieron todos los reactivos utilizados, junto al procedimiento del ensayo.

M.5.2-Utilizacién del ELISA de captura

M.5.2.1-Evaluacion de la presencia de PNEs en formulaciones vacunales experimentales

A modo de evaluar en forma cualitativa la presencia de la PNE 3ABC en formulaciones
vacunales empleando como herramienta el test de captura previamente desarrollado, se utilizaron
4 de las vacunas experimentales que fueran usadas como inmunégeno en la seccidon de Modelos in

vivo para control de la presencia de PNE-VFA en vacunas.

S Concentracion inmundégeno | Dosis inoculada Fase Acuosa Fase oleosa
3ABC total (ug/mL) 3ABC ng PBS 1X Marcol 52
#2 0,84 167 50% 50%
#3 0,21 42,5 50% 50%
#4 0,13 26 50% 50%
#5 0,05 10,6 50% 50%

Fig. 20: Caracteristicas de las vacunas utilizadas

El procedimiento para realizar estas formulaciones fue descripto en la seccién M.4.1.3.2 de

materiales y métodos.

M.5.2.1.1-Extraccion de la PNE 3ABC desde formulaciones oleosas experimentales

Las vacunas oleosas se llevaron a temperatura ambiente, se agitaron 2 min. e

inmediatamente se recolectaron 1,5 mL para la extraccién; tras agregar 3 mL de diclorometano y
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0,25 mL de agua destilada los tubos conteniendo las formulaciones se agitaron 3 min. en vortex y
se dejaron reposar otros 3 min. Una vez realizada la centrifugacion a 2000 rpm durante 5 min.; la
fase acuosa fue transferida a un tubo de 2 mL. Al residuo oleoso se le anadié 0,5mL de agua
destilada repitiendo todo el procedimiento 2 veces; los extractos acuosos se reunieron y sin

concentrar se procesaron por el test ELISA de captura.

M.5.2.2-Evaluacion de la presencia de PNEs nativas en sobrenadantes de cultivo de

células infectadas con el VFA

Si bien al momento de finalizada esta tesis no se pudo realizar un control sobre la
produccion de vacunas con el test desarrollado, se procedid alternativamente a la infeccién de
células susceptibles al VFA; desde el sobrenadante de las mismas, luego de haberse corroborado el
efecto citopatico, se evalud la factibilidad de capturar PNEs nativas pero sin concentrar el

sobrenadante celular.

M.5.2.2.1-Infeccion de células BHK-21 con el VFA

Una monocapa de células BHK-21 contenida en un frasco de 150 cm? fue infectada con 1,5
mL de VFA A2001 en 15 mL de medio MEM D durante 90 min. de adsorcién a 372C en CO,5%.

A las 72 horas se congeld el cultivo con total efecto citopatico y se mantuvo a -209C, el
mismo fue inactivado con una solucion de 2-Bromoetilamin.a.HBr (BEI) al 1% en NaOH 0,2 M
durante 18 horas a 372C con agitacion leve. A la suspensién viral ya inactivada contenida en el
frasco de 150 cm” se le afiadio la centésima parte del volumen total de la solucién de Tiosulfato de
Sodio 1M (con el objeto de destruir el BEI remanente) y se mantuvo 30 min. a 372 con agitacién

leve. Luego de dicho procedimiento se retird el cultivo del area de bioseguridad NBS3A.
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R.1-Produccion de reactivos para las diferentes técnicas y ensayos
R.1.1-Proteina recombinante 3AB1

R.1.1.1-Deteccion de la presencia del inserto en las bacterias transformadas y andlisis de

restriccion

La secuencia nucleotidica que codifica para los 176 aminodacidos del péptido 3AB1 se cloné
en el plasmido pRSET A (Invitrogen) StPerstein etal. 1997) ‘Ecta yector de expresion cedido gentilmente
por el Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar, es controlado por el promotor T7, incorpora en
3’ un punto de unién a ribosoma, un ATG y una secuencia que codifica para 6 histidinas
consecutivas, tras la cual se clona en el mismo marco de lectura la secuencia que codifica para la

proteina de interés.

En 10 colonias seleccionadas al azar de E. coli BL21 transformadas con el plasmido
recombinante pRSET A-3AB1 fue confirmada la identidad del inserto por PCR con los cebadores
especificos “T7 forward” y “T7reverse”. Los resultados obtenidos por colony PCR verificaron que

las colonias contenian el inserto de tamafio correcto (Fig. 21).

9 10 12

Fig.21: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos en la verificacion
del correcto ensamblado de los fragmentos del plasmido pRSET A-3AB1. En los carriles 1 a 10 se ven
los productos de 10 colonias seleccionadas, en el carril 12 MPM: Marcador de Peso Molecular (1 Kb
Ladder).

Posteriormente se hizo un andlisis por restriccion enzimdtica sobre 4 de las colonias

positivas por PCR. Estos clones fueron digeridos con una enzima de corte Unico (BamH |) para
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linealizar el plasmido y mediante la digestion con dos enzimas flanqueantes del inserto (BamH | y

Hind I11) se logré liberar el mismo en el clon 8 y 9 verificando asi su tamafio (1Kb aprox.)

Fig.22: Confirmacion del pldsmido recombinante pRSET A-3AB1 por digestion con dos
enzimas de restriccion. Se observa el producto de la digestion doble con las enzimas Hind Ill y BamH |,
liberdndose un fragmento de tamarfio correspondiente al esperado para los clones 8 y 9. E vector
PRSET A sin inserto fue digerido con la enzima BamH | para el cual se observa una banda de 3Kb en el
ultimo carril se ubica nuevamente el MPM de 1Kb.

R.1.1.2-Secuenciacion de la porcion codificante para la proteina 3AB1 presente en el

pldsmido pRSET A-3AB1-his

De los clones de E. coli transformados con el plasmido pRSET A analizados en el punto
anterior, se selecciond el clon 8 con el cual se realizé la secuenciacion aminoacidica “in silico”
(CLUSTAL W-BIOEDIT) que demostré una identidad del 90% con relacidn a secuencias

aminoacidicas de la proteina 3AB1-VFA, presentes en el Gene Bank.

A continuacién se muestra tanto la secuencia nucleotidica como la aminoacidica de la
proteina recombinante 3AB1, y luego el alineamiento resultante entre la secuencia aminoacidica

de la proteina 3AB1 y la proteina 3AB del VFA obtenida de la Base de Datos del Gene Bank.
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Secuencia nucleotidica: proteina 3AB1 recombinante

>MVT-3AB1-T7promotor

ICATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACG
IATAAGGATCGATGGATCCGACCTCGAGCAATCTCAATTCCTTCTCAAAAATCCGTGCTGTACTTTCTCATCGAGAA
GGGCCAGCACGAGGCTGCAATTGAATTCTTTGAGGGCATGGTACACGACCCCATCAAGGAGGAGCTCCGGCCTCTC
IATCCAACAGACCTCATTTGTGAAACGCGCTTTCAAGCGCTTGAAGGAAAACTTTGAGATTGTTGCCCTATGTTTGA
NCCTTCTGGCCNACATAGTGATCATGATCCGCGAAACTCGCAAGAGGCAGAAAATGGTGGATGACGCAGTGAGCGA
GTACATCGAGAAGGCAAACATCACCACGGATGACAAGACCCTTGACGAGGCGGAAAAGAACCCTCTGGGGACCAGC
GGCGCCACCGCTGTAGGTTTCAGAGAGAAAACTCTAACGGGTCAAAGGGCGTGTGATGACGTGAACTCCGAGCCTG
CCCAGCCCGCTGGAGAGCAACCACTAGCTGAAGGACCCTACTCCGGGCCGCTTGAGCGCCAGAGACCTCTGAAGGT
GAGAGTTAAGCTCCCACAGCAGGAGMCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGAAGCTTGATCCGGCTG

Fig.23: Secuencia nucleotidica obtenida del inserto del pldsmido pRSET A-3AB1-his. La
secuencia codificante para la proteina 3AB1 se destaca en negro, seguida del codon stop (rojo); En
azul se pueden observar los fragmentos de la secuencia del pldsmido pRSET A y la secuencia que
codifica para la cola de histidinas.

A-Secuencia aminoacidica de la proteina 3AB1 recombinante

S EEETY BEPEE) EEEE] BERERY FEEEY BERER] PEEE] BERERY BEEE |
5 15 25 35 45
3AB1 AISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDPIKEELR PLIQQTSFVK

S EEER IETEEY PEERS IEREEY EERR IEEEE BEER JEEETY BEe |
55 65 75 85 95

3AB1 RAFKRLKENF EIVALCLXLL AXIVIMIRET RKRQKMVDDA VSEYIEKANI
-l---- .- S EEEEY BEETE) EETE) BEERR PEre |

105 115 125 135 145
3AB1 TTDDKTLDEA EKNPLGTSGA TAVGFREKTL TGQRACDDVN SEPAQPAGEQ

S EEEE] BERPE) EEERY BEPERY PEERY
155 165 175
3AB1 PLAEGPYSGP LERQRPLKVR VKLPQQE---
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B-Alineamiento de las secuencias de aminodcidos: 3AB1 — 3AB

Y [ R [N Y U Dy o D -
5 15 25 35 45
3AB1 AISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDPIKEELR PLIQQTSFVK
3AB -I1SIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDSIKEELR PLIQQTSFVK
Clustal Co FHx
Y [ [ TN D U ey e D —_—
55 65 75 85 95
3AB1 RAFKRLKENF EIVALCLXLL AXIVIMIRET RKRQKMVDDA VSEYIEKANI
3AB RAFKRLKENF EIVALCLTLL ANIVIMVRET RKRQKMVDDA VNEYIEKANI
R [ e . [ PR (R T e |
105 115 25 135 145
3AB1 TTDDKTLDEA EKNPLGTSGA TAVGFREKTL TGQRACDDVN SEPAQPAGEQ
3AB TTDDKTFDEA EKNPLETSGA STVGFRERTL PGQKACDDVN SEPAQPVEGQ
R [N I T ey |
155 165 175
3AB1 PLAEGPYSGP LERQRPLKVR VKLPQQE
3AB PQAEGPYAGP LERQKPLKVR AKLPQQE
Clustal Co * *****:** ****:***** -******

Fig.24: A. Fragmento de la secuencia de aminodcidos correspondiente a la proteina 3AB1. B.
Alineamiento entre ambas secuencias de aminodcidos de la proteina 3AB1 y de la proteina 3AB del
VFA obtenida de la Base de Datos del Gene Bank. Se encuentran resaltados con asteriscos, los
aminodcidos que son idénticos entre ambas secuencias.

R.1.1.3-Prediccion de determinantes antigénicos en la proteina 3AB1

Se compararon y alinearon las secuencias de aminodcidos predichas para la proteina
recombinante 3AB1 y la proteina 3AB obtenida en el Gen Bank. Los determinantes antigénicos
predichos estan resaltados debajo de las secuencias en color rojo, en donde los asteriscos (*)
corresponden a aminoacidos totalmente conservados y los puntos (.) a aquellos que varian en una
de las secuencias. Empleando el método de Kolaskar y Tongaonkar se determinaron 5 posibles
epitopes B, en 3 de los cuales encontramos entre una secuencia y otra, mutaciones puntuales en 2
aminoacidos. Sin embargo, el reconocimiento de la proteina por sueros de bovinos infectados con

el VFA por Western blot, indica que alguno de esos epitopes B se expresan durante el curso de la
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infeccion (R.1.1.6.1); posteriormente sueros de ratones inmunizados con dicha proteina fueron

capaces de reconocer PNEs nativas al infectar células BHK-21 con el VFA, lo cual se puso en

evidencia por Inmunofluorescencia indirecta (R.3.1.3.4)
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Fig.25: Prediccion de epitopes B, empleando el método de Kolaskar y Tongaonkar. Se
compard y alined las secuencias de aminodcidos de la proteina recombinante 3AB1 y la proteina 3AB

obtenida de la bases de datos del Gen Bank, en rojo se destacan los epitopes B predichos.

R.1.1.4-Expresion de la proteina 3AB1 recombinante

Una vez seleccionado el clon de bacterias E.coli BL21, transformadas con el plasmido

pPRSET A-3AB1-his con la secuencia codificante para la proteina 3AB1, se realizd una experiencia

previa para confirmar la expresidn y ajustar tiempos de incubacidn para futuras producciones de

proteina.

De este modo, mediante la realizacion de minigeles de poliacrilamida al 12% tefiidos con

Coomasie blue se analizd el nivel de expresién de la proteina 3AB1 en el cultivo de E.coli

transformado con el pldsmido pRSET A-3AB1-his con o sin induccién por el agregado de IPTG. Se

observé un aumento gradual en la expresion de la proteina 3AB1 (PM=27 Kd) en el cultivo
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inducido con el transcurso del tiempo de induccién (muestras tomadas cada 30 min. post-

induccidn) en comparacion con el no inducido.

En la Fig.26, se observa que partir de los 30 min post induccién hay un incremento en la
expresion de la proteina 3AB1 (calle 3) respecto del cultivo sin inducir (calle2), en las calles 4,5,y 6
se ve el aumento en el nivel de expresién a los 60, 90 y 120 min. post induccidn de la proteina

3AB1 (PM=27 Kd) en el cultivo transformado e inducido.

Fig.26: Electroforesis en SDS-poliacrilamida 12%, en geles tefiidos con Coomasie blue. Se
analizé la expresion de la proteina 3AB1 en cultivos de E.coli transformados con el pldsmido pRSET A-
3AB1-his, sin inducir (calle 2) y a distintos tiempos post- induccion con IPTG. (calles 34, 5, y 6). En la
calle 1 se sembré el marcador de peso molecular.

Para confirmar en forma especifica la presencia de la proteina 3AB1 en el cultivo
trasformado y luego inducido con IPTG, se realizo la transferencia desde el gel de poliacrilamida al
12% a una membrana de nitrocelulosa para realizar posteriormente la técnica de Western blot,
utilizando como primer Ac un suero policlonal anti-VFA proveniente de un animal de referencia
infectado con VFA (091), un Ac policlonal monoespecifico anti-3AB1 (HA5) y un AcM anti-his. En
todos los casos pudo observarse la banda de 27 Kd correspondiente a la proteina 3AB1 expresada

en los cultivos inducidos con IPTG previo a su enriquecimiento.
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Fig.27: Western blot de la proteina recombinante 3AB1 realizado a partir de cultivos de
E.coli transformados con el plasmido pRSET A-3AB1-his e inducidos con IPTG previo a su purificacion.
En cada membrana (A, By C) se emplearon diferentes primeros Acs como indican las leyendas de la
figura. 1. cultivo de E.coli sin transformar. 2. cultivo de E.coli transformado sin inducir

3.4.5.6.Tiempos de induccion de E.coli transformado e inducido con IPTG 7.MPM.

R.1.1.5-Produccion de stock de proteina recombinante 3AB1 mediante enriquecimiento

por el método de SDS-PAGE / Electroelucion

Se prepararon tres stocks proteicos para la realizacion del presente trabajo. Mediante la

electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes en formato grande

(SDS-PAGE Large), de cultivos de E.coli BL21 transformados con el plasmido pRSET A-3AB1-his e

inducidos con IPTG se identificd la banda de 27 Kd correspondiente a la proteina recombinante

3AB1 (Fig.28), luego se realizaron dos cortes paralelos, por encima y por debajo para extraer la

seccion del gel con la proteina recombinante en forma aislada del resto de las proteinas presentes

en la muestra. Una vez electroeluida del gel, se obtuvo a la proteina 3AB1 recombinante en forma

soluble y enriquecida.
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Fig.28: Gel de poliacrilamida (12%) formato grande (20 x 22 cm) tefiido con Coomasie blue.
Bandas correspondientes al lisado del cultivo de bacterias E.coli BL21 transformadas con el pldsmido
PRSETA-3AB1-his, e inducidas con IPTG. MPM (marcador de peso molecular). La banda remarcada se
corresponde a la proteina recombinante 3AB1.

R.1.1.6-Caracterizacion de la proteina recombinante 3AB1 obtenida

R.1.1.6.1-Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE) evidenciada por tincion con Coomasie blue y Western blot

La identidad de la proteina obtenida se evalud realizando un gel de poliacrilamida al 12%
donde se sembrdé la proteina recombinante soluble escindida; luego de realizar la corrida
electroforética se tifo el gel con Coomasie blue, para realizar el correspondiente andlisis de la
proteina 3AB1. A continuacion se efectud el Western blot utilizando distintos primeros Acs: 1) un
AcM anti-his y 2) un Ac policlonal “031” anti-VFA procedente de un animal de referencia infectado
con el VFA, ambos Ac revelan especificamente, la presencia de una banda de 27 Kd

correspondiente a la proteina recombinante 3AB1.
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27 Kd

1 2 MPM

Fig.29: Gel de poliacrilamida (12%) tefiido con Coomasie blue. MPM: marcador de peso
molecular; calle 1: proteina 3AB1 stock de referencia; calle 2: proteina 3AB1 (27 Kd) purificada por
SDS-PAGE / Electroelucién.

1
A | B
L —
1 2 3 1 2 3

Fig.30: Western blot de la proteina 3AB1. A: Utilizando como primer Ac un AcM anti-his. B:
Utilizando como primer Ac un suero policlonal “031” anti-VFA de referencia procedente de un bovino
infectado. Calle 1: 3AB1 stock correspondiente al gel de la Fig.21, solucion enriquecida por SDS-
PAGE/Electroelucion; Calle 2: stock de referencia, purificado por columna de afinidad, de proteina
3AB1 (27 Kd).

Se realizé un estudio detallado del stock de trabajo por Western blot. Para ello se utilizd

un panel de sueros de referencia para VFA:

e 4 sueros bovinos, provenientes de animales infectados con el VFA (de 21

dias post infeccién).

e 1 suero policlonal monoespecifico (HA5).

e 3 sueros bovinos provenientes de animales no infectados con el VFA, no

vacunados contra la enfermedad.

e 2 sueros bovinos provenientes de animales no infectados con el VFA,

vacunados contra la enfermedad.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Fig.31, donde se puede observar que los
sueros de los animales infectados y asi como también el suero policlonal monoespecifico
empleados como primeros Acs detectan la banda de 27 kd correspondiente a la proteina
purificada. En cambio con el panel de sueros no infectados empleados como primeros Acs no se

observé deteccion de banda alguna correspondiente al peso molecular de la proteina 3AB1.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 &% 10

BE = ERE

kd

Fig.31: Western blot de la proteina 3AB1 purificada. Calle MPM: corresponde al marcador de
peso molecular. Calle 1: membrana incubada con el suero policlonal monoespecifico; calles 2 a 5:
membranas incubadas con sueros de referencia provenientes de animales infectados con el VFA
(como primer Ac). Calles 6 a 10: membranas incubadas con sueros de referencia provenientes de
animales no infectados con el VFA (como primer Ac); de dichos sueros, los utilizados en las calles 7, 8
y 10 provienen de animales no vacunados contra el VFA; mientras que los utilizados en las calles 6 y 9
provienen de animales vacunados contra el VFA. Se puede observar una banda de 27 Kd
correspondiente a la proteina 3AB1 (calles 1 a 5).

R.1.1.6.2-Cuantificacion y Rendimiento

La concentracion proteica se determind empleando los métodos fisico quimicos de
Bradford y el kit comercial Micro BCA protein assay kit, de Pierce. También se estimo la masa
proteica mediante geles de poliacrilamida al 12% por comparacién colorimétrica con una curva
estandar de BCA. A partir de este resultado se estimd el rendimiento (en pg de proteina 3AB1
recombinante obtenida por litro de cultivo); asi como también el nimero de determinaciones

posibles (utilizando la técnica de ELISA 3AB1) por litro de cultivo para cada uno de los stocks.
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Stock Concentracion | n(uglL) n (det/L)
(ug/ul) ELISA 3AB1
2006 0.170 20000 150000
2007 0.133 16000 120000
2008 0.4 > 20000 | >120000

Resultados

Fig. 32: La tabla indica la concentracion de cada uno de los stocks proteicos obtenidos
(ug/uL), como también el rendimiento de cada lote .Referencia n: rendimiento en ug de

proteina/Litro de cultivo bacteriano y en determinaciones/Litro de cultivo bacteriano.

R.1.1.6.3-Inmunogenicidad de la proteina recombinante 3AB1

R.1.1.6.3.1-Deteccion de la proteina 3AB1 nativa y/o sus precursores por

inmunofluorescencia

Con el objeto de seguir evaluando la capacidad inmunogénica de la proteina 3AB1 se

utilizd la técnica de inmunofluorescencia indirecta con la cual sueros de ratones inoculados

condicho péptido reconocieron la proteina nativa y/o sus precursores, en células infectadas con el

VFA. Se observo la reactividad de los Acs murinos sobre las células BHK-21 infectadas con el virus

de la cepa 01 Campos en contraposiciéon con un SNR para VFA, donde no hay reactividad alguna,

concluyéndose que este es un péptido capaz de generar Acs.

Fig.33: Inmunofluorescencia indirecta: células BHK-21 infectadas con VFA e inactivado. En
la foto A, se empled suero de raton anti-3AB1 como primer Ac y en la foto B un SNR. En ambos casos
el segundo Ac empleado para realizar la deteccion es un anti-ratdén conjugado con fluoresceina.
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R.1.1.6.3.2-Deteccion de anticuerpos anti-3AB1 en ratones

Empleando la técnica de ELISA 3AB1, se analizaron los sueros provenientes de dos grupos
de 5 ratones BALB/c inoculados con 5ug de la proteina recombinante o con 5ug de una proteina
de E.coli BL21 de PM similar a la proteina 3AB1 (sistema que no expresaba la proteina de interés)
obtenida por el mismo proceso de purificacién y se los compard con un grupo de sueros normales.
Como se observa en el grafico 34, la proteina 3 AB1 induce una respuesta de Acs que produce una
alta sefial positiva en el ELISA, comparada con la proteina de E. coli inoculada en ratén, mientras

que los sueros normales estan muy por debajo del punto de corte (P.C) establecido (R.1.2.5).

2,5 9
D.O

2
> H3AB1

1 4 ProteinaE. coli

M SNR
0,5
S P.C
0 -
10dpv 20dpv 35dpv 45dpv

Fig.34: Comparacion de sueros de raton inoculados con la proteina 3AB1 recombinante y
con una proteina de E.coli respecto de SNR. En el eje vertical se grafican las densidades dpticas
medias obtenidas en el enzimoinmunoensayo y en el horizontal los dias post vacunacion.

R.1.2-Puesta a punto del ELISA 3AB1 raton

R.1.2.1-3AB1 como antigeno para ser utilizado en la técnica de ELISA

La dilucion 6ptima de uso de la proteina 3AB1 en la etapa de sensibilizacion de la técnica
de ELISA, fue de 0,0066 pg/pocillo en buffer carbonato/bicarbonato (pH=9,6) la incubacion se llevd

a cabo durante 12 hs a 4°C.

R.1.2.2-Control de ensayo positivo

Se desarrolld, segun fuera descripto en la seccidn de materiales y métodos, un suero

policlonal de ratén monoespecifico anti-3AB1 (M1). El propdsito de su elaboracién fue poder
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contar con un suero control positivo interno del ensayo o control de placa. Se obtuvieron 4 mL de
suero, los cuales fueron alicuotados y conservados a -70°C para preservar su estado. El suero M1
fue analizado en forma conjunta por Western blot comprobando su reaccién especifica contra las

PNEs 3AB1y 3ABC.

Posteriormente se realizd, a través del ELISA 3AB1, la titulacion del suero M1. Se
prepararon diluciones seriadas al medio del suero en buffer de dilucién del ELISA 3AB1 (desde
1:50, hasta 1:128000). Todas las diluciones fueron analizadas con el ELISA 3AB1. El ensayo se
repitié en 3 ocasiones diferentes (dias consecutivos). Con todos los datos obtenidos, se realizé una
curva de titulacién para evaluar el grado de reactividad del suero M1. En la Fig.35 se muestra la

curva obtenida para el suero M1 junto a la obtenida, para un pool de sueros de ratones normales.

A partir de la curva obtenida para el suero M1 (Fig.35), y considerando el valor limite de
positividad (punto de corte) correspondiente a la técnica de ELISA 3AB1 ratdn, se establecieron
dos diluciones del suero M1: 1) una dilucién equivalente a un suero positivo fuerte (1:500),
denominada control positivo fuerte (CPF); y 2) una dilucién equivalente a un suero positivo medio
(1:1500), denominada control positivo medio (CPM), para ser utilizadas como controles de
positividad y validez en el test de ELISA 3AB1 para el modelo ratén. Las dos diluciones finales, se

realizaron en una matriz de en SNR.
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Fig.35: Curva de dosis-respuesta para suero policlonal monoespecifico anti-3AB1 “M1” y un
pool de SNR analizados por la técnica de ELISA 3AB1. En el eje vertical se muestran los resultados
obtenidos (densidades dpticas brutas) en funcion de las diluciones de cada suero (eje horizontal).
Cada punto representa el promedio *+ un desvio estdndar (D.E) de series individuales de dilucion
(n=3). La linea horizontal en el grdfico de la derecha sefiala el resultado promedio (n=34) para la
técnica de ELISA 3AB1, del suero control “H5A” para el ELISA Bovino tomado de referencia, en la
dilucion de uso de dicha técnica (1:100).

Se realizaron por medio de la técnica de ELISA 3AB1, 17 series de 2 repeticiones cada una

(n=34 repeticiones) donde se analizaron las diluciones 1:500 y 1:1500 del suero M1 (Fig.36). Esto

permitié ver por un lado la reproducibilidad de los resultados obtenidos con las diluciones del

suero M1, y por otro demostrar la aptitud de éstas como posibles controles positivos (CPF y CPM)

de trabajo.

La dilucién de las muestras para el ELISA 3AB1 modelo raton quedé establecida en 1:50, la

misma es lo suficientemente concentrada para obtener reactividad con un suero positivo, dado

que para dicha dilucion el pool de sueros normales se mantiene muy por debajo del punto de

corte establecido (Fig.35).
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M1 M1
Medidas de 1:500) | (1:1500
Resumen (1:500) | (1: )
CPF CPM
N 34 34
D.0O media 1,1 0,95
Desvio estandar| 0,24 0,25
V% 23 26

Fig.36: En la Tabla se muestran los resultados del andlisis por ELISA 3AB1 del suero M1 en
sus dos diluciones (en SNR) de uso propuestas, M1 1:500 (CPF) y M1 1:1500 (CPM). Se muestran los
valores promedio de los resultados (expresados como densidad dptica bruta), desvios estandar y
coeficientes de variacion obtenidos para cada uno de los sueros analizados. D.O: densidad dptica, N:
numero de repeticiones, CV: coeficiente de variacion.

Por lo tanto, se definieron tres controles internos del ensayo:

° Un control positivo Fuerte (CPF): el suero M1 en dilucién 1:500.
° Un control positivo Medio (CPM): el suero M1 en dilucion 1:1500.
. Un control negativo (CN): pool de suero normal raton.

R.1.2.3-Criterio de normalizacion de resultados del ensayo

Se definié un criterio de normalizacidon de los resultados obtenidos, con el propdsito de
minimizar los errores y variaciones producidas al trabajar con datos crudos (densidades dpticas

brutas).

Por cada muestra, incluyendo los tres controles de placa (CPF, CPM, y CN) se realizan 3
réplicas por placa. De éstas, 2 son colocadas en pocillos con antigeno (proteina 3AB1) y la tercera
en un pocillo sin antigeno (para determinacion del blanco). Los resultados brutos de las dos
primeras réplicas son promediados (D.0.450 nm) y a este promedio se le debe restar el resultado
(D.0.450 nm) del tercer pocillo sin antigeno (blanco). Todos los resultados de las 29 muestras y los
3 controles internos de cada placa son procesados de esta manera. Una vez procesados, cada uno
de los resultados (incluyendo los CPM y CN) son normalizados con relacién al CPF de su respectiva

placa, expresandose como un porcentaje de dicho control:
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PP%= (D.O. procesada de muestra analizada / D.O. procesada del CPF) x 100

PP: porcentaje de positividad porcentual respecto al control positivo fuerte.

El resultado final de cada muestra analizada, queda entonces expresado en forma
porcentual, y relativizado al CPF de su respectiva placa. Utilizando el punto de corte establecido
para la técnica de ELISA 3AB1 (R.1.2.5), se puede concluir si una muestra es positiva o negativa

para esta técnica.

R.1.2.4-Criterios de validez del ensayo

Se establecieron los siguientes criterios de validez del ensayo:

1. la densidad dptica procesada del CPF de cada placa debe estar dentro del siguiente rango
de valores: 0,60 — 1,60. Dicho intervalo surgié del analisis los resultados procesados de 34
réplicas del CPF, a partir de la siguiente ecuacion: Xm+2*D.E. (promedio + 2 desvios

estandar).
2. unavez normalizado el CPM de cada placa debe resultar positivo.
3. unavez normalizado el CN de cada placa debe resultar negativo.

Para que un ensayo se considere valido debe cumplir con cada uno de los tres criterios
definidos anteriormente. Si un ensayo no cumpliera con alguno de ellos debe ser repetido en su

totalidad.

R.1.2.5-Determinacion del punto de corte del ensayo

El punto de corte de un ensayo permite la clasificacion de los resultados obtenidos a
través del mismo en dos categorias Unicas: “resultados positivos” y “resultados negativos”. Para
determinar el punto de corte del ELISA 3AB1 se utilizaron 283 muestras de suero de ratones
BALB/c de 8 semanas de edad, provenientes 3 bioterios de la provincia de Buenos Aires. Los
resultados obtenidos para estos 283 sueros, por medio de la técnica de ELISA 3AB1, fueron
normalizados segun los criterios establecidos para la misma, quedando expresados en forma
porcentual con relacidn al CPF. A partir de estos resultados, se comprobd la distribucion normal de

los mismos (Fig.37), y se estimd el valor de la media en 1,03 %. El punto de corte quedd
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establecido a 3 desviaciones estandar (D.E= 4,2 %) por sobre el valor de la media estimada

(Xm=1,03 %).

Punto de corte del ELISA 3AB1 = 14 % o bien 0,162 D.O (relativo al valor del control

positivo primario (CPF) del ensayo).

Interpretacion: los resultados de las muestras analizadas por la técnica de ELISA 3AB1,
procesados y normalizados, que sean iguales o mayores al 14 % del CPF de su respectiva placa,
serdn consideradas positivos para este ensayo. Por otro lado, aquellos resultados menores al 14 %

del CPF, seran considerados negativos.
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Fig.37: Grdfico de distribucion de 283 sueros de raton normal empleados para el cdlculo del
punto de corte (PC o punto de corte) del ELISA 3AB1 para el modelo raton. Ndtese que en una
dilucion alta (1:50) la totalidad de los sueros normales se mantienen muy por debajo del PC.
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R.2-Modelos in vivo para control de la presencia de PNEs en vacunas

R.2.1-Modelo Bovino

R.2.1.1-Estudio de vacunas

Actualmente en los programas de erradicacién y vigilancia epidemiolégica la deteccion de
Acs anti-PNEs VFA, se utiliza para diferenciar animales vacunados de infectados. Con el objeto de
determinar si las trazas de PNEs presentes en vacunas podrian interferir con los test seroldgicos
empleados, nos hemos propuesto realizar multiples vacunaciones experimentales en el modelo
bovino (modelo animal de referencia) empleando una vacuna libre de PNEs (vacuna control) y con
otras que potencialmente puedan contener trazas de dichas proteinas. Para ello se utilizaron
grupos experimentales de 2 a 4 bovinos cada uno cuyas edades oscilaron entre 6 y 12 meses; cada
grupo recibié un total tres dosis de dichas vacunas y las inoculaciones se efectuaron cada 30 dias.
Las sangrias se realizaron también en intervalos de 30 dias desde el tiempo 0 hasta los 120 dpv.
Todos los sueros fueron analizados por 4 enzimoinmunoensayos que detectan PNEs-VFA: el test
de referencia I- ELISA 3ABC (Panaftosa) propuesto por la OIE, ELISA 3AB1, ELISA 3ABC (ICT-
MILSTEIN) y el ELISA 3D.

R.2.1.1.1-Seleccion de los animales

R.2.1.1.1.1-Andlisis seroldgico y andlisis de la no circulacion viral

Se trabajé con 8 grupos de animales, de 2 a 4 bovinos cada uno, cuyas edades oscilaran
entre 6 y 12 meses de edad. Estos animales recibieron previamente una dosis de vacuna anti-

aftosa aprobada por SENASA.

Mediante ELISA en fase liquida se determind que esta poblacion contaba con un alto titulo
de Acs totales contra proteinas estructurales de VFA para todas las cepas incluidas en la vacuna
(Virus A, O y C) (Fig.38). Los sueros fueron al mismo tiempo analizados mediante ELISA 3AB1 para
determinar la presencia de Acs contra PNEs del virus, los cuales son indicadores de replicacion
viral en el huésped y por lo tanto de circulacidn viral. A su vez, muestras de LEF fueron analizadas
por RT-PCR para la deteccién de genoma viral (Fig.39). En ambos casos, los estudios resultaron

negativos tanto para los animales implicados en esta experiencia, como para aquellas muestras
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tomadas al azar de los bovinos de la poblacién acompafiante (datos no mostrados), lo cual

confirma que no habia circulacién viral en la poblacion.
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? 1,50
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- e P4
1 ——P3
| === C. Neg.
O0dpv 30dpv 60dpv 90dpv 120dpv

Fig.38: Acs totales inducidos en bovinos luego de la vacunacion. Se muestran los titulos
promedios de cada grupo. En este caso el andlisis se realizo para el virus 01 Campos, tanto para el
serotipo A2001 y C Indaial se obtiene un perfil similar (datos no mostrados).

Mm-+ M+ C+
- .

Bovinos de la experiencia

»Mm+: Muestra de LEF tomada a los 7DPI de un bovino infectado por via
intradermolingual empleando 10 DICT50% Virus O1 Campo ANIMAL SUSCEPTIBLE

» Control Negativo: agua

»M+: Muestrade LEF de animal infectado

»C+ Pool productos PCR

Fig.39: gel de agarosa de los productos de PCR en muestras de LEF. El total de las muestras
poblacionales tomadas, resultaron negativas para RNA del VFA.
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R.2.1.1.2-Andlisis de la deteccidn de anticuerpos contra PNEs

R.2.1.1.2.1-Andlisis y deteccion de anticuerpos anti-3D

Al analizar los sueros mediante el ELISA 3D se evidencia que tanto el grupo inoculado con
la vacuna control negativo como el resto de los grupos generan respuesta inmune humoral contra
el antigeno 3D a partir de los 60 dpv, es decir, cuando ya han recibido la segunda dosis de la
vacuna. Esto es debido a que la PNE 3D (RNA pol) es un componente de por lo menos 20-30% de
las particulas virales lo cual fue demostrado en un estudio realizado por Newman y cols (1994).
por microscopia electrénica , por lo tanto, la falta de reactividad contra 3D en muchos de los
animales vacunados a los 30 dpv puede deberse a una concentracion insuficiente del polipéptido
3D en las suspensiones virales y por ello los Acs comienzan a detectarse luego de las

revacunaciones.
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Fig.40: Grdficos de barras que muestran los resultados obtenidos por el ELISA 3D al analizar
muestras provenientes de 25 animales que recibieron 3 dosis de vacunas anti-aftosa. En el eje
horizontal se representan los dias post vacunacion (dpv) y en el vertical el numero de animales de
cada grupo. Los animales que no han generado Acs detectables contra el antigeno no estructural 3D
se destacan en color gris, aquellos en que los Acs son detectables y considerados positivos se
grafican en naranja.
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3D
O0dpv |30dpv |60dpv |90 dpv|120dpv
C.Neg.|0/4 |0/4 |2/4 |[2/4 2/4
Vi 0/2 |0/2 1/2 2/2 2/2
V2 0/2 |0/2 1/2 2/2 2/2
P3 0/4 |(1/4 1/4 2/4 2/4
P4 0/3 |0/3 2/3 2/3 2/3
P5 0/3 |0/3 1/3 1/3 1/3
6A 0/3 |0/3 |0/3 1/3 1/3
6B 0/4 |0/4 |2/4 [2/4 2/4

Fig.41: En la tabla se resume el resultado obtenido para el test ELISA 3D. Se indica para
cada una de las vacunas el numero de animales positivos sobre el total por grupo para los diferentes
dpv.

En todos los grupos vacunales evaluados, incluyendo el grupo control, a partir de
los 90dpv hay al menos un animal positivo en cada categoria al analizar las muestras
utilizando el ELISA 3D.

R.2.1.1.2.2-Andlisis y deteccion de anticuerpos anti-3AB1 y 3ABC

La capacidad de distintas vacunas comerciales anti-aftosa de inducir Acs anti-PNEs fue
determinada mediante 3 ELISA especificos contra 3AB1 o 3ABC (ELISA 3AB1, I-ELISA 3ABC
Panaftosa, ELISA 3ABC).

Para las vacunas P4 y V5 (Fig.42.B y C) la totalidad de los animales resultaron
seronegativos para los tres test diagndsticos, aun luego de la tercera reinmunizacion (90 dpv) al

igual que la vacuna control negativo (C. Neg) (Fig.42.A).
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Fig.42: Andlisis de las vacunas C.Neg, V5 y P4 (A, By C). En el eje vertical se representa el
numero de animales positivos (gris), negativos (blanco) o dudosos; en el eje horizontal los dpv.

En el caso de la vacuna V1 por la técnica 3AB1 se detecta como positivo 1 animal de un

total de 2, 30 dias posteriores al tercer booster (120dpv), la técnica 3ABC también detecta al
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mismo animal luego del segundo booster como dudoso, no pudo medirse su respuesta a los
120dpv. En cuanto al I-ELISA Panaftosa, a los 60 dpv detecté como dudoso al mismo animal y ya

para los 90 dpv es determinado como positivo junto con el segundo animal del grupo. (Fig.43.A).

Al analizar la vacuna V2 mediante ELISA 3AB1 a los 60 dpv se detectd 1 animal positivo,
siendo todos positivos en los siguientes muestreos. El I-ELISA Panaftosa detecté 1 animal como
dudoso a los 60 dpv y positivo a los 90 y 120 dpv. En cambio, el test 3ABC sélo a partir de los 90
dpv es capaz de detectar el mismo suero como positivo (Fig.43.B).

Empleando el test 3ABC no es posible detectar reactividad alguna contra la vacuna P3,
incluso luego del tercer booster, sin embargo, tanto el ELISA 3AB1 como el |-ELISA Panaftosa, a
partir del segundo booster (60 dpv), indican un mismo suero positivo que se mantiene como tal

hasta el final de la experiencia
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Fig.43: Resultados obtenidos para las vacunas V1, V2 y P3 (A, By C). En el eje vertical se
representa el numero de animales positivos (gris), negativos (blanco) o dudosos (rayas); en el eje
horizontal los dpv.

La respuesta inmune inducida por la vacunas 6A dan el mismo perfil tanto para el test I-
ELISA Panaftosa y como para el ELISA 3AB1: a los 30 dpv la técnica 3AB1 detecta 1 suero positivo
de 3 y para I-ELISA Panaftosa este suero es dudoso; siendo todo el grupo 6 A positivo a los 60 dpv
por ambas técnicas. El ELISA 3ABC no detecta ningun suero dudoso o positivo a los 30 dpv sin
embargo, ya para los 60 dpv para los tres enzimoinmunoensayos la totalidad de animales son
positivos (Fig.44.A).

En cuanto a la vacuna 6B a los 30 dpv tanto con el ELISA 3AB1 como con el [-ELISA
Panaftosa se detectan 2 animales positivos de 4. Para el mismo tiempo post-vacunacién, el ELISA
3ABC fue capaz de detectar 1 animal positivo y 1 dudoso, los mismos que resultaron positivos por
los otros 2 inmunoensayos. A partir de los 60 dpv mientras que el ELISA 3AB1 muestra la totalidad
de los animales como positivos, el I-ELISA PANAFTOSA es capaz de detectar 3 animales positivos
de un total de 4 y el ELISA 3ABC, también establece 3 sueros positivos y 1 negativo a los 60 dpv, el

cual se vuelve dudoso a partir de los 90 dpv (Fig.44.B).
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Fig.44: andlisis de las vacunas 6 A y 6B (A y B respectivamente). La categoria del estado

seroldgico se definié como animales positivos (gris), negativos (blanco) o dudosos (rayas).

En resumen, de los resultados obtenidos para las vacunas 6A y 6B se observa que practicamente a
los 90 dpv (luego de la tercera inmunizacion), la totatidad de los animales de cada grupo
presentan Acs anti- PNE, lo cual es detectado por todos los 3 tests indicando que posiblemente
estas vacunas contengan una masa mayor de proteinas espurias que el resto de las formulaciones

analizadas.

A continuacion en la figura 45, se resume en una tabla los resultados obtenidos en eta

experiencia:
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ELISA 3AB1 ELISA 3ABC I-ELISA 3ABC
Odpv |30dpv |60dpv |90 dpv|120dpv |0dpv |30dpv |60dpv |90 dpv |120dpv|0dpv (30dpv |60dpv |90 dpv |120dpv
C.Neg.|0/4 |0/4 |0/4 0/4 0/4 0/4 |0/4 0/4 |0/4 ind 0/4 |0/4 0/4 0/4 0/4
V1 0/2 |0/2 0/2 0/2 1/2 0/2 |0/2 0/2 |1/2 (1D)[ind 0/2 0/2 1/2 (1D)|2/2 2/2
V2 0/2 |0/2 1/2 2/2 2/2 0/2 |0/2 0/2 1/2 ind 0/2 [0/2 1/2 (1D)|1/2 1/2
P3 0/4 |0/4 1/4 1/4 1/4 0/4 |0/4 0/4 |0/4 ind 0/4 |0/4 1/4 1/4 1/4
P4 0/3 |0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 |0/3 0/3 |0/3 ind 0/3 |0/3 0/3 0/3 0/3
P5 0/3 |0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 |0/3 0/3 0/3 ind 0/3 [0/3 0/3 0/3 0/3
6A 0/3 |1/3 3/3 3/3 3/3 0/3 |0/3 3/3  |3/3 ind 0/3 [1/3(1D)|3/3 3/3 3/3
6B 0/4 |2/4 4/4 4/4 4/4 0/4 |2/4(1D)|3/4 4/4 (1D)|ind 0/4 |(2/4 3/4 3/4 3/4

Fig.45: La tabla muestra los resultados obtenidos con los tres enzimoinmunoensayos (ELISA
3AB1, ELISA 3ABC e I-ELISA 3ABC test de referencia de Panaftosa). En cada fila se colocaron las
diferentes vacunas analizadas vs los dpv en cada columna. Para cada dpv se muestran los animales
positivos sobre el total de cada grupo (1D denota que a ese tiempo el animal tiene un nivel de Acs
dudoso para el test, el cual en todos los casos luego se positiviza). Ind: indica un andlisis no
determinado (indeterminado).

R.2.1.2-Determinacion de la dosis minima inmunizante de la PNE 3ABC recombinante

Con el objeto de determinar la minima cantidad (en masa por dosis) de PNE capaz de
desencadenar una respuesta de Acs en bovinos, 6 grupos experimentales de 3 animales cada uno
fueron inoculados con 670 ng, 170 ng, 104,2 ng, 42,5 ng, 10,6 ng o 2,6 ng de la proteina
recombinante 3ABC. Cada grupo se inmunizé a los 0, 30 y 60 dpv y la respuesta inmune inducida

fue evaluada alos 0, 30, 60 y 90 dpv por ELISA 3AB1, I-ELISA 3ABCy ELISA 3ABC.

Para realizar este estudio comparativo se analizaron las mismas muestras por los 3
ensayos, siendo los resultados en cada caso procesados y normalizados de acuerdo a los criterios
establecidos por el fabricante/institucion desarrolladora; utilizando, ademas, los puntos de corte

respectivos recomendados por los mismos.

R.2.1.2.1-Seleccion de los animales

R.2.1.2.1.1-Andlisis seroldgico y andlisis de la no circulacion viral

Un total de 18 bovinos cuyas edades oscilaran entre 6 y 12 meses de edad fueron
seleccionados para esta experiencia. Estos animales recibieron previamente una dosis de vacuna

anti-aftosa aprobada por SENASA. Se realizé al igual que se detallé en la seccién R.2.1.1.1.1 el
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analisis seroldgico y el andlisis de la no circulacidn viral. Dichos estudios resultaron negativos lo

cual confirma que no habia circulacién viral en la poblacion.

Grupo

#1

#2

#3

#4

#5

#6

No

Bovinos

Dosis (ng)

2,6

Dosis (mL)

Inmundgeno

3ABC

recombinante

3ABC

recombinante

3ABC

recombinante

Adyuvante

Oleoso

Marcol 52

Oleoso

Marcol 52

Oleoso

Marcol 52

Fig.46: En La Tabla se detallan la cantidad de animales por grupo, la dosis, el inmundgeno
empleado y el tipo de adyuvante oleoso empleados en esta experiencia.
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R.2.1.2.2-Evaluacion de la dosis inmunizante utilizando tres enzimoinmunoensayos

R.2.1.2.2.1-Evaluacién por ELISA 3AB1

En la Fig.47 se observa que a partir de los 30 dpv, en los grupos inoculados con las masas
mas altas de inmundgeno (670, 170 y 104,2 ng), por lo menos 1 animal es capaz de generar niveles
de Acs detectables por la técnica. A los 60 dpv todos los animales de estos grupos presentan
niveles de Acs detectables por tanto son positivos. Sélo a partir de los 90 dpv y luego de la tercera
inmunizacién 1 animal de 3 es capaz de generar Acs con la dosis de 42,5 ng, siendo esta la minima

dosis capaz de inducir la respuesta inmune en el modelo bovino, medible por el ELISA 3 AB1.
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Fig.47: Grdficos de barras para el ELISA 3AB1. 6 grupos de animales que recibieron 3
inmunizaciones con vacunas experimentales formuladas con distintas dosis de la proteina
recombinante 3ABC. La dosis de 42,5 ng es la menor la cantidad de proteina capaz de inducir Acs
recién a los 90 dpv (después de la 3° inmunizacion). En el eje horizontal se representan los dias post
vacunacion (dpv) y en el vertical el numero de animales de cada grupo. Los animales que no han
generado Acs detectables contra el antigeno no estructural se destacan en color blanco (negativos o
N), aquellos en que los Acs son detectables y considerados positivos se grafican en negro (positivos o

P); tindica que 1 animal del grupo muric.
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R.2.1.2.2.2-Evaluacion por I-ELISA 3ABC
El andlisis de las muestras con el test de referencia de Panaftosa (I-ELISA 3ABC) arrojo los
mismos resultados que el ELISA 3AB1. Por lo tanto, nuevamente se concluye que la minima

cantidad de proteina requerida como inmunégeno en este modelo animal para generar Acs es de

42, 5 ng (Fig.48).
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Fig.48: Grdficos de barras para I-ELISA 3ABC de Panaftosa. En este caso también la dosis de
42,5 ng es menor la cantidad de proteina detectada a los 90 dpv y después de la 3° inmunizacion. En
el eje horizontal se representan los dias post vacunacion (dpv) y en el vertical el nimero de animales
de cada grupo. Los animales que no han generado Acs detectables contra el antigeno no estructural
se destacan en color blanco (negativos o N), aquellos en que los Acs son detectables y considerados
positivos se grafican en negro (positivos o P); tindica que 1 animal del grupo murio.
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R.2.1.2.2.3-Evaluacion por ELISA 3ABC

El andlisis de las muestras utilizando el ELISA 3ABC indicé que a partir de los 30dpv, al igual
que para el test 3AB1 y I-ELISA 3ABC, las dosis mas altas de inmundgeno eran capaces de generar
niveles detectables de Acs anti-PNE. A partir de los 60 dpv fue posible detectar como positivo 1
animal del grupo inmunizado con 42,5 ng y a los 90 dpv se pudieron detectar Acs anti-PNE en 2 de
los 3 animales de este grupo. Este enzimoinmunoensayo fue capaz, ademas, de detectar una
animal dudoso en el grupo inoculado con 10,6 ng. Este suero fue confirmado a los 180 dpv como

positivo tanto para este test como para el I-ELISA 3ABC manteniéndose como negativo para el

ELISA 3AB1.
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Fig.49: Grdficos de barras para 3ABC ELISA del ICT MILSTEIN. En este caso también para la
dosis 10,6 ng es a los 90 dpv el ensayo es detecta un suero dudoso, confirmado posteriormente
como positivo. En el eje horizontal se representan los dias post vacunacion (dpv) y en el vertical el
numero de animales de cada grupo. Los animales que no han generado Acs detectables contra el
antigeno no estructural se destacan en color blanco (negativos o N), aquellos en que los Acs son
detectables y considerados positivos se grafican en negro (positivos o P), los dudosos (D) en gris;

tindica que 1 animal del grupo murid.
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R.2.2-Modelo murino

Habiendo evaluado la respuesta inmune contra PNEs-VFA en bovinos respecto a la
presencia de restos de estas proteinas en vacunas y luego de haber determinado la masa minima
de la proteina recombinante 3ABC capaz de desencadenar una respuesta de Acs en bovinos, se
propone en este apartado desarrollar un modelo en animales de laboratorio alternativo al uso de
grandes animales.

Dado que el modelo ratéon ha sido ampliamente utilizado en nuestro Instituto para
estudiar tanto la inmunidad contra el VFA y su correlacion con el modelo bovino, se selecciond
esta especie para estudiar la respuesta inmune inducida contra PNEs VFA, la cual no habia sido
descripta en este modelo animal experimental.

Como se vio en la seccidon R.1.1.6.3.2 los ratones BALB/c adultos respondieron a la
inmunizacién con una PNE recombinante (3AB1), en ese caso se aplicaron un total de 3
inmunizaciones cada 10 dias con 0,2 mL de formulacién 50% fase acuosa y 50 % fase oleosa
(adyuvante completo de Freund para la primera dosis y adyuvante incompleto de Freund para las
dosis siguientes). Se pudo concluir que esta especie animal responde a la masa aplicada de
5ug/dosis en cada inmunizacién y que a partir de los 10 dpv el nivel de Acs anti-PNE estd muy por

encima del punto de corte (14%) del ELISA 3AB1 para el modelo ratén.

R.2.2.1-Determinacion de la dosis minima inmunizante de la PNE 3ABC recombinante

Con el objeto de determinar y comparar la minima dosis de la PNE 3ABC recombinante
capaz de generar una respuesta inmune humoral en ratones a partir de las dosis evaluadas para el
modelo bovino (seccidn R.2.1.2.2) se procedio a formular vacunas experimentales conteniendo las
mismas masa/dosis, a excepcidn de la dosis de masa 104 ng y se incorpord una dosis intermedia

entre las de 42,5 ngy 10,6 ng de masa absoluta 26 ng.
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Grupo N°® Dosis Dosis Inmundgeno  Adyuvante
Animales (ng) (mlL)
#1 3ABC Oleoso
5 670 0,2
recombinante Marcol 52
#2 3ABC Oleoso
5 170 0,2
recombinante Marcol 52
#3 3ABC Oleoso
10 42,5 0,2
recombinante Marcol 52
Ha 3ABC Oleoso
10 26 0,2
recombinante Marcol 52
#5 3ABC Oleoso
10 10,6 0,2
recombinante Marcol 52
#o6 3ABC Oleoso
5 2,6 0,2
recombinante Marcol 52

Resultados

Fig.50: En La tabla se detallan la cantidad de animales por grupo, la dosis, el inmundgeno o
y el tipo de adyuvante oleoso empleados en esta experiencia.

Como se detallé en la seccion M.4.2.1 de materiales y métodos los ratones se dividieron

en 6 grupos experimentales, los cuales fueron inoculados por via intraperitoneal y recibieron un

total de 3 inmunizaciones. El muestreo seroldgico se realizd desde los 0 dpv y se continud cada 15

dias hasta los 60 dpv. Los sueros fueron evaluados por ELISA 3AB1 puesto a punto para el modelo

raton (seccidn R.1.2). Los resultados obtenidos se resumen en la Fig.51.
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Fig.51: Determinacion de la dosis inmunogénica minima para la PNE 3ABC recombinante. El

grdfico de barras esquematiza en el eje vertical los porcentajes de animales positivos (P) o negativos
(N) respecto del total de animales por grupo y en el eje horizontal las distintas dosis de la proteina

recombinante 3ABC: la medicion del nivel de Ac se realizé desde los 0 a los 60 dpv.

Como se observa en la Fig.51 a partir de los 15 dpv, luego de la primera dosis, el 40% de

los animales pertenecientes a los grupos inoculados con las masa de inmundgeno mas altas, dan

una respuesta positiva y a partir de los 30 dpv la totalidad de estos 2 grupos presentan Acs anti-

PNEs; si bien en este tiempo el 20% del grupo 4 (dosis de 26 ng) presenta Acs y el 100% del grupo

3 inoculado con una dosis superior (45 ng) aun es seronegativo, al analizar los resultados a los 45

dpv, luego de la tercer dosis, se observa que en el 50% de los individuos del grupo 3y en el 60% de

los individuos grupo 4 se detectaron Acs anti-PNEs. Los porcentajes de estos 2 Ultimos grupos se

igualan a los 60 dpv alcanzando un 60 % de animales seropositivos en ambos casos.

Los grupos 5 y 6, inoculados con las menores dosis de la proteina recombinante se

mantuvieron seronegativos hasta incluso 30 dias posteriores a la tercera inmunizacién (60 dpv).
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R.2.2.2-Estudio preliminar de vacunas

Empleando el modelo murino se analizaron 6 vacunas: control negativo, V1, V2, 6B, 6Ay 5
previamente evaluadas mediante el modelo bovino.

Los animales fueron inoculados con el 10% del volumen de la dosis aplicada al bovino es
decir, 0,2 mL y recibieron un total de 3 inmunizaciones a los 0, 15 y 30 dpv. El muestreo seroldégico
se continud hasta los 60 dpv. La respuesta humoral anti-PNE-VFA se evalué por mediante el ELISA

3AB1 (seccion R.1.2).

100 -
90
80
70
60 -
50
40
30 - Neg
20 -
10 -

% Animales

B Pos

V1
V2
V1
V2
V1
V2
V1
V2

contro
contro
contro
contro
contro

Odpv 15dpv 30dpv 45dpv 60dpv

Fig.52: En el grdfico se representa en el eje vertical el porcentaje de animales seropositivos y
seronegativos para PNE-VFA para las vacunas control negativo, V1 y V2 y en el eje horizontal se
representan los dias post vacunacion (dpv). Los ratones BALB/c recibieron un total de tres
inmunizaciones cada 15 dias. El muestreo seroldgico se continud hasta los 60dpv.

Como indica la Fig.52, el grupo control negativo no indujo ningln tipo de reaccidn, en
cambio las vacunas V1 y V2 partir de los 45 dpv, es decir luego de la tercer dosis, comienzan a dar
reaccion positiva en ambos grupos (22 y 12 % de animales positivos respectivamente). A los 60 dpv
el porcentaje de animales positivos se incrementa notablemente alcanzando un 78% para la

vacuna V1y un 50 % para la vacuna V2.

Los resultados obtenidos con las vacunas 6A, 6B y P5, las cuales también fueron

previamente inoculadas en bovinos se grafican en la Fig.53.
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Fig. 53: En el grdfico se representa en el eje vertical el porcentaje de animales seropositivos y
seronegativos para PNE-VFA para las vacunas 6A, 6B y P5 y en el eje horizontal se representan los
dias post vacunacién (dpv). Los ratones BALB/c recibieron un total de tres inmunizaciones cada 15

dias. El muestreo seroldgico se continud hasta los 60dpv.

La vacuna P5 no genera respuesta alguna al analizar la induccién de Acs anti-PNEs al igual
gue en el modelo bovino. Curiosamente, en las otras dos vacunas se observa a los 15 dpv (luego
de la primera inmunizacion) que el 43% de los animales inoculados con la vacuna 6A y el 50% del
grupo inoculado con la vacuna 6B tienen Acs anti-PNE, sin embargo, al continuar con la
experiencia no se detectaron niveles de Acs anti-PNE en fechas posteriores a la segunda y tercera
inmunizacioén. Al analizar las densidades dpticas brutas obtenidas en el ELISA murino se observa
gue si bien se aplicé un criterio de normalizacidn de resultados del ensayo como fuera detallado
anteriormente (seccion R.1.2), mediante el cual se minimizan todo tipo de variaciones, con estas
tres vacunas en particular, hubo un pegado totalmente inespecifico del suero de ratén a la tercera

columna de la placa de ELISA o blanco (sin antigeno).

Cabe resaltar que en este tipo de enzimoinmunoensayo, como se menciono en la seccién
R.1.2, los resultados brutos de las dos primeras réplicas de cada muestra de suero son
promediados y a este promedio se le debe restar el resultado (D.0.450 nm) del tercer pocillo sin
antigeno, por lo tanto, este pegado inespecifico a la tercera columna hace que los resultados
porcentuales referidos al CPF estén por debajo del PC del enzimoinmunoanalisis, obteniéndose

resultados negativos. Este efecto no disminuyd aun cuando se realizd la titulacién de dichos sueros
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desde la dilucién 1:50 a 1:800 respetando en cada una de las diluciones el formato de
normalizacion, es decir empleando una tercera columna sin antigenos por cada 2 con antigeno

para cada una de las diluciones realizadas, (datos no mostrados).

En la tabla de la Fig.54, se resumen la experiencia realizada con vacunas en murinos,
indicando el nimero de animales por grupo, la dosis inoculada y el porcentaje de animales

positivos por grupo en los distintos tiempos post vacunacion

Vacuna N°animales N° Dosis Odpv 15dpv 30dpv 45dpv 60dpv

(0,2mL)

Porcentaje de Positivos (%)

Control 10 3 0 0 0 0 0
Vi 10 3 0 0 0 22 78
V2 10 3 0 0 0 12 50
62 8 3 0 43 0 0 0
6B 10 3 0 50 0 0 0
P5 4 3 0 0 0 0 0

Fig. 54: en la tabla se presenta el resumen de las experiencias con vacunas en el modelo
ratdn expresdndose el porcentaje de animales positivos a los distintos dpv.
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R.3- Modelo in vitro para determinacion de PNEs en formulaciones vacunales

R.3.1-Produccion de anticuerpos monoclonales

R.3.1.1- Inmunizacion de ratones con la proteina 3AB1

Con el objeto de producir AcMs se inocularon ratones BALB/c con la proteina. La respuesta
inmune fue medida a los 28 dias post—indculo con el fin de proceder posteriormente al proceso de
fusion y produccién de hibridomas. A los 28 dias las diluciones (1: 10000) de los sueros de los
ratones inoculados superaron 0.8 unidades de D. O. medida a 450 nm, con un porcentaje relativo
al control positivo del 76%. Con esta respuesta inmune los ratones fueron sacrificados a fin de

obtener el bazo y poder realizar las fusiones correspondientes.

R.3.1.2-Aislamiento de células hibridas productoras de anticuerpos monoclonales contra

la proteina 3AB1

La seleccidon de los hibridomas en crecimiento se realizd en un medio rico en hipoxantina,
aminopterina y timina (HAT). A los 15 dias fue reemplazado por el medio HT. Cada tres dia se
realiz6 la observacién al microscopio de la confluencia celular, cuando esta alcanzé un 70% se
efectud el recambio del 50% medio de cultivo. Los puntos de crecimiento de los hibridos fueron
vistos a los 8 dias aproximadamente y los sobrenadantes fueron analizados tanto por ELISA 3AB1

como por Western blot para Acs anti-PNE 3AB1 del VFA. Se aisld sélo 1 clon positivo.

Fig.55: Microscopia de células hibridas secretoras de AcM anti-3AB1. Aumento 40X.
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Posteriormente el sobrenadante de dicho clon se sometié a un Western blot y se confirmd su
reactividad respecto a la proteina recombinante 3AB1; como control de ensayo se empled un

suero proveniente de un animal infectado experimentalmente con el VFA.

OQEZACM MPM ‘

Fig.56: Andlisis mediante Western blot del clon secretor de AcMs. Como primer Ac se
comparo el producto del sobrenadante del hibridoma seleccionado (AcM anti-3AB1) con un Ac
policlonal proveniente de un animal infectado con el VFA. En la ultima calle se sembré un marcador
de peso molecular.

El hibrido positivo se clond de acuerdo con la técnica de dilucion limite y con el fin de
aumentar la probabilidad de crecimiento de clones simples, las células fueron diluidas para
permitir crecimiento hasta alrededor del 40% de los pozos solamente, lo que equivale
estadisticamente a una célula por pocillo. De este modo de la subclonaciéon de los hibridos

positivos se obtuvieron AcMs anti-3AB1 secretados.

R.3.1.3-Caracterizacion del anticuerpo monoclonal anti-3AB1

R.3.1.3.1-Determinacion de la especificidad de reconocimiento de moléculas antigénicas

Para demostrar la especificidad de reconocimiento de moléculas antigénicas mediante la
reaccion antigeno-anticuerpo se emplearon membranas de nitrocelulosa después de la separacién
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes en
presencia de SDS. El AcM anti-3AB1 fue capaz de reconocer especificamente la proteina 3AB1 asi
como también la PNE 3ABC y no hubo reaccidn cruzada al sembrar el pellet de E. coli BL21 sin
inducir (sistema de expresién de la proteina recombinante 3AB1), asi como tampoco al sembrar la

proteina Thiorredoxina (16kDA) obtenida en forma recombinante en el mismo vector de
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expresion, plasmido pRSET A en fusidn transcripcional con una secuencia

terminal al igual que la PNE del VFA 3AB1.

Resultados

de histidinas amino

Fig.57: Western blot utilizando como primer Ac el AcM anti-3AB1. Calle 1: Marcador de
peso molecular (MPM), Calle 2: proteina recombinante 3ABC (57kDa), Calle 3: proteina recombinante
3AB1 (27kDa); Calle 4: thioredoxina con secuencia de Hist amino terminal, Calle 5: pellet de proteinas

de E. coliBL21.

R.3.1.3.2-Titulacion del anticuerpo monoclonal anti-3AB1

Con el fin de determinar el titulo del AcM se procedio a determinar la reactividad de dicho

Ac contra la proteina homodloga (3AB1 recombinante) purificada y se lo

policlonal murino monoespecifico y un SNR.

comparé con el Ac

D.O 25 -
4 1,66 ng 3AB1
2
—a— MAB 3AB1
15 A Policlonal 3AB1
14 —#—SNR
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Fig.58: Curva de titulacion para el AcM anti-3AB1, suero policlonal monoespecifico anti-
3AB1 “M1” y un pool de sueros normales de ratdn analizados por la técnica de ELISA 3AB1. En el eje
vertical se muestran los resultados obtenidos (densidades dpticas brutas) en funcion de las diluciones

de cada suero (eje horizontal).
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Fig.59: Titulacion del AcM anti-3AB1 por Western blot; se evidencia una banda de
reconocimiento especifico de la proteina 3AB1 en una dilucion de hasta 1/16000, el SNR y el suero
policlonal mono especifico se emplearon en una dilucién 1/100.

Se puede observar en el grafico que los valores maximos de D.O. alcanzados por el AcM
anti-3AB1 oscilan en un rango que varia entre 2,1 y 0,5 unidades cuando se emplean 1.66 ng de
antigeno empleandose para la minima unidad de DO una dilucién superior a 1/300000. Para la
misma masa de proteina en la titulacién del Ac policlonal solo las primeras diluciones del mismo
arrojan D.O detectables y por encima del PC establecido en el ELISA 3AB1 para el modelo murino.
El suero policlonal normal se mantuvo negativo en todas las diluciones. Por Western blot dicho

AcM resulté especifico en el reconocimiento de la PNE 3AB1 en una dilucidn de hasta 1/16000.

R.3.1.3.3-Determinacion de isotipo del anticuerpo monoclonal anti-3AB1

El AcM seleccionado fue clasificado en términos de la clase de inmunoglobulina mediante
ELISA antigeno dependiente, utilizando Ac anti-raton isotipo-especifico

Para ello se puso a punto un ELISA sandwich para los isotipos 1gG1, IgG2a, 1gG2b e 1gG3,
especificos contra VFA. Como referencia se empled un AcM anti-3 A de isotipo conocido (IgG1), un
AcM anti-histidina de isotipo IgG2a (Amersham ®) y un Ac policlonal anti-3AB1 proveniente de un
ratén que recibié una dosis y dos boosters de 50ug del antigeno 3AB1 a los 15 y 21 dpv, es decir,

todos con perfiles diferentes de isotipo.
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Fig.60: ELISA sandwich utilizado para determinar el isotipo del AcM anti-3AB1. En el eje
vertical se representan las D.O a 490 nm, en el eje horizontal los isotipos de los Ac de referencia y del
monoclonal obtenido en el presente trabajo.

Los resultados obtenidos muestran que el AcM de referencia anti-3A reconoce por este
enzimoinmunoensayo el antigeno 3AB1 pegado a la placa de ELISA y se corrobora su isotipo
(IgG1); a su vez el monoclonal anti-histidina de isotipo IgG2a reconoce a la proteina ya que ésta
posee en su extremo aminoterminal secuencias de histidinas, por otro lado el Ac policlonal
monoespecifico obtenido en la especie murina luego de recibir la segunda dosis de inmundgeno
(21 dpv) tiene una respuesta inmune secundaria totalmente desarrollada (isotipos IgGl e IgG2 ay
b) y practicamente no tiene niveles de inmunoglobulinas de los isotipos 1gG3 e 1gG M que son los

descriptos como tempranos.

Una vez confirmados los isotipos de los Ac de referencia se logrd caracterizar el isotipo del

AcM anti-3AB1 como perteneciente al isotipo IgG2a.

R.3.1.3.4-Inmunofluorescencia indirecta para identificacion de PNEs nativas en células
BHK-21 infectadas con el VFA

M. Garcia-Briones y colaboradores (2006), demostraron que es posible seguir tanto la

cinética de expresién de las PNEs del VFA mediante inmunobloting como los patrones de
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inmunofluorescencia que dejan dichas proteinas en las células BHK-21 luego de la infeccién con el
virus.

Con este antecedente y con el fin de examinar si el AcM anti-3AB1 era capaz de identificar
al antigeno nativo 3AB y a sus precursores, se llevo a cabo la técnica de inmunofluorescencia como
fuera descripta en la seccion M.1.3.8.4 de materiales y métodos.

De este modo se observaron los patrones de inmunofluorescencia sobre células
infectadas con el virus O1 Campos donde el AcM 3AB1 reacciona con los antigenos no
estructurales de tipo 3AB nativos lo cual se evidencia por su acumulacidon en la region

juxtanuclear.

Fig.61: IFI en células BHK-21 luego de 3 hs post infeccién con el VFA. El AcM anti-3AB1 fue
empleado como Ac primario y como control negativo un SNR. A y B microscopia dptica de las células
BHK-21 infectadas aumento 10X y 40X. C, D y E microscopia de fluorescencia sobre las mismas células
en distintos campos, primer anticuerpo AcM 3AB1. F microscopia de fluorescencia con un suero
normal de raton (control negativo) como primer Ac, donde solo se observan artefactos en el campo.
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R.3.2- Desarrollo de ELISA de captura para la deteccion de proteinas no estructurales

R.3.2.1- Factibilidad

En primera instancia se evalud la aptitud de un ELISA de tipo captura indirecto para la
deteccién de PNEs-VFA y que permitiera a futuro la evaluacion de formulaciones vacunales
respecto a la presencia o no de dichas proteinas espurias y asi utilizarse como control de los
procesos de purificacion de PNE en vacunas. La eleccidn de un formato de ELISA de captura
permitiria la deteccidn de dichas proteinas desde una mezcla compleja, como lo es una
preparacién vacunal, aun en baja concentracion empleando Ac especificos que incrementarian la

sensibilidad de la técnica.

La primera prueba tuvo como objetivo capturar la proteina recombinante 3AB1
empleando los sueros policlonales y AcMs obtenidos en el laboratorio, y bajo las mejores
condiciones de tiempos y temperaturas citadas en bibliografia para este tipo de experimentos.
Para ello se analizaron 3 sueros policlonales como posibles capturas y un AcM de referencia anti-
3A, como detector un cobayo monoespecifico anti-3AB1 y un detector cobayo normal como

control.

e Detector Detector Detector Detector
% Cobayo Cobayo Normal Cobayo Cobayo Normal
(&,ﬁ 3AB1(1:500) (1:500) 3AB1(1:500) (1:500)
o

Antigeno capturado
3AB1 (1:500) | 3AB1 (1:500) [ 3ABC (1:50) | 3ABC (1:50)

Bovino 3AB1 (1:400) 0,29 0,2 0,25 0,19
SNB (1:400) 0,11 0,1 0,11 0,09
Rat6n 3AB1 (1:400) 0,24 0,15 0,25 0,2
SNR (1:400) 0,21 0,11 0,12 0,13
Conejo 3AB1 (1:200) 0,27 0,12 0,16 0,16
SNC (1:400) 0,19 0,08 0,14 0,1
AcM-3A (1:400) 1.61 0,2 0,58 0,12

Fig.62: Tabla de D.O brutas, para la puesta a punto del ELISA de captura de PNEs del VFA.
En la columna de la izquierda se ubican los sueros especificos empleados como capturantes y sus
respectivos sueros controles normales; se capturaron tanto el antigeno 3AB1 como el 3ABC. En las
columnas restantes se ubican los detectores empleados (suero de cobayo monoespecifico y suero de
cobayo normal) para cada proteina capturada.
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Se capturd tanto el antigeno 3AB1 como 3ABC, y se vio que el sistema que emplea un AcM como
capturante brinda los mejores resultados con D.O muy superiores a los otros sistemas disefados.

Siendo, por tanto este un enzimoinmunoensayo factible.

Dado que el mejor sistema de captura logrado fue con un AcM de referencia anti-PNE-3A,
y habiendo obtenido y caracterizado (secciones R.3.1 y R.3.1.3) el AcM anti-3AB1, se procedi6 a

realizar el ensayo de captura con dicho AcM y compararlo con el AcM de referencia.

C Detector Detector Detector Detector
% Cobayo Cobayo Cobayo Cobayo
Q'/. 3AB1(1:500) Normal 3AB1(1:500) Normal

Q (1:500) (1:500)

Antigeno capturado
3AB1(13,3ng)|3AB1(13,3ng) | 3AB1(4,3ng) | 3AB1(4,3ng)

AcM-3A (1:500) 1,74 0,09 0,67 0,087
D.E 0,04 0 0,04 0,002
CV% 2,5 0 6,7 2,5
AcM-3AB1 (1:500) 1,5 0,09 0,88 0,083
D.E 0,003 0,004 0,03 0,003
CV% 0,23 4,6 3,4 3,2
T=4,89p=0,13 7=5,82 p=0,15

Fig.63: Resultados obtenidos del test de factibilidad de la técnica de ELISA de captura. En la
columna de la izquierda se ubican los AcM empleados como capturante, los respectivos D.E 'y CV% de
cada ensayo al emplear distintas masa de la proteina estdndar y como detector un cobayo policlonal
especifico en comparacion con un cobayo normal.

Los resultados obtenidos, D.O brutas, se expresaron como D.O promedio dado que se
trabajé con un ensayo inter placa por duplicado. Como se detalla en la Fig.63, los resultados
arrojaron muy bajos D.E, y un CV% menor al 10% en cada sistema analizado. Al realizar un test
comparativo entre las medias estimadas para cada grupo (captura con AcM-3A y AcM-3AB1) se
demostré que no habia diferencias significativas (p= 0,13) entre las medias de ambos grupos; por
lo tanto el AcM anti-3AB1 se comporta como el AcM de referencia al ser empleado como Ac

capturante.
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R.3.2.2- Optimizacion y estandarizacion de los reactivos

R.3.2.2.1-Seleccion del Buffer de captura

Dado que los buffers de captura proporcionan tanto pH como interacciones idnicas
distintas que permitirian un mejor pegado del AcM anti-3AB1 a la fase sélida, se evaluaron los tres
buffers de captura mas empleados en este tipo de tests: carbonato 50mM pH9,6 (BCB), TRIS-HCI
20mM pH 8,5 y PBS pH 7,2 10M. Se realizd un ensayo interplaca por triplicado para dos
concentraciones del antigeno a capturar (proteina 3AB1) y como control se emplearon pocillos sin

antigeno (back ground).

12 D.O
) I
0,8
0,6 I
04
0,2 I
o RoN
3AB1-4,3ng 3AB1-13,3ng Sin proteina
B PBS BCB M TRIS-HCI

Fig.64: Comparacion entre buffers de captura.

Las medias de las D.O obtenidas arrojaron muy bajos D.E y los CV% para cada uno de los
buffers empleados se mantuvo por debajo del 10%. Empleando el buffer BCB se obtuvo una D.O
de 0,57 +0,02 para la concentracidn proteica de 4,3 ng/pocillo y de 1,04 +0,05 el emplear 13,4
ng/pocillo de dicha proteina, ambos valores de D.O son superiores que los arrojados al utilizar

tanto el buffer TRIS-HCI como el PBS motivo por el cual se selecciond el buffer BCB para este test.
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R.3.2.2.2-Ajuste de la dilucion de uso del anticuerpo monoclonal anti-3AB1 utilizado
como captura
Para establecer la diluciéon éptima del AcM anti-3AB1 empleado como Ac capturante se

realizaron diluciones al medio del mismo versus diferentes masas/pocillo del antigeno a capturar

manteniendo el detector cobayo monoespecifico a dilucion constante.

3AB1 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000 sin captura

Ng [DOmM|DE |CV%|DOmM|DE |CV%|DOm|DE |CV% |[DOm|DE |CV%|DOm|DE |CV% |[DOm|DE |CV%
26,6 | 1,128 0,011 | 1,003| 1,047| 0,026| 2,500| 0,962 [ 0,026 2,721 | 0,846 | 0,048|5,684( 0,829 0,016| 1,963| 0,143 | 0,011 7,912,
13,3] 0,870| 0,009 | 1,057] 0,786 0,036 4,591 | 0,726 | 0,035| 4,870| 0,619 | 0,019(3,087( 0,637 | 0,048| 7,548 0,097 | 0,004| 4,374
6,65| 0,612 | 0,025 (4,159] 0,498 0,016 3,269| 0,463 [ 0,003| 0,611 0,405 | 0,026 |6,468| 0,420 |0,026| 6,237 0,090 | 0,001( 1,571
3,33( 0,391 0,004 | 1,085] 0,323| 0,005/ 1,535| 0,310 (0,010 3,193| 0,262 | 0,001|1,571( 0,265 0,013| 5,079| 0,092 | 0,004 4,612,
1,66 | 0,265 0,006 | 2,406| 0,220 0,007 3,214| 0,219 0,002| 0,971 0,197 | 0,004 1,799| 0,185 | 0,018 9,938| 0,087 | 0,002| 2,452
0,831 0,203 | 0,016 (8,031 0,172| 0,009(5,360| 0,179 (0,004 1,981| 0,157 | 0,001|0,452| 0,143 0,001| 0,496 0,095 | 0,002 2,245
0,441 | 0,178| 0,004 | 2,384| 0,155| 0,001| 0,458 0,167 | 0,005| 2,973| 0,147 | 0,007|4,810| 0,158 0,014( 8,951| 0,089 | 0,008 9,534

Fig.65: Tabla que indica las diluciones del AcM capturante para cada masa/pocillo de
antigeno capturado. Las D.O se expresaron como promedios (D.Om) de 4 réplicas; se obtuvieron muy
bajos D.E y CV% menores al 10% para cada dilucion.

Las primeras tres diluciones del AcM otorgan D.O promedio comparables y a medida que
la dilucién de dicho Ac es mayor se observan valores menores de D.O indicando que no todo el
antigeno disponible estaria siendo capturado. Para cada dilucién del AcM respecto de cada masa
proteinica se establecieron los respectivos D.E y CV% en un total de 4 réplicas, dichos CV fueron

todos menores al 10%.

La incubacién de la placa de ELISA con el AcM en el buffer de captura seleccionado quedé
establecida en 12 horas a 4°C. A continuacion se grafican los resultados obtenidos en la titulacion
del AcM 3AB1 manteniendo constante la masa de antigeno contante (26 ng) y empleando tanto el
suero detector cobayo monoespecifico (1/500) como el conjugado anti-cobayo (1/3000) en

dilucion constante. La dilucion de uso del Ac de captura quedé establecida como 1/2000.
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Fig.66: Retitulacion del AcM capturante a partir de la cual se selecciond la dilucién de uso

del mismo.

R.3.2.2.3- Seleccion del Buffer de Bloqueo

Con el objeto de disminuir cualquier sefial de fondo en el ELISA de captura disefiado, se

estudié la etapa de bloqueo, previa a la adicidn del antigeno en la placa, la cual evitaria a unidn

inespecifica de cualquiera de los reactivos a emplearse en los pasos subsiguientes. Se analizaron

un total de 8 bloqueantes, a todos se les afiadié en proporcién 1:2000 el detergente no idnico

Tween-20 para facilitar el bloqueo de interacciones no deseadas del tipo proteina —proteina

inespecifica.

D.O
2,50 ~

2,00 -
1,50 -
1,00
0,50 -

0,00 -

I
x
AcM |sinAcM| AcM |[sinAcM| AcM [sinAcM| AcM |sinAcM
PBST PBST-1X PBST-BSA1% PVP

GELATINA1%
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D.O
1,50 -
1,00 -
0,50 -
I | ]
0,00 =
AcM |[sinAcM| AcM |sinAcM| AcM |sinAcM| AcM |[sinAcM
PBST-SNE10% | PBST-SNE10%- | PBST-LECHE3% | PBST-OVA1%
LECHE3%

Fig.67: Puesta a punto de ELISA de captura. Para la seleccion del bloqueante se estudio la
aptitud para esta funcion de 8 buffers. En cada placa se coloco el AcM capturante y en el pocillo
control solo buffer de pegada, luego se colocaron los bloqueantes evaluados y se llevé a cabo la
reaccion inmunoldgica al sembrar la proteina estdndar y el detector correspondiente. EI mejor
bloqueante resulto el PBS-T-OVA1%.

El agente bloqueador mas eficaz fue el tampdn PBST-con ovoalbumina bovina al 1%, este
permitié tanto los mayores valores de DO asi como también minimas interacciones inespecificas
en los pocillos donde quedaron sitios libres al no utilizar el Ac capturante utilizados como control

de bloqueo.

R.3.2.2.4-Suero de cobayo detector especifico y Conjugado anti-lgG de cobayo-
peroxidasa

Se desarrolld, segun fuera descripto en la seccidn de materiales y métodos, un suero
policlonal de cobayo monoespecifico anti-3AB1. El propdsito de su elaboracion fue poder contar
con un suero detector del ensayo. Se obtuvieron 6 mL de suero, los cuales fueron alicuotados y

conservados a -70°C para preservar su estado.
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Fig.68: Resultados obtenidos en la titulacion del detector del ELISA de captura y su
comparacion con el suero normal de cobayo y un suero infectado de referencia.

Como se observa en la Fig. 68 es comparable el resultado obtenido al emplear el suero
policlonal de cobayo monoespecifico anti-3AB1 como detector respecto a un suero de un cobayo
infectado con el VFA serotipo C referente del Instituto de Virologia de INTA en cambio, el grado

de reactividad de un suero normal de cobayo es mucho menor.

Posteriormente se realizd, a través del ELISA de captura, la titulacién del suero detector.
Se prepararon diluciones seriadas al medio del suero en buffer de bloqueo con un 2% de SNR
(desde 1:250, hasta 1:8000). Todas las diluciones fueron analizadas con el ELISA de captura. El
ensayo se repitio en 3 ocasiones diferentes (dias consecutivos). Con todos los datos obtenidos, se
realizé una curva de titulacién para evaluar el grado de reactividad del suero y se lo comparé con
un suero normal de cobayo. La dilucidon de uso el mismo quedd establecida como 1/500. Del
mismo modo se procedid a titular el conjugado anti-lgG de cobayo-peroxidasa KPL® empledndose

en la dilucién 1/2000.

R.3.2.2.5-Parametros de calidad del ELISA
Para evaluar las caracteristicas del sistema se analizaron los parametros siguientes:
-Repetibilidad (precision intraensayo): a modo de analizar la variacion intraensayo se
emplearon un total de 6 placas haciéndose el test por duplicado; para ello se utilizd una placa

diferente para cada curva de concentracidén de la proteina estandar 3AB1 (ng/ul); el ensayo se

realizd bajo las mismas condiciones de operacion, por el mismo analista, con iguales reactivos y
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soluciones y en el mismo dia. Como se observa en la tabla en ninglin caso el CV fue mayor al 20%,

por lo que se considero satisfactoria la reproducibilidad del ELISA.

Proteina Estandar Placa 1 Placa 2 Placa 3
(ug/pocillo) DO media| cV% |DO medid cv% |DO media| cvs
26,6 1,59 [2,05] 1,63 |0,74 1,8 [2,78
13,3 1,31 07| 139 |031] 1,44 [157
6,65 1,03 [3,85] 098 |304| 105 [2,63
3,32 065 |526| 067 |191]| 0,74 |2,01
1,66 0,44 139 045 | 4,24 0,5 1,7
0,83 031 |1,5| 034 [441] 037 |057
0,41 0,26 |564| 028 |889| 032 |164
Proteina Estandar Placa 4 Placa 5 Placa 6
(ug/pocillo)  |po media| CV% PO media| CV% |DO media| CV%
26,6 1,63 |039| 159 | 45 1,72 [0,49
13,3 1,25 [2,84] 13 049 | 1,27 |584
6,65 0,86 |3,28| 097 |402]| 0,76 |5,69
3,32 061 |116| 06 566 | 059 |1,57
1,66 046 |321| o046 |656| 042 |3,83
0,83 0,37 |10,1| 036 | 5,37 0,34 |1,64
041 035 |2,25]| 028 |11,5| 0,29 |7,44

Resultados del ensayo de precision

0.0 media REPETIBILIDAD
1,5 4
1 -
0,5
1(n=12)2 (n=12)3 (n=12)4 (n=12)5 (n=12)6 (n=12)7 ("Fiflcién

Fig: 69: Repetibilidad del ELISA de captura. En le grdfico se representan la D.O media repecto
de cada dilucién de la proteina estandar en un total de 12 repeticiones de cada una de ellas.
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-Precision intermedia (precision interensayos): para evaluar este parametro se realizd el
ensayo por duplicado en cada placa de ELISA, bajo diferentes condiciones de operacidn, diferentes
reactivos, diferentes analistas (dos) y en dias distintos, en el mismo laboratorio; se realizaron los
calculos pertinentes en cuanto a la D.O media, el D.E y el CV %. Se considerd como criterio de
aceptacion un CV<20%. Para evaluar la reproducibilidad (precisidn interlaboratorios) se realizd el
ensayo igual al anterior bajo diferentes condiciones de operacién, dos analistas, diferentes
reactivos, en dias distintos en otro laboratorio. Para el calculo final se tomaron los resultados de
los 2 analistas del ensayo de precisién intermedia mds los obtenidos por los dos analistas del

nuevo laboratorio.

El CV% en ningun caso fue mayor del 20% por lo que se consideré una prueba satisfactoria

para la muestra estandar estudiada.

Estandar Analista 1 Analista 2 Total Reproducibilidad
3AB1ng Precisién interensayos|Precision interlaboratorios
D.Om |CV% |D.Om |CV%|D.Om CV% CV%

26,6 1,17 | 10,88| 1,18 | 4,88 1,17 7,29 4,36
13,3 091 | 3,76 | 0,90 | 6,57 0,91 4,69 3,10
6,65 0,62 | 13,65| 0,64 | 6,80 0,63 9,37 4,62
3,325 0,42 | 590 | 0,41 | 8,82 0,42 6,50 5,97
1,66 0,30 | 19,24 0,28 | 7,21 0,29 14,09 4,93
0,83 0,17 110,89| 0,20 | 5,21 0,19 11,85 0,32
0,41 0,14 | 0,59 | 0,17 | 7,17 0,15 11,20 7,75

Fig.70: Resultado de precision interensayos y reproducibilidad, se expresan las variancias
asociadas a distintas fuentes de variacion

-Limite de deteccion (L.D): a fin de determinar la minima cantidad detectable por el
enzimoinmunoensayo desarrollado se analizaron los valores de absorbancia de los blancos (buffer
de bloqueo sin antigeno) y puntos de la curva estandar y se consideré como limite de deteccién el
menor valor de concentracién (ng de antigeno/ pocillo) de la curva cuya absorbancia difiriera del
blanco; para dicho estudio se realizaron 24 repeticiones de blanco reactivo en placas diferentes y
se le calculd la media (Xm) y el desvio estandar (D.E) para cada placa. El limite de deteccidn se

calculo por la formula X= Xm+ 2 *D.E y quedo establecido en 0,30 D.O.
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A partir de los datos obtenidos en el mismo ensayo y con el objeto de poder estimar la masa de
antigeno en una muestra se realizd un analisis de regresidon y se obtuvo una curva de regresion
cuadratica.

La curva de la ecuacién de regresion resultante quedo definida como ng/50ul = -1.2229 + 4.8081X
+0.2991X*+ 3.8066 X* (donde X es la D.O bruta) cuyo coeficiente de determinacion es R’>=0.97; la
prueba de hipdtesis que verifica la regresion fue significativa (p<0,001).

En un ensayo paralelo y por duplicado se evalud la capacidad del ELISA de captura de
detectar otra PNE recombinante, la proteina 3ABC de referencia. Se analizaron las mismas
concentraciones que para la proteina estandar (3AB1) y el rango de absorbancias obtenido para
este antigeno fue similar donde para 0,3 unidades de D.O (LD) se pueden detectar
aproximadamente 1,2 ng de antigeno/ 50uL. El andlisis de correlaciéon entre el estandar y la
proteina 3ABC de referencia mostré un coeficiente de correlacion de 0,9930, por lo tanto, el test

permite la capturar especificamente PNEs del VFA.

ol : REGRESION | : :
R A R*=0,097 " F T oo i
' ' p<0,001 ; : B :

Fig. 71: Curva de regresion. En el eje vertical se muestran lo ng de la proteina estdndar
obtenidos de diluciones seriadas de la misma y en el horizontal las D.O. brutas obtenidas por medio
del ELISA de captura.
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Fig. 72: Curva dosis respuesta. Se comparan las D.O brutas obtenidas para distintas
concentraciones (ng/50uL) de proteina estdndar respecto de otra PNE.
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Fig.73: Correlacion entre el estandar y la proteina 3ABC (r=0,9930).
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R.3.2.2.6-Protocolo final del ELISA de captura para PNEs del VFA

Las condiciones del ELISA de captura finalmente establecidas fueron: sensibilizado de
placas Immunolon Il con 50 uL del AcM 3AB1 en dilucién 1/2000 en buffer carbonato 50mM pH9,6
luego de 12 hs de incubacién a 4°C se lavo la placa 3 veces PBS 0.25X +Tween 1:2000 y se bloqued
durante 60 min. con 70 pL PBS-T-OVA1% a 37°C con agitacién. Posteriormente, una vez descartado
el bloqueante, se adiciond el antigeno a capturar (proteina estandar o muestras) en distintas
diluciones en PBS-T-OVA1% durante 60 min. a 37°C con agitacién . Luego de lavar nuevamente 3
veces con PBS 0.25X +Tween 1:2000 se adiciond el detector cobayo monoespecifico 3AB1 en
dilucién 1/500 en PBST-OVA1% y 2% SNR incubandose durante 60 min. a 37°C con agitacion.
Nuevamente se realizaron 3 lavados antes de adicionar el conjugado anti-cobayo en dilucién
1/2000 en PBST-OVA1% y 2% SNR incubado durante 30 min. a 37°C. Se efectuaron 4 lavados y se
adicioné el cromégeno OPD-H,0, en 150 ppm diluido en buffer citrato pH 5,0. Frenada la reaccion

con H,S0O4 2N se ley6 a 492nm.

R.3.3-Utilizacion del ELISA de captura

R.3.3.1-Evaluacion de la presencia de PNEs en formulaciones vacunales experimentales

Cuatro de la vacunas experimentales oleosas que fueran inoculadas e indujeron respuesta
inmune humoral tanto en bovinos como en ratones se seleccionaron para ser evaluadas por el

ELISA de captura desarrollado.

Previamente se separd la fase acuosa de la fase oleosa vacunal a partir de dos extracciones
con el solvente organico diclorometano, se efectuaron una serie de lavados que se juntaron con la

fase acuosa extraida y se sembraron como antigenos en el test de ELISA.

Si bien para la vacuna #5 la D.O apenas supero la D.O limite en las vacunas restantes se
obtuvo una absorbancia mayor al punto de corte establecido, por lo tanto fue posible la deteccion

la PNE presente en la formulacién vacunal experimental luego de dos extracciones
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Fig.74: Deteccion de la PNE recombinante 3ABC en la fase acuosa extraida de vacunas
experimentales. En el grafico se representan los valores de D.O en el eje vertical obtenidos para cada
extracto empleando el ELISA de captura desarrollado. El valor de D.O para la formulacion #5 es
border line.

Adicionalmente, se estimd la cantidad de proteina recuperada en la fase acuosa luego de

las sucesivas extracciones. En la Fig.75 se esquematizd en una tabla las caracteristicas de las

vacunas utilizadas. Las mismas fueron previamente utilizadas en las experiencias detalladas en las

secciones R.2.1.2 y R.2.2.1 correspondientes a los modelos animales donde fuera determinada la

dosis minima inmunizante de la PNE 3ABC. Los valores de absorbancia obtenidos para las vacunas

#2, #3 y #4 y sus correspondientes pg/50ul calculados, caen dentro del rango establecido para la

proteina estandar. La fase acuosa de la vacuna #5 brindé una D.O apenas por encima del limite de

deteccion obteniéndose una concentracidn un 25% por debajo del valor de corte de 1,2 ng de

antigeno/50uL calculado.

Vacuna Formulacion oleosa| Dosis inoculada Fase acuosa Respuesta inmune
3ABCtotal (ug/mL)| 3ABCng | 3ABC recuperada (ug/'50ul) Bovinos Ratones
#2 0,84 167 4,9 + T
#3 0,21 42,5 3 + +
#4 0,13 26 1,9 SE T
#5 0,05 10,6 0,9 - _

Fig.75: Datos correspondientes a las formulaciones vacunales experimentales
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R.3.3.2-Evaluacion de la presencia de PNEs nativas en sobrenadantes de cultivo de

células infectadas con el VFA.

Con el objeto de evaluar la performance del ELISA desarrollado en cuanto a la deteccién
de PNEs nativas se partio de de un cultivo de células BHK-21 el cual fue infectado con un virus de
referencia A2001 (10%’ DICT50%/mL). Luego de producirse el efecto citopatico los restos celulares
fueron separados del sobrenadante por centrifugacién y sin concentrar se evalué la presencia de
PE empleando la técnica de ELISA en fase liquida descripta en la seccién M.2.1 de materiales y
métodos y posteriormente se realizd el ELISA de captura para la deteccion de PNEs nativas

utilizando diluciones seriadas del sobrenadante celular.

DO 2.
O VFA A2001
151 O BHK
1 N
0,5 -
0
1:10 1:50 1:100
Dil.

Fig.76: Resultados del ELISA en fase liquida para determinar la presencia de PE en el
sobrenadante de células infectadas con VFA comparado con el sobrenadante proveniente de células
sin infectar.

Como se observa en el grafico, se pudo detectar la presencia de proteinas estructurales
empleando sueros policlonales especificos anti-VFA, al comparar con el sobrenadante de células
BHK-21 sin infectar. Curiosamente, al analizar la presencia de PNEs del VFA tanto el sobrenadante
de células no infectadas (control negativo) como el de aquellas que fueran infectadas con el
serotipo viral A2001 dieron el mismo perfil de D.O, con valores por debajo del limite de deteccion.
El test resulté valido dado que las diluciones seriadas de la proteina estdndar 3AB1 estuvieron

dentro de los limites establecidos anteriormente.
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Fig.77: Resultados del ELISA de captura para los sobrenadantes de células infectadas con el
VFA serotipo A2001 comparada con células BHK-21 sin infectar (barras coloreadas en violeta y
amarillo respectivamente). Hacia la derecha, barras coloreadas en gris, se graficaron diluciones
seriadas del control positivo (proteina 3AB1).

Con el sobrenadante de las células BHK infectadas con el serotipo viral A2001 se
formularon vacunas experimentales (50% fase acuosa y 50% fase oleosa) las cuales fueron
inoculadas tanto en bovinos como en ratones; los animales bovinos recicieron un total de 3 dosis
cada 30 dias y las muestras de suero fueron obtenidas cada 30 dias hasta los 90 dpv. En el caso del
modelo de ratén, estos fueron inoculados cada 15 dias con un total de 3 dosis y las muestras de
suero fueron obtenidas hasta los 45 dpv. En ningln caso los animales resultaron seropositivos para
PNEs del VFA (datos no mostrados); como control negativo también se formularon vacunas
experimentales con sobrenadantes de células BHK sin infectar y en todos los casos se corrobord la

serologia positiva para PE del VFA.
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Fig.78: Esquema del protocolo llevado a cabo con el sobrenadante de células BHK-21
infectadas con el VFA. La fraccion 1 se analizé por e ELISA de captura para PNEs desarrollado; la
fraccion 2 fue inoculada en modelos in vivo. La fraccion 3 correspondiente al pellet celular fue
analizada por Western blot.

Se analizo la posible presencia de PNEs en el pellet de los restos celulares. Para ello luego
de sonicar y lavar dicho pellet se lo analizé6 empleando la técnica de Western blot. Brevemente, se
sembraron el sobrenadante de las células infectadas que fuera negativo por la técnica de ELISA de
captura, el primer lavado del pellet celular y el pellet sonicado. Como control negativo se realizo el
mismo procedimiento con células BHK-21 sin infectar y como control positivo se sembraron las

proteinas 3AB1 y 3ABC. Se utilizé como detector el AcM 3AB1 desarrollado en el laboratorio.
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Fig.78: Western blot andlisis de la presencia de PNEs en el pellet celular. E tres primeras filas
se corrio el sobrenadante celular, un lavado del pellet celular y el pellet de células infectadas con el
VFA, a continuacion se sembraron las mismas fracciones de células no infectadas y como controles
las proteinas 3AB1 y 3ABC. Como primer Ac se empled el AcM anti-3AB1.

De a cuerdo a la Fig.78 donde fuera sembrado el pellet de células infectadas, al ser
revelado especificamente con el AcM 3AB1 se observan dos bandas que coincidirian con los pesos
tedricos de las PNEs 3AB (20 kda) y 3A(17kD). No se detectd en esta fraccion ninguna proteina de
peso molecular de alrededor de 48KD (peso tedrico de la proteina 3ABC). En el resto de las
fracciones sembradas (lavado y sobrenadante de células infectadas y no infectadas) no hubo

reacciones inespecificas y como se esperaba resultaron negativas.
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Discusion
El presente trabajo presenta el desarrollo de métodos para su aplicacién al control de
vacunas anti-VFA en relacidon a la presencia de PNEs espurias, ya que este es un requisito

indispensable para la aprobacidon de las formulaciones vacunales que permitan diferenciar

animales vacunados de infectados.

D.1-Produccion de reactivos y puesta a punto de ensayos para modelos in vivo

En primera instancia se trabajé en la preparacién de diferentes reactivos, tales como
anticuerpos monoclonales, sueros policlonales especificos y antigenos proteicos. A partir de estos,
el trabajo se enfocd en el desarrollo y puesta a punto de técnicas que permitieron centrar la tesis
en dos aspectos principales: la evaluacion y desarrollo de modelos animales para estudiar la
respuesta inmune humoral que inducen las vacunas que contienen trazas de PNEs VFA, y el
desarrollo de metodologias in vitro que permitan a futuro y en forma rdpida, la deteccién de PNEs
en las distintas etapas del proceso de elaboracién de la vacuna anti-VFA.

La primera parte de este trabajo presenta la produccion y caracterizacidon de la proteina
3AB1 recombinante obtenida de bacterias. La eleccién de esta proteina se basdé en sus
caracteristicas antigénicas similares a las de otros precursores, tales como la proteina 3ABC, que

también fueron utilizados como antigeno en diversos ensayos de ELISA comerciales (P¢Piego etal, 1997;

Malirat et al.,; Sorensen et al., 2005; Robiolo et al, 2009) Fota nroteina se empled tanto como reactivo en los ensayos

diagndsticos puestos a punto en este trabajo asi como también en la produccion de AcMs, ya que

previamente habia sido demostrado que los Acs contra 3AB y sus precursores son los mejores

indicadores de infeccién con el VFA en poblaciones bovinas vacunadas. (Be8man et 2l 1993; De Diego et 1997;

Mackay et al, 1998; Sorensen et al, 199) ~Agimismo, la proteina 3AB1, al carecer del dominio 3C (con

propiedades auto cataliticas) posee una mayor estabilidad que la proteina 3ABC nativa. (Bergmanetal

1993; De Diego et al, 1997; Mackay et al, 1998; Sorensen et al, 1998)

La construccidn realizada en el vector pRSET A 3AB1 fue descripta y desarrollada en el

(Silberstein et al.,

Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar 1997)- A partir de bacterias transformadas
con dicho plasmido, se procedié a analizar la presencia del inserto, lo cual quedo confirmado por
PCR y analisis de restriccién. Como sistema de expresion se utilizd E.coli BL21 (Silberstein et al.,

1997) ya que es un método simple, de bajo costo y con alta facilidad de ser llevado a gran escala.
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Antes de realizar la producciéon de la proteina 3AB1 se realizd la predicciéon de los
determinantes antigénicos presentes en la misma utilizando el método “in silico” descripto por
Kolaskar y Tongaonkar. Se encontraron 2 mutaciones aminoacidicas puntuales en 3 de los 5
epitopes B predichos, las cuales no afectaron el reconocimiento de la proteina por sueros de
animales infectados indicando que alguno de esos epitopes B se expresan durante el curso natural

de la infeccion con el VFA.

Como método de purificacién y enriquecimiento se empled una estrategia basada en la
separacion de la proteina 3AB1 recombinante por SDS-PAGE en geles de formato grande vy

(Nannietal, 2009) picha metodologia permitié obtener

posterior electroelucion de la banda de interés
no sélo un alto rendimiento del producto en todos los stocks producidos (seccion R.1.1.6.2), sino
también obtenerla lo suficientemente purificada como para ser empleada en tests diagndsticos y

como inmundgeno.

La caracterizacién antigénica de la proteina 3AB1 se realizé inicialmente mediante un
pequeiio panel de sueros bovinos de referencia para la deteccion de PNEs-VFA, que fueron
obtenidos a partir bovinos virgenes o experimentalmente infectados con el VFA. Los sueros de
bovinos infectados de este panel, provinieron de animales en los cuales la infeccién fue
confirmada por sintomatologia clinica, aislamiento viral, RT-PCR y serologia para deteccion de
PNEs-VFA. Los sueros de bovinos no infectados con el VFA (virgenes o ndive), provinieron de
animales de la regién libre natural de FA al sur del paralelo 42° de nuestro pais. Su estado en este
caso, fue confirmado mediante pruebas seroldgicas basadas en la deteccién de Acs contra PNEs

del VFA.

Como siguiente paso de la caracterizacion, se empled el modelo murino, para lo cual se
inocularon ratones con 5 pg de 3AB1 recombinante. Los sueros obtenidos fueron capaces de
reconocer al antigeno nativo y sus precursores en células BHK-21 infectadas con VFA O1 Campos,
tal lo determinado por la técnica de IFl. Los resultados mostraron patrones de
inmunofluorescencia caracteristicos para los sueros anti-3AB1 (Briones et al., 2006), a diferencia
de los sueros normales que no presentaron reaccion alguna. Por ultimo, sueros provenientes de
ratones normales o inoculados con proteinas obtenidas a partir de E. coli no transformadas y
aisladas dentro del mismo rango de movilidad electroforética que la proteina de interés, no
presentaron reaccién contra el antigeno recombinante 3AB1 mediante la técnica de ELISA

indirecto, tal como se discute posteriormente.
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A la produccidn de estos reactivos, siguid la puesta a punto del ELISA indirecto 3AB1 para
evaluar sueros murinos. Para esto se tomd como base el desarrollo del ELISA 3AB1 bovino (Nanni
et al.,, 2005) y se definieron los parametros especificos para el ensayo utilizando esta especie
animal. En una primera etapa fueron definidos los controles internos del ensayo: CPF (M1 1:500),
CPM (M1 1:1500) y CN; los cuales fueron incluidos en cada placa de ELISA 3AB1 ratdn. El CPF se
empleé ademas como suero de referencia respecto del cual se normalizaron los resultados
obtenidos para cada una de las muestras analizadas en cada placa (incluyendo el CPM y CN). Como
segunda etapa se trabajé sobre la determinacién del punto de corte mediante el cual se
establecid la categorizacidon dicotomica de los resultados. Para ello, se emplearon un total de 283
sueros normales de raton provenientes de 3 bioterios de la provincia de Buenos Aires. La totalidad
de los sueros fue analizada por el ELISA 3AB1 ratén, procesada y normalizada con relaciéon al CPF.

Asi, el punto de corte quedd establecido en el 14% del valor del CPF.

Como tercera y ultima parte dentro de esta primera etapa, se trabajo en la produccion de
diferentes sueros policlonales de diferentes especies animales (bovinos, ratones y cobayos) de alto
titulo anti-3AB1, los cuales se emplearon como componentes principales de las distintas técnicas

descriptas o citadas a lo largo del presente trabajo.

D.2-Modelos in vivo

D.2.1-Bovinos

El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) division Sanidad
Animal bajo la Resolucién 351/2006 dictamina la reglamentacién que permite el control de las
vacunas destinadas a la prevencién de la FA en Argentina y dispone que los sueros bovinos
empleados en la prueba de potencia se analicen respecto a la presencia de Acs anti-PNEs a los 0y
60 dias post vacunacidn. El lote vacunal es aprobado cuando hay ausencia de reactores. Ante la
presencia de al menos 2 animales reactores en un grupo de 16 bovinos a los 60 dpv (con una
vacunacion) se realiza un recontrol sobre un nuevo grupo de bovinos virgenes, de los cuales si para
los 60 dpv no hay reactores para PNEs la vacuna es aprobada. Si en cambio, se detectan
nuevamente al menos 2 bovinos seropositivos se efectla una revacunacién con una dosis de la
vacuna. El lote vacunal finalmente es aprobado si a los 30 dias post revacunacion no se detectan

nuevos animales seropositivos, en caso contrario es rechazado.
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Basandonos en esta resolucidn asi como también en las recomendaciones propuestas por
la OIE y la EMEA se evalud bajo condiciones experimentales la posible induccion de Acs anti- PNEs
del VFA luego de la vacunacion repetida en bovinos.

En nuestra experiencia se utilizaron un total de 7 vacunas polivalentes inocuas e
inmunogénicas junto con un control negativo y la poblacion sobre la que se trabajé quedod
confirmada seronegativa para PNEs (seccién R.2.1.1). En este estudio, se vacunaron terneros en
repetidas ocasiones con una dosis de la vacuna contra la FA cada vez, a modo de imitar un
régimen de vacunacion de rutina en el campo y luego se evalué las respuestas de las vacunas
respecto de la induccién de Acs anti-PNEs VFA. La frecuencia de vacunacion fue mucho mayor que
la recomendada por los fabricantes aunque actualmente se sabe que vacunaciones repetitivas con

intervalos de, aproximadamente 1 mes, pueden genera Acs anti-PNEs, en terneros naive. "¢ ¢t

al., 2006).

Para la deteccién de Acs anti-PNEs se emplearon 4 ELISAs: 3D, 3AB1 desarrollado en
nuestro laboratorio, 3ABC desarrollado por el ICT-MILSTEIN y un test de referencia desarrollado
por PANAFTOSA. Las mismas muestras fueron analizadas por estos 4 ensayos; los resultados en
cada caso fueron procesados y normalizados de acuerdo a los criterios establecidos por el
fabricante/institucion desarrolladora, utilizando ademas, los puntos de corte respectivos
recomendados por los mismos.

En cuanto a los resultados obtenidos por el ELISA 3D, se vio que la totalidad de las vacunas
incluido el control negativo, inducen Acs anti-3D en al menos 1 animal de cada grupo a partir de
los 60dpv, es decir, luego de haber suministrado dos vacunaciones (primera inmunizacion y
booster).

Sélo dos vacunas presentaron un perfil diferente: la vacuna P3 que inducen Acs a los 30
dpv, es decir, luego de una Unica dosis y la vacuna 6A que genera Acs anti- 3D medibles a los 90
dpv (luego de una tercera vacunacion).

Se ha reportado que la RNA polimerasa (proteina 3D) es un componente interno de al
menos un 20-30% de los virus, asi como también se ha discutido si la contaminacién endégena o
exodgena de los viriones con la proteina 3D puede ser responsables de la induccion Acs especificos
(Newman et al., 1994) contra esta proteina. La presencia de trazas de esta proteina esta
influenciada por la metodologia de produccién del antigeno, la inclusidon de pasos de purificacion,

la concentracion del antigeno, asi como también por la presencia de los adyuvantes. Por lo tanto,
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este es un test adecuado para utilizarse sélo en paises o regiones donde no se aplica vacunacion y
asi realizar el correspondiente control epidemioldgico poblacional.

En cuanto a la deteccidn de Acs anti-PNEs 3AB1 y 3ABC, 5 de las 7 vacunas analizadas en el
modelo bovino indujeron una respuesta inmune humoral especifica. Para dos de las vacunas, 6A y
6B, se detectaron animales reactores con sélo una dosis de vacuna (1 ternero seropositivo
inoculado con la vacuna 6A y 2 terneros en el grupo inoculado con la vacuna 6B). Mas aun, la
totalidad de los bovinos fueron reactores con una revacunacién (60dpv) para los 3 ensayos, con la
Unica excepcidn de un animal del grupo inoculado con la vacuna 6B, que no fue detectado por el |-
ELISA Panaftosa.

El analisis de las vacunas V1, V2 y P3, en cambio, mostré que la respuesta inmune humoral
sélo se evidencid, en al menos 1 animal por grupo luego de efectuar 2 a 3 revacunaciones. En
particular para la vacuna P3, el ELISA 3ABC no detectd animales seropositivos en ninguno de los
dpv evaluados, sin embargo, los otros 2 enzimoinmunoensayos dieron un mismo perfil,
detectando 1 de 4 animales reactores a partir de los 60 dpv (2 inmunizaciones). Es légico pensar
que la mayor carga antigénica de PNEs en la formulacidon vacunal seria capaz de inducir mas
tempranamente respuestas humorales detectables y un ejemplo de esto puede ser lo observado
para las vacunas 6A y 6B en relacidn a las restantes vacunas positivas.

Finalmente, dos de las vacunas (P4 y P5) junto con el control negativo no indujeron
respuestas detectables a lo largo de toda la experiencia por ninguno de los ensayos utilizados.

Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos por Fan Lee, et al. (2006) vy
Mondragén, et al (2006) donde a partir de protocolos de reinmunizaciéon con vacunas anti-FA, fue
posible detectar Acs anti-3ABC en los animales vacunados.

La comparacion de los 3 ensayos mostro resultados distintos para las mismas muestras, en
particular para el ELISA 3ABC que en general detectd la presencia de animales seropositivos para
PNEs algo mas tarde que el I-ELISA-Panaftosa y el ELISA 3AB1. Si bien estas diferencias podrian
reflejar distintos niveles de sensibilidad, es importante mencionar que estos
enzimoinmunoensayos han sido disefiados para evaluar el estado epidemiolégico de una
poblacidn y que por lo tanto, su evaluacidén con nimeros limitados de muestras puede no reflejar
efectivamente la sensibilidad y especificidad de los ensayos. Mas aun, los resultados obtenidos
dependeran también de la cantidad de los antigenos no estructurales presentes en la formulacion,

asi como también de la via de inoculacién y el estado inmune general de cada individuo.
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En conjunto, estos resultados indican que la presencia de PNEs, como contaminantes del
proceso de produccidn de las vacunas comerciales, puede generar interferencia con los ensayos
utilizados para diferenciar animales vacunados de infectados , y que los protocolos recomendados
por los organismos internacionales son Utiles para la determinacién de la calidad de las vacunas
anti-aftosa en este aspecto.

Como siguiente paso, nos propusimos determinar la dosis minima y el tiempo post
vacunacién necesarios para la deteccion de anticuerpos contra una version recombinante de uno
de estos antigenos no estructurales, la proteina 3ABC, en bovinos seronegativos para PNEs. Para
esto, se formularon 6 vacunas experimentales que abarcaron un rango de masas antigénicas
desde 670 ng/dosis a 2,6 ng/dosis en diluciones de orden 4. Cada grupo de terneros recibié un
total de tres inmunizaciones cada 30 dias y la respuesta inmune se evalué hasta los 90 dpv.

Del analisis de estos sueros por los 3 tests se concluyd que a partir de la primera
inmunizacién (30 dpv) las dosis mas altas de inmundgeno (670, 170 y 104,2 ng) eran capaces de
generar niveles detectables de Acs anti-PNEs. Luego de una segunda dosis (60 dpv) con el test
ELISA 3ABC se detecté como positivo 1 de 3 animales inmunizado con 42,5 ng/dosis. Los otros dos
enzimoinmunoensayos muestran lo mismo pero a partir de los 90 dpv (luego de efectuada la
tercera inmunizacién) detectando, 1 animal de 3, también con la dosis de 42,5 ng. Esta diferencia
observada en los tiempos de deteccidon podria radicar en la sensibilidad inherente a cada test,
aunque en todos los casos la dosis minima inmunizante se hallaria comprendida en el rango que
abarca de los 42,5 a los 10,6 ng/dosis.

Si bien las formulaciones comerciales evaluadas previamente difieren respecto a las
vacunas experimentales que contienen 3ABC recombinante, tanto por la presencia de otras
proteinas como eventualmente por las sustancias inmunomoduladoras incluidas, los experimentos
de dosis minima inmunizante permitirian estimar indirectamente y en forma aproximada la
cantidad de PNE 3ABC, y sus derivados, presentes en las vacunas comerciales analizadas. Asi, seria
posible asimilar las respuestas obtenidas por las vacunas 6A y 6B con dosis entre 670 y 170 ng de
PNE, mientras que las de las vacunas V1, V2 y P3 podrian corresponderse con dosis entre 42 y 10

ng de PNE.

D.2.2-Ratones

El estudio del modelo murino como alternativa al uso de bovinos para estas

determinaciones, siguid el mismo esquema experimental descrito previamente.
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En un primer estudio, se establecié la dosis minima inmunizante de la proteina
recombinante 3ABC. Se formularon un total de 6 vacunas experimentales con dosis comprendidas
en el rango que va desde 670 a 2,6 ng de masa absoluta en cada dosis.

Al igual que en el modelo bovino, los grupos que recibieron las cantidades mas altas del
antigeno (670 y 170 ng/dosis) fueron los primeros en responder luego de recibir la primera dosis.
En estos grupos, un 40 % de los animales presentaban Acs especificos. Luego de la tercera dosis
tanto el grupo inmunizado con 42,5 ng como el de 26 ng generaron Acs: el 50% y el 60% de los
animales fueron positivos respectivamente a los 45dpv, es decir, en la mitad de tiempo de la
misma experiencia llevada a cabo en bovinos.

Estos resultados indicarian que la sensibilidad de este modelo es aproximadamente igual a
la de los bovinos en relacidn a la masa minima contra la que se inducen respuestas detectables.
Debido a que el volumen inoculable en los ratones es 10 veces menor al de los bovinos, esto
podria generar inconvenientes a la hora de realizar estudios con vacunas comerciales ya que los
ratones recibirian 10 veces menos de masa antigénica que los bovinos, siendo posible entonces
que las cantidades de PNEs contenidas en esos volumenes fueran insuficientes para disparar una
respuesta humoral detectable.

Para estudiar este aspecto se llevd a cabo un segundo estudio en ratones que consistié en
inocular 6 de las vacunas anti-aftosa previamente estudiadas en el modelo bovino, 4 positivas (V1,
V2, 6A y 6B) y 2 negativas (P5 y una vacuna control negativo sin contaminaciones de PNEs segun
los controles oficiales).

Interesantemente, todas las vacunas probadas en raton repitieron los resultados
obtenidos en los bovinos. Tal lo observado previamente, las vacunas 6A y 6B indujeron
rapidamente anticuerpos especificos luego de la primera dosis a los 15 dpv. Las muestras
obtenidas en tiempos posteriores, luego de las revacunaciones, presentaron sin embargo una alta
reactividad inespecifica (contra el blanco) y no fue posible su determinacién.

De igual forma a lo observado en bovinos, las vacunas V1 y V2 también generaron Acs
anti-PNEs pero soélo luego de 3 inmunizaciones (22% y 12% de ratones seropositivos,
respectivamente). En este caso, la reactividad contra el blanco en el ELISA 3AB1 ratén se mantuvo
en niveles bajos y fue posible determinar también tiempos posteriores (hasta 60 dpv), cuando se
observé un aumento del porcentaje de seropositivos (78% para V1 y 50% para V2). Tanto el
control negativo (vacuna libre de PNE) como la vacuna P5 resultaron negativas para todos los

tiempos analizados.
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La existencia de reactividad inespecifica observada en el ELISA para los animales
inoculados con las vacunas 6A y 6B, posiblemente se relacione con el método de producciéon de
estas vacunas que fueron sometidas a un proceso de concentracién del antigeno viral, segin datos
provistos por el fabricante. Este proceso trae como consecuencia la concentracion también de
otras proteinas celulares, las cuales podrian inducir anticuerpos en los animales provocando esta
interferencia en el ELISA 3AB1 ratén, la cual se evidencié mas claramente luego de las
revacunaciones. En este sentido, las vacunas V1, V2 y P5 fueron producidas sin procesos de
concentracion previos y no presentaron dicha interferencia, independientemente de que
resultaran positivas o negativas al ELISA 3AB1 ratén.

Mas alla de este aspecto, es interesante resaltar que todas las vacunas probadas en ratén
siguieron un patrén de respuestas muy similar al de los bovinos. Esto se observéd aun cuando la
dosis aplicada al ratén (0,2 ml) contendria una cantidad de PNEs 10 veces menor que en la de los
bovinos, lo cual deberia haber provocado que las vacunas 6A y 6B (entre 670 y 170 ng PNE /dosis
de 2 ml) indujeran respuestas solo luego de las revacunaciones, y que las vacunas V1 y V2 (entre
42,5y 10,6 ng de PNEs por dosis de 2 ml) estuvieran por debajo de la dosis minima inmunizante en
ratén.

Esto indicaria un ajuste diferente entre las curvas de dosis minima inmunizante y los
resultados obtenidos para las vacunas comerciales en bovinos y en ratones. Una hipédtesis posible
es que la inmunogenicidad en ratones de las versiones nativas de las PNEs asociadas a restos
celulares y arrastradas durante el proceso de produccién, podria ser mayor que la de los antigenos
recombinantes purificados, aun cuando ambos se hayan formulado en los mismos vehiculos
oleosos. En esto también podria influir la via de inoculacién empleada en ratones (intraperitoneal),
que podria ser mas efectiva para la presentacion antigénica de estas mezclas proteicas complejas
que la intramuscular utilizada en bovinos. En cualquier caso, estos resultados demuestran que esta
es una estrategia posible, con resultados iniciales alentadores que merecen ser profundizados
mediante un mayor numero de pruebas comparativas entre bovinos y ratones, empleando

inmundgenos vacunales con cantidades controladas de PNEs.

D.3-Modelo in vitro

La ultima parte del presente trabajo de tesis se enfocd en el desarrollo de un ELISA que
pudiera utilizarse como método de control del grado de purificacion de PNEs durante el proceso

de elaboracion de vacunas anti-aftosa. Este tipo de ensayo permitiria procesar varias muestras por
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placa y asi realizar una evaluacién de la pureza de cada formulacién a lo largo de las etapas de
produccion. Adicionalmente, si bien fue seleccionado en principio como un método cualitativo
para determinar la presencia de las PNEs en la muestra analizada, también permitiria una
estimacidn de la cantidad de estos antigenos.

El disefio del test se realizd sobre un esquema de ELISA de captura, que mediante placas
sensibilizadas con anticuerpos especificos para las PNEs, permitirian analizar suspensiones
antigénicas complejas manteniendo buenos niveles de especificidad. La deteccion en este caso, en
el que para el revelado se utiliza una enzima HRP conjugada a un suero anti especie, deberia
hacerse con un anticuerpo o suero de una especie distinta a la de la captura y que tuviera alta
especificidad y afinidad para asegurar en este caso la sensibilidad del ensayo. Con este objetivo se
desarrollé un AcM de ratén contra la 3AB1 recombinante y se produjo un suero detector en un
cobayo hiperinmunizado con esta misma proteina.

La caracterizacion del AcM 3AB1 se realizdé por WB y ELISA enfrentdndolo contra el
antigeno homdélogo y la proteina recombinante 3ABC. En todos los casos el AcM 3AB1 fue capaz de
reaccionar contra estos polipéptidos hasta diluciones de al menos 1/16.000 por WB y 1/300.000
por ELISA. Mds aun, mediante la técnica de IFl se demostré que el anticuerpo fue capaz de
detectar la proteina nativa, sus derivados y precursores, expresados en células BHK-21 infectadas
con VFA.

El suero de cobayo hiperinmunizado con 3AB1 fue seleccionado a partir de su
comparacion con un suero de cobayo infectado con VFA utilizado como referencia. El protocolo de
inmunizacién repetida favoreceria el aumento de la afinidad de los anticuerpos producidos. La
caracterizacion fue realizada por ELISA, observandose resultados equivalentes a los del suero del
animal infectado.

Los estudios de factibilidad del ELISA de captura demostraron que el AcM 3AB1 se
comporta en forma comparable que el AcM 3A de referencia, no habiendo diferencias
significativas entre ambos. Asimismo, la técnica fue capaz de capturar eficientemente tanto el

antigeno 3AB1 como el 3ABC.

A continuacidn, se llevo a cabo la estandarizacidn de los diferentes componentes del test.
Como buffer de captura se selecciond el tampdn carbonato 50 mM pH: 9,6, y como bloqueante
PBST-OVA1%. Para cada etpa del ensayo fueron seleccionadas las mejores condiciones en cuanto a

tiempos y temperaturas de incubacion.
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El grado de dispersion de la técnica se estudié empleando una curva estandar de 7 puntos
a partir de una concentracién de 26,6 ng/pocillo hasta 0,41 ng/pocillo del antigeno 3AB1. El
analisis intraensayo arrojé un CV menor al 10%, y se obtuvo un CV% de entre 10 y 20 % tanto para
el analisis interensayo como para el andlisis de reproducibilidad, por lo que puede valorarse como
buena la precisidn alcanzada en estas pruebas.

La cantidad minima de antigeno detectable fue de 1,2 ng/pocillo, siendo este limite de
deteccién adecuado para nuestros propdsitos, si se tiene en cuenta el rango de cuantificacion
empleado (curva estandar). Por dltimo, el analisis de correlaciéon entre el estdndar 3AB1 vy la
proteina de referencia 3ABC de concentracidn conocida, indica la similitud de deteccién entre los 2
antigenos (Fig.66), dando idea del grado de identidad de los valores analiticos obtenidos con un
método y el contenido real del pardmetro (exactitud).

Utilizando el ELISA de captura se analizé cualitativamente el remanente del antigeno 3ABC
en las fases acuosas extraidas de 4 de las vacunas experimentales formuladas con cantidades
conocidas de antigeno que fueran inoculadas en bovinos y ratones. Estas determinaciones
demostraron que luego de dos extracciones fue posible recuperar parte del antigeno no
estructural en la formulacién oleosa. La cantidad del antigeno recuperado luego de las
extracciones y estimado mediante el ELISA de captura no fue proporcional a la concentracion del
mismo presente en la formulacion vacunal experimental. Asi, de las vacunas con mayor
concentracion de inmundgeno (0,84, 0,21 y 0,13 pug/mL, correspondientes a las dosis de 170, 42,5
y 26 ng/dosis, respectivamente) pudo obtenerse, por calculo, aproximadamente una cantidad de
similar de antigeno 3ABC, por lo que puede inferirse que la determinacion esta condicionada por

el método extractivo utilizado.

Sin embargo, en el caso de la vacuna con 0,05 pg/mL (10,6 ng/dosis) de proteina 3ABC, al
estimar la concentracion proteica post extraccion, se observé que la misma estaba por debajo del
limite de deteccidn, asimilandose entonces que en vacunas con concentraciones antigénicas de
este orden, la PNE no es recuperable para ser detectada por el método analitico desarrollado.
Cabe mencionar que esta dosis de 10,6 ng inoculada en ambos modelos animales, tampoco fue

inductora de anticuerpos especificos aun al efectuar revacunaciones.

Por ultimo, se realizé la infeccién de una suspensién de células BHK-21 con el VFA para

determinar con el ELISA de captura PNEs nativas desde el sobrenadante celular. Del mismo se
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analizaron diluciones seriadas sin concentrar y como control negativo se utilizé un sobrenadante

proveniente de células BHK-21 sin infectar.

Curiosamente, aun cuando fue corroborada la presencia de proteinas de capside del VFA,
no se detectd la presencia de PNEs nativas en estas muestras puesto que los valores de
absorbancia del experimento fueron iguales a los del control negativo. Tres fracciones,
correspondientes al pellet celular, un lavado del mismo y al sobrenadante celular fueron
analizadas por WB empleando como detector el AcM 3AB1, detectdndose la asociacion de las

PNEs virales nativas a los restos celulares del pellet y no a las otras 2 fracciones.

De estos resultados puede inferirse que parte de las PNEs del tipo 3A y 3AB serian
capturadas por los restos celulares durante la clarificacién en los procesos de elaboracion de las
vacunas anti-aftosa y por lo tanto no, estarian incluidas en el antigeno vacunal. Sin embargo,
cuando la particula viral es concentrada, hasta valores superiores al 80X, es posible que ese
concentrado también contenga proteinas remanentes de menor peso molecular como lo son las
PNEs, las cuales si estarian incluidas en el antigeno de la vacuna. En esto ultimo radica la
importancia de evaluar la presencia de estas proteinas espurias en los fluidos de elusion de las

distintas etapas de produccién de las vacunas anti-aftosa.

En este sentido, es importante remarcar que este test fue disefiado para el andlisis de
PNEs en los fluidos provenientes de las distintas etapas de elaboracién de vacunas anti-aftosa y es
solo en estas fracciones donde podria aplicarse como test de control del grado de purificacién de
las mismas. Asi, es probable que la falta de deteccién de PNEs nativas en el sobrenadante celular
se deba entonces a que estas, al estar asociadas a estructuras de membrana, hayan sido

arrastradas hacia otras fracciones que se descartan en el proceso de produccién.

Por lo tanto, el estudio detallado de la performance del ELISA deberia realizarse a través
del analisis de sobrenadantes de células BHK-21 infectadas y luego de ser altamente concentrados,

tal como sucede con las formulaciones vacunales comerciales.
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Conclusiones

La presencia de trazas de PNEs en vacunas anti—aftosa generan interferencias con
los enzimoinmunoensayos disponibles en la actualidad para diferenciar animales

infectados de vacunados.

La dosis minima inmunizante de proteina 3ABC recombinante se halla entre 42,5y

10,6 ng tanto en bovinos como en ratones.

Si bien las curvas dosis respuestas evaluadas para PNE recombinantes fueron
similares en bovinos y ratones, el modelo ratén parecié ser mas sensible al evaluar

la presencia de PNEs en vacunas comerciales.

El ELISA de captura permitiria evaluar el grado de purificacién de PNEs, presentes

en la fraccion soluble, en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de una

vacuna anti-aftosa.

Biog. Myrian V. Trotta Dr. Mariano Pérez Filgueira
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