ANALISIS DE REACTIVIDAD DE LA PROTEINA p26 DEL
VIRUS DE LA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA (AIE)
UTILIZANDO DIFERENTES METODOS DE DIAGNOSTICO

Tesis de Maestria en Microbiologia Molecular
Universidad Nacional de San Martin

ANLIS. Dr. Carlos G. Malbran

Maestrando: M.V. Ménica Susana Ayerbe
Director: Dr. Marcelo Pecoraro

Codirector: Dr. Guillermo Herndn Sguazza

Catedra de Virologia, Facultad de Ciencias Veteasa
Universidad Nacional de la Plata
2012

Jurados: Dra. Viviana Malirat, Barlos Pacifico, Dr. Osvaldo Periolo

Buenos Aires, detdiciembre de 2012



Mi agradecimiento a mi director por depositar sofianza en mi aceptandome
como tesista y por sus acertados aportes durbpteceso de desarrollo del
trabajo.

A mi codirector por su mas que infinita paciengenerosidad y humildad.

A La Catedra de Virologia de La Facultad de &dpor recibirme durante estos
afios y a su gente por hacerme sentir como en casa....

A mi familia que comprendié y no cuestion6 ehtmo pasado frente a la
computadora y en la lectura.

A mi mama que es mi gran compafera, por escuchatragar de interiorizarse
sobre la tesis aunque el tema le fuera completanageno y a mi papa que con su
ejemplo de tenacidad seguramente contribuyé a giaje los brazos no solo en
este emprendimiento en particular

A mis amigos de la vida y a los amigos y compasgieel trabajo que me
alentaron a que termine lo que comencé hace tiempo.



INDICE

Resumen
Abstract

1.Introduccion

1.1 Taxonomia

1.2 Historia de la enfermedad

1.3 Patogenia

1.4 Signos clinicos

1.5 Lesiones macro y microscopicas

1.6 Epizootiologia

1.7 Transmision y tropismo tisular

1.8 Prevencién y control

1.9 Diagnostico

1.10 Caracteristicas del virus

1.11 Replicacion

1.12 Propiedades bioldgicas y en cultivos celulares
1.13 Respuesta inmune

1.14 Variaciones genéticas del virus AIE

1.15 Situacion en Argentina

2 Objetivos

2.1 Objetivos Generales

2.2 Objetivos Especificos

3 Materiales y métodos

3.1 Obtencion de la proteina p26 recombinante.

3.2 Produccién de antigeno viral en cultivo de leélu

3.3 Obtencidn del virus concentrado y parcialmentificado
3.4 RT-PCR

3.5 Muestras de sueros problemas.

3.6 Inmunodifusion en gel de agar (IDGA).

3.7 ELISA de Competicion (CELISA)

3.8 Western Blot (WB).

3.8.1 Preparacion de reactivos

3.8.2 Electroforesis (SDS-PAGE)

O 0 D W W w N R

o N 9 o

11
12
13
14
15
18
18
18
19
19
21
21
22
24
24
25
26
26
27



3.8.3- Transferencia e inmovilizaciéon en membramaittocelulosay bloqueo 28

3.8.4- Incubacion con anticuerpos 28
3.8.5- Revelado e interpretacion 29
3.9 - Comparacion de la sensibilidad analiticavitéi de deteccién de las 29

técnicas con algunos sueros por dilucién a pungb f

3.10 ELISA Indirecto (iELISA) 29
3.10.1 Principios de la técnica 29
3.10.2- Preparacion de reactivos: 30
3.10.3- Pegado del antigeno 30
3.10.4- Bloqueo 30
3.10.5 Incubacidn con los sueros problema y etaetpo secundario 30
3.10.6-Revelado 31
3.10.7 Prueba en damero 31
3.11 Sensibilidad y especificidad comparativas 32

4. Resultados 33
4.1 Obtencién de la proteina p26 recombinante 33
4.2 Replicacion viral en cultivos celulares 33
4.3 Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA) 34
4.4 ELISA de competicion (CELISA) 34
4.5 Western Blot (WB) 35
4.6 Comparacién de algunos sueros con diluciomoginal 39
4.7 ELISA Indirecto (IELISA) 39
4.8 Analisis estadistico de los resultados 41
4.9 Resultado de los 200 sueros analizados contéexiaa 44

5 Discusion 46

6 Conclusiones 52

7 Referencias 54



RESUMEN

El virus de la Anemia Infecciosa Equina (AIE), peeciente a la Familietroviridag Subfamilia
Orthoretrovirinag Genero Lentivirus, ocasiona infeccion persistamequinos, asnos y mulas (Familia
Equidag, caracterizada por episodios irregulares de dietepresion y anemia separados por periodos
asintomaticos de quiescencia clinica. El virusetien genoma ARN de cadena simple con tres genes
principales:gag pol y env El gengag codifica una proteina de 26Kd denominada p26,egula proteina
mayor de la capside, constituyendo aproximadamen#% del total de la proteina del virion.

En 1970, al descubrirse que caballos infectados Alen poseian anticuerpos precipitantes contra la
proteina p26, Coggins y Norcross adaptaron un doétonfiable para la deteccién de anticuerpos en
sueros de animales infectados denominado: pruebardmodifusion en gel de agar (IDGA) o prueba de
Coggins. Esta técnica es la aceptada para transtoacional e interno de equinos. El antigefilzatio

en la prueba diagnéstica es preparado a partirirde parcialmente purificado obtenido de cultivos
celulares infectados y posteriormente tratado cuameéente para liberar la p26. Este método de
produccién es de alto costo y bajo rendimientdi@n esta técnica ha sido una herramienta diag@adsti
certera para la deteccidon de animales infectadpartr de su implementacion en los afios 70, existen
sueros que resultan dificiles de diagnosticar adelddque dan reacciones positivas muy débiles
(borderline). En un trabajo previo la Catedra deoMigia de la Facultad de Ciencias Veterinariatale
Plata desarroll6 un sistema heterélogo de prodoag@proteinas, utilizanddescherichia coli,para la
expresion y purificacién de grandes cantidadesrdeina p26 recombinante (p26r) de alta calidach Co
el objetivo de analizar la reactividad de la pdérproteina fue utilizada como antigeno en diversas
técnicas diagndsticas y se compard su desempeite fxe200 sueros diagnosticados previamente por las
técnicas de IDGA y test de cELISA con equipos caia@s en el laboratorio de DILAB, SENASA. De
este modo estos sueros fueron procesados en ldr&ée Virologia utilizando las técnicas de ELISA
Indirecta y Western Blot (WB) usando para ambasités la proteina p26r.

Con la técnica de ELISA indirecta se realizaronidists de factibilidad, que demostraron la necestiad
obtener un antigeno p26r mas puro para poder avanda estandarizacion de la misma.

Con la técnica de WB se obtuvieron resultados ewafppes a los previamente determinados por las
técnicas de IDGA y cELISA y de mayor sensibilidaskda IDGA, pudiendo confirmar o descartar
resultados sospechosos o0 equivocos obtenidos céBdA. No obstante, como los sueros fueron
enfrentados con un antigeno recombinante a p26n@uatigeno obtenido con métodos que eliminan las
glicoproteinas de superficie, s6lo se encontréasnsueros positivos la banda correspondiente a esa
proteina y no otras bandas a otros antigenos ded YIE, por lo cual se concluye que, siguiendo los
estandares internacionales (DVL, NVSL, APHIS, USDASA) para el diagnéstico de AIE, se
recomienda incorporar otros antigenos (como minimde las glicoproteinas de superficie del vieus)

las tiras del WB, de forma que esta técnica puedasada como método confirmatorio.



ABSTRACT

Equine Infectious Anemia Virus (EIAV), that belongs the FamilyRetroviridag Subfamily
Orthoretrovirinae,Genus Lentivirus, gives a persistent infection guiaes, donkeys and mules
(Family Equidae), characterized by irregular episodes of feveprdssion and anemia separated
by asymptomatic periods of clinical quiescence. Vinas has a single stranded RNA genome
with three main genes: gag-env and pol. The gag gecodes the p26 protein, that is the mayor
core protein and constitutes approximately 40%hefvirion total protein.

In 1970, when it was discovered that equines teféavith EIA had precipitant antibodies
against p26 protein, Coggins and Norcross adaptedliable method for the detection of
antibodies in infected animal sera named: Agar I@ehunodiffusion Test (AGID) or Coggins
Test. This technique is accepted for internati@malnternal horse movement. The antigen used
in the diagnostic test is prepared from partiallyified virus obtained from infected cell cultures
and afterwards chemically treated to release pB& production method is expensive and gives
a low yield. Notwithstanding that this techniquesHaeen an accurate diagnostic tool for the
detection of infected animals since it was impletednin the 70s, there are sera difficult to
diagnose as they give very weak positive reactfbosderline). In a previous work the Virology
Department, Veterinary Sciences Faculty, La Platavéisity, developed an heterologous
system for protein production usiigcherichia colifor the expression and purification of large
volumes of high quality recombinant p26 protein )2 With the goal of analyzing p26r
reactivity, the protein was used as antigen in @valiagnostic tests and its performance was
compared against 200 sera that had been alreagpadiad by AGID and cELISA tests with
commercial kits in DILAB, SENASA laboratory. So tlsera were processed in the Virology
Department using a Western Blot test (WB) and aliréct ELISA assay using in both of them
p26r.

With the indirect ELISA test factibility studies wecarried out that demonstrated the need for a
higher purified antigen p26r to be used in the daadization of the method. The WB test gave
results comparable to the previously obtained byDA@nd cELISA tests, proving to be more
sensitive than the AGID, and allowing to confirm discard doubtful or equivocal results
obtained by the AGID. Nonetheless, as the sera e@r&onted with a recombinant p26 antigen,
or with antigen obtained by methods that eliminateal surface glicoproteins, the positive sera
only gave one band that corresponded to p26 arathes band to the other antigens of the EIA
virus. So it is concluded that, following the imational standard®©VL, NVSL, APHIS, USDA,
USA) for EIA diagnostic, it is advisable to include othentigens ( at least one of the virus

surface glycoprotein) in the WB strips so that teist could be used as a confirmatory one.



1.INTRODUCCION.
1.1 TAXONOMIA

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es causada porviros perteneciente a la Familia:
Retroviridae Sufamilia: Orthoretrovirinae Genero: Lentivirus. (Clasificacion del ICTV.
Divisién Virologia). Existen 9 especies de lentigrque pueden ser agrupadas en cinco grupos
en base a los huéspedes que infectan: primatéér{es. de la inmunodeficiencia humanaly 2y
el Virus de la inmunodeficiencia del simio), ovejasabras (ej. El virus de la artritis encefalitis
caprina y el virus Maedi-Visna), felinos (ej. Virde la inmunodeficiencia felina y el lentivirus
del puma), bovinos (ej. Virus de la inmunodeficianioovina) y caballos (ej. Virus de la anemia
infecciosa equina).

Todos estos virus estan compuestos por un genorAiRNede simple cadena que se replica en
la célula huésped mediante transcripcion inversadexir, mediante la formacion de ADN a
partir del molde ARN por medio de su ADN polimerasaN dependiente (Archer, 1977), lo

que los ubicaba histéricamente dentro del Grupde/ia antigua Clasificacion de Baltimore.

1.2 HISTORIA DE ESTA ENFERMEDAD

La Anemia Infecciosa Equina, coloquialmente denaumién“fiebre de los Pantanos”, ha sido
documentada en areas geogréficas diversas. Daspaptprimera vez en Francia en 1843 por
Ligné, fue la primer enfermedad de equinos en seciada a una etiologia viral con infeccion
por un “agente filtrable” en 1904 por Valle y Carmrecediendo en varios afios el gran
descubrimiento de Rous del primer virus tumoral@ue, 2004).

Desde 1800 hay datos de la existencia de brotek@aste y otras regiones de Estados Unidos y
se ensayaron varias pruebas para el diagnéstide AH#. A principios de los afios 1960, se
desarrollé la prueba de precipitina en tubo quelt@goco eficaz. Por otro lado en Japdén se
implement6 un método utilizando la Fijacion del Qdamento pero sélo detectaba anticuerpos
durante pocos meses. (Coggins, 1973).

En los primeros estudios de esta enfermedad, salaron ponies con un aislamiento de la cepa
Wyoming del virus de la AIE obtenido por replicatién cultivo de leucocitos de equino durante
9 dias. Los animales inoculados adquirian un edealil a partir de los 5 dias y a los 10 dias
post-inoculacién eran sacrificados y se les remelvimzo que luego era procesado para obtener
un extracto, el cual reaccionaba en tests de indifusidn en gel de agar con suero de equinos

sobrevivientes a repetidos desafios con el vitgggins, 1970)



Fue asi como los Dres Coggins y Norcross adaptar@enica de Inmunodifusion en gel de agar
(IDGA) a la deteccion de anticuerpos contra elsvide la AIE, que sigue vigente como prueba
internacionalmente aceptada para transito de egu{@old Standard). De este modo se
reemplazaron las pruebas de inoculacion de eqaue®ran caras, se desperdiciaban animales y
requerian instalaciones para aislamiento.

En Argentina esta enfermedad fue incorporada aluot 6° del Reglamento General de Policia
Sanitaria de los Animales por Decreto N° 991 deld&dmarzo de 1969 debido a que por la
naturaleza de la enfermedad, sobre todo en lo ooieoge a animales enfermos inaparentes, se

consideraba imprescindible evaluar su difusionlgD8ota, 2005).

1.3 PATOGENIA

La transmision del virus se realiza en forma me@mor insectos vectores (artrépodos
hematofagos) o fuentes iatrogénicas como agujasingps contaminadas. La principal ruta es
por insectos de la Famili@iabanidae El virus es transportado en las partes bucalesheb
clonado y caracterizado un receptor celular furaipara el virus AIE, designado Receptor 1 de
Lentivirus equino (R1LE) el cual parece ser sufitéepara mediar la infeccion viral productiva
en ausencia de co-receptor y a través de una g@xiica pH dependiente ( Jin, 2005).

Durante la infeccién se produce hipergamaglobulingmn el suero se forman complejos de
virus infeccioso y anticuerpo y hay deposicion gtoatar del tercer componente del
Complemento (C3) e inmunoglobulina con actividadiveral. Las causas de la anemia son
complejas. Existe hemdlisis intravascular y extsaudar y los eritrocitos remanentes tienen
mayor fragilidad osmatica, estan recubiertos por g@Bo no llevan anticuerpos facilmente
detectables. La anemia se complica posteriormentenm depresion de la produccion eritroide
en la médula 6sea. Los niveles de IgG(T), una asbclde inmunoglobulina del equino
disminuye aun en presencia de hipergamaglobulinévi&uire, 1976).

Una vez concluido el ciclo viral, el virus de Algls de la célula huésped por brotacion desde las

membranas citoplasméticas (Montelaro, 1982).

1.4 SIGNOS CLINICOS

La enfermedad esté caracterizada por tres estddiosdos: agudo, crénico y asintomético de
larga duracion. El periodo de incubacion estd mehaco al titulo de virus y a factores
individuales relacionados al huésped que haceiarvda progresion de la enfermedad
(Cullinane, 2007).

La enfermedad aguda inicial (definida como el priggisodio clinico) se observa generalmente

entre las 3 y 4 semanas post infeccion y estd admaon altos niveles de viremia y sintomas



clinicos incluyendo fiebre ( >39 °C pudiendo llega42°C), diarrea, letargo, edema, pérdida de
peso, trombocitopenia (< 1plaquetasfl de sangre), y anemia. La fagocitosis de antimsrp
plaquetas recubiertas de complemento y eritrogitsdos macréfagos titulares puede estimular
la liberacién de citoquinas proinflamatorias queuicen fiebre.Es también posible que la
replicacion de virus en las mismas células poteadieeracion de citoquinas (Clabough , 1991).
Los niveles de ARN viral presentes en el plasmamterla fase aguda fluctdan entre la5&al0
10 copias de ARN viral por ml de plasma, mientras qoelos estadios asintomaticos de la
infeccién el namero de copias disminuye a menod @ copias por ml (Harrold, 2000). El
clearance de la viremia inicial ha sido correlaamcon la aparicion de linfocitos T citotoxicos
CDS8 + y anticuerpos especificos no neutralizartesnimond, 1997).

Si bien, algunos equinos infectados pueden expatanesolamente un episodio de anemia, la
mayoria de las infecciones progresan a la formaicap caracterizada por ciclos repetidos de
enfermedad y picos de viremia asociada. Los ciatpglos de 3 a 7 dias de duracion, ocurren a
intervalos irregulares, separados por semanas esnesn un promedio de seis a ocho episodios
de la enfermedad dentro del primer afio post infecciuego la mayoria de los equinos se
tornan asintomaticos para AIE indefinidamente, ymablemente debido al desarrollo de
respuesta inmune protectora del huésped. Sin embastps portadores inaparentes permanecen
infectados de por vida manteniendo niveles sulmd@nde replicacion viral (Leroux, 2001). Esto
se debe a la existencia de reservorios tisularesélligas que se mantienen productivamente
infectados a pesar de los altos niveles de coimnoline establecidos por el huésped (Harrold,
2000).

1.5 LESIONES MACRO Y MICROSCOPICAS
Existe dafio tisular durante los episodios clinesnfermedad que consiste en la reduccién de
la produccién de glébulos rojos, destruccion de rasmos, glomerulitis, linfoadenopatia e
infiltraciébn en las areas intersticiales del higadotros 6rganos por macréfagos y linfocitos
(Perryman, 1988 y Montelaro 1999Algunas lesiones tienen un origen inmuge.los casos
agudoslos nddulos linfaticos, bazo e higado estan hiperémjycagrandados. Las células de
Kupffer del higado tienen con frecuencia hemosided eritrocitos (OIE, 2008a)

La anemia esta asociada con eritrocitos recuBi@do C3 y la presencia de glomerulonefritis es
causada por el depdsito de complejos inmunes. laberes hematoldgicos estan alterados
disminuyendo el valor del hematocrito y de hemoiglal{Bakos, 1983).

La tasa de sideroleucocitos (macréfagos conteniehémosiderina, catabolito de la

hemoglobina) en un equino sano es inferior a 7106r000 leucocitos, mientras que en los dias



posteriores a una crisis de AIE ésta puede selgim@s cientos a 1000 sideroleucocitos por
cada 100.000 leucocitos. (Toma, 1990).

1.6 EPIZOOTIOLOGIA

La AIE es de distribucion mundial (Sentsui, 2001) existe en forma enzodtica en
aproximadamente 23% de los paises (Bicout, 200&)transmision mecénica del virus por
artropodos hematéfagos es generalmente aceptadawofiactor relevante en la epidemiologia
del virus (Foil, 1987). Por esto la incidencia dpiiaos infectados es mucho mayor en climas
tropicales y subtropicales, presumiblemente debidas estaciones mas largas y abundantes
poblaciones de insectos que actlan como vectorédb&no cuando comienza su alimentacién
intenta terminar en el mismo animal u otro cercansportando el virus en sus partes bucales.
(Foil, 1988).

La enfermedad no tiene tendencia a una difusididaapero los casos pueden observarse a gran
distancia de un foco inicial ( Toma, 1990).

El virus esta muy adaptado a los équidos y tiemeocreservorio Unica y exclusivamente a las

poblaciones equinas infectadas (De la Sota, 2005).

1.7 TRANSMISION Y TROFISMO TISULAR

La fuente mas importante de transmision viral essdagre de equinos persistentemente
infectados. Los vectores mecénicos son insectosipalmente la llamada mosca de los caballos
(Tabanus fuscicostatudine) y la mosca de los establos 0 mosca br&t@n{oxys calcitrank)
(Bicout, 2006). Se ha documentado en condicionpsrarentales la transmision del virus por
medio de tabanos transportando solamente 10ul dgresaextraida a partir de un equino
infectado. (Montelaro, 1999).

La existencia de una barrera espacial entre equiosgivos y negativos puede reducir la
probabilidad de transmision y la carga de tabammdod equinos esta influenciada por la
localizacion geogréafica de los mismos, esto ha dilmostrado en un estudio prospectivo de 8
afos de duraciéon (Foil, 1988). La transmision ta@mbpuede ser en forma iatrogénica por
transferencia de sangre a través de agujas corgdasirasi como instrumental contaminado con
sangre y por transfusiones. Se ha demostrado qureiglpuede permanecer infeccioso en agujas
hipodérmicas por periodos de hasta 96 horas. (N&ntel999).

Puede existir infeccion del feto en el Gtero. illa viral es mayor en equinos con signos
clinicos y el riesgo de transmision es mas altestas animales y mucho menor en los animales

portadores con bajo titulo viral (OIE, 2008a).



Los monocitos sanguineos son permisivos para ak WE pero un paso necesario para la
replicacion viral es su diferenciacion a macrofag@abough Sellon, 1992).

La carga viral en equinos infectados esta predamtémente en los macrofagos tisulares del
higado, rifion y bazo y en menor medida en noduldaticos, médula 6sea y monocitos
circulantes (Montelaro, 1999). Esto fue determinado estudios de los 6rganos de equinos
infectados experimentalmente utilizando la técrdeainmunofluorescencia directa (McGuire,
1971).

La infeccion viral subclinica estd asociada coduceiones en la carga viral y relativa
restriccion de la transcripcion en los macrofagemgdres que son altamente permisivos durante
la enfermedad aguda. La deteccién de ARN viralgnn®s subclinicamente infectados indica
que existe replicacion viral durante la infecciabdinica. (Oaks, 1998 y Craigo 2009). Esto fue
también demostrado en una mula naturalmente ifac{&pyrou, 2003).

Los reservorios tisulares pueden contener un pstabke de poblaciones virales que presentan
niveles bajos de replicacion o una poblacion Va#gnte. Esto podria representar un archivo

estable de cuasiespecies que reflejen la histonmleta de la infeccion viral (Craigo, 2005).

1.8 PREVENCION Y CONTROL

La dificultad para lograr el desarrollo de una veriefectiva es el alto nivel de variacion
antigénica que ocurre durante la replicacién vaatravés de los diferentes estadios de la
enfermedad (Craigo, 2009).

Se han evaluado diversas estrategias para deaarrofiunidad duradera, probandose diferentes
tipos de vacunas, con particulas virales inactisada subunidades proteicas, (Issel, 1992),
atenuadas, vacunas a ADN y con vectores vivos deredtes resultados. Entre las variadas
estrategias de inmunizacion, las vacunas atenudidesn los maximos niveles de proteccion,
probablemente debido a la presentacion continuartéleno y la maduracion de las respuestas
inmunes del huésped. Se vio que existe una relaci@rsa entre el nivel de atenuacion y el
nivel de proteccion, indicando que el virus atemudebe alcanzar un nivel critico de replicacion
viral para promover la maduracion de las respuestasines y lograr la proteccion. Esto
constituye un equilibrio delicado entre el nivel atenuacion viral necesario y la capacidad de
producir respuesta inmune. (Craigo 2005 y 201hp tariacion del 6% de los aminoécidos en
las proteinas de la envoltura, de una cepa de rg@scan respecto a la cepa vacunal dio un 25%
de disminucién en la proteccion y si la divergenaiamentaba al 13% la reduccién en la
proteccion era del 50%. Esto destaca la importadeialesarrollar inmundgenos que den un

reconocimiento mas amplio de las variantes deliesmyoteinas de superficie. (Craigo 2007).



En China se utiliz6 una vacuna atenuada por mé&40de pasajes en leucocitos de burro,
desarrollada en el Instituto de InvestigacioneNearias de Harbin. En los demés paises nunca
se vacuno sino que se realiza el diagndstico sgomdpara detectar los animales positivos
siendo los mismos, dependiendo de la legislaciéal leigente, eliminados o identificados como
portadores y aislados para cortar la cadena dentiaion.

Se estdn desarrollando vacunas experimentales c&ndas serologicos para diferenciar
animales vacunados de los naturalmente infectddeso hasta el presente el control de la
enfermedad se basa en el diagndstico seroldgieolpaleteccion de los animales infectados y el
aislamiento o sacrificio de los animales con diagicd positivo para prevenir la transmision

posterior (Cappelli, 2011).

1.9 DIAGNOSTICO

La técnica mundialmente utilizada para el diageosgs el test de IDGA, el antigeno era
originalmente preparado a partir de bazo equinog¢@®s, 1970 y Norcross, 1971) y de
leucocitos equinos (Nakajima, 1971) habiéndose dtamdo la identidad antigénica entre
ambos. (Nakajima, 1972). Posteriormente fue praftuei partir de Cultivos Primarios de Feto
equino y células de Dermis Equina (Malmquist, 19E}tos antigenos especificos de grupo
derivados del virus AIE de las fuentes antes meaclas, se han usado ampliamente y adn se
siguen utilizando.

De hecho, actualmente la p26, proteina mayor dagaide del virus AlE, altamente conservada
entre variantes antigénicas de aislamientos vi(@lbeng, 1991), se esta produciendo a partir de
diferentes sistemas de expresion, cdinagoli (Birkett, 1997 y Toledo Piza, 2007) o baculovirus
recombinantes. (Kong, 1997 y 1998

Sentsui y Col (2001) demostraron que el antigemomdinante p26 producido a partir de un

sistema de expresion en baculovirus reacciono ipafente igual que el antigeno de cultivo

celular utilizando suero de equinos infectados expntalmente con 6 cepas diferentes.

La ventaja del uso del antigeno recombinante eshaatigeno derivado de bazo o de cultivos

celulares puede estar contaminado con otras pasteielulares o derivadas del huésped que
pueden producir lineas de precipitacion no espasificon anticuerpos contra antigenos
diferentes al virus AIE presentes en el suero (Bagil977, Oliva, 1982 y Kong, 1998). Por otro

lado el virus AIE no es fécil de cultivar por loatda produccion de antigeno a gran escala es

costosa, laboriosa y larga. (Alvarez, 2007a)



Otra técnica diagnéstica desarrollada en los afi@s8a cELISA que es de mayor sensibilidad y
aunque es una herramienta muy util, los suerodiymsideben confirmarse por la IDGA. En

estos casos, es probable que los niveles de amiiuiadn no sean detectables por la IDGA ya
que los anticuerpos precipitantes aparecen erdréda 45 dias post infeccion (Coggins, 1970 y

Cappelli 2011) y por ELISA se detectan antes.

Se puede detectar el ADN proviral por PCR y el ARl por la técnica de Retro-transcripcion
seguida de PCR (RT-PCR). La técnica de PCR pueddikzada para la deteccion de infeccion
en equinos en las siguientes circunstancias:

» Resultados conflictivos en tests serolégicos.

* Sospecha de infeccion pero resultados serologiegativos o cuestionables.

» Test complementario a la serologia para confiférade resultados positivos.

» Confirmacién de infeccion temprana antes delmlea de los anticuerpos al virus AlE.

» Asegurarse que los equinos a utilizar para prodacde antisueros o vacunas sean libres de
virus AIE

» Confirmacion del status del potrillo hijo de madnfectada (OIE, 2008a).

También se han desarrollado técnicas de PCR aniddidando primers derivados del gen Gag

para aumentar la sensibilidad y especificidad egrdbstico (Nagarajan, 2001).

1.10 CARACTERISTICAS DEL VIRUS

Las particulas virales son de forma esférica, posegoltura de naturaleza lipoproteica y tienen
un diametro aproximado de 80 a 120nm. (Tajima, 18&%kajima, 1974 y Cheevers, 1977). El
genoma viral consiste en dos subunidades de ARBindgle cadena de polaridad positiva de
aproximadamente 8.2Kb (Cheevers, 19%i®ndo el mas pequefio y simple de los lentivirus.

El genoma de estos virus esta organizado en teeglgs marcos de lectura que codifican las
proteinas estructuralegag que codifica las proteinas P9, P11, P15 y Pabpara la polimerasa
viral y otras proteinas de la replicacion del DNAnyvlas dos glicoproteinas de la envoltura del
virion (Gp90 y Gp 45). Ademas de las proteinas famatias por los genegag pol y eny,
comunes a todos los retrovirus, el genoma del Vileiscontiene tres marcos de lectura abiertos
(ORFs) adicionales, que codifican proteinas nauestrales que regulan varios aspectos de la
replicacion viral: Tat y Rev también presentes gnsolentivirus y la proteina S2. Esta ultima
estq altamente conservada durante la infecciénspente y la delecion del gen S2 que la
codifica reduce la virulencia y replicacién vir@Li, 1999).

El ORFtat esta ubicado dentro de la region intergépiaiaeny el ORF S2 comienza entia y

envy se superpone a la porcion amino terminal delege@n un marco de lectura diferente. El



ORFrev esta cerca del extremo 3’ del genoma y se en@entun marco de lectura alternativo
incluido dentro de la secuencia codificante de Ggelggenenv(Schiltz, 1992).

El genoma viral no es endd6geno a los equinos, Estdemostré por primera vez a través de
pruebas de hibridizacién por Rice y Col en 197 bsgteriormente (Rasty, 1990) detectando por
la técnica de Southern Blot, ADN proviral en cétufatales de rifidn equino (FEK) y células

fetales de dermis de burro (FDD) infectadas y ntasmismas células no infectadas.
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FIGURA 1 Estructura del virion y organizacion gendmica dels/AlE. (Fuente:Leroux 2004)

Los productos de los genemg y pol son traducidos desde el ARN mensajero viral. El
ensamblado en la membrana plasmética de las pastphecursoras codificadas por el geg

es esencial para que el virién brote a partir de@ulas del huésped. La poliproteina precursora
de Gag (Pr 559 (Hussain, 1988) es clivada por una proteasa atr@proteinas estructurales
internas mayores del virion maduro: P15 o MA (dé/itriz: ubicada por debajo de la bicapa
lipidica del virion), P26 o CA (de la Capside)ag Iproteinas de la nucleocapside (NC) P11 y P9.
Luego del procesamiento proteolitico de Gag, MAn@erece unida a la cara interna de la

membrana viral, CA se condensa para formar unadalalrededor del complejo NC/ARN.
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El clivaje del precursor Gag-Pol del virus AIE (B&#9"% produce los productos del gen pol
que dan lugar a varias actividades enzimaticasiyecdo la Transcriptasa reversa RNasaH
(P66) esencial para la conversion del ARN viral DN, una proteasa viral (P12) para el
procesamiento de las poliproteinas, una dUTPads gxencial para la replicacion del virus en
macrofagos sin divisién derivados del sistema mitico¢ que son las células blanco naturales
del huésped para la expresion y replicacion y,integrasa.

El genenvcodifica la glicoproteina de superficie Gp90 yléatransmembrana Gp45, que forman
parte de la envoltura viral.

La Gp 90 esta muy glicosilada y sujeta a rapidduev@n durante el curso de la enfermedad. Las
mutaciones estan restrictas a regiones variabfasdies, V1 a V8. Hay cerca de 300 copias de
cada una de las glicoproteinas de envoltura pimvir las proyecciones de la superficie parecen
estar compuestas por trimeros de Gp90 y Gp45 (Néwntel 999).

Los LTR virales sirven como sitio de iniciacion etranscripcion, contienen tres segmentos
denominados U3 (Unico, 3’end), R (Repetido) y UBid@5’end). La regién U3 contiene
numerosos segmentos importantes para la trangmmipiial. Los promotores de los lentivirus
estan regulados por varios factores celularesoffastde union al ADN) que interactuan con
motivos especificos en la secuencia LTR.

Debido a la composicion lipoproteica de la envaltuos retrovirus son sensibles a solventes

organicos (éter y cloroformo), a la tripsina y éedgentes no iénicos (desoxicolato, nonidet).

1.11 REPLICACION

La adsorcion y entrada de retrovirus a las célldEmco requiere la interaccién de las
glicoproteinas de la envoltura viral con proteirex®ptoras celulares especificas. En el caso del
virus de la AIE, el receptor celular funcional,ndeinado receptor 1 del lentivirus equino
(ELR1) ha sido recientemente identificado (Zhar@f)3) El ELR1 es una proteina miembro de
la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF).d&iminio de unién al ELR1 de la Gp90 del
virus AIE es un complejo de secuencias discontihoeadizadas en las dos terceras partes de la
porciéon C-terminal de la misma (Sun, 2008). Unadewatro del citoplasma de la célula blanco,
la transcriptasa reversa viral copia el genoma AlRRMNadena simple en un provirus de ADN de
cadena doble que es transportado al nacleo y luggrado en el ADN de la célula huésped.
No hay evidencia de traduccién del genoma viral iggeesa en esta etapa de la infeccién. Una
vez que el genoma viral se encuentra en el nidemtegrasa viral media la incorporacion,
aparentemente al azar del ADN proviral dentro dectomosomas celulares. Tipicamente hay un
total de aproximadamente 10 copias de ADN provyiaalcada célula infectada. (Leroux, 2004).

Una vez que se integra en el genoma de los mostoidarofagos el virus puede permanecer en

11



forma latente sin expresarse aunque una replicagidhrestricta puede permitir que el virus
evite la deteccién inmune y facilitar la disemirfaciviral como “caballos de Troya” (Oaks,
1998).

La transcripcion del ADN proviral por polimerasaslulares produce un patron complejo de
ARN mensajero viral cuyas proporciones relativasdam variar, dependiendo de la cepa viral y
la célula blanco. La transcripcion del LTR, sit® idiciacion de la misma, lleva a la produccion
de un ARN mensajero completo (8.2kb) que codifas proteinas mayores Gag, Pol y Env y
multiples transcriptos pequefios que codifican tatefnas Tat, S2 y Rev (Leroux, 200Rigv es
una proteina regulatoria que controla la exportaciésde el nucleo del pre-ARN mensajero
viral uniéndose a una secuencia especifica del mggnominada Elemento de Respuesta a Rev
(RRE) (Baccam, 2003).

Las proteinas virales Gag y Env son producidagiiniente como poliproteinas que se clivan en
los componentes maduros por accion de proteasdss/iy celulares.

Se conoce poco sobre los mecanismos precisos seindfaje viral, pero se asume que sigue el
modelo general de los retrovirus donde las gliciginas virales de la envoltura son inicialmente
insertadas en la membrana plasmatica para crézs dé ensamblaje viral donde la poliproteina
Gag es acumulada debajo de la membrana lipididwada en proteinas del virion mientras la
particula viral brota de la superficie celular y ldserada para producir la progenie viral
(Montelaro, 1999).

El virus AIE es altamente mutable. La mutacion guser observada durante la re-adaptacion al
huésped, durante el pasaje horizontal entre huéspgdurante la replicacion en un dnico
huésped (Payne, 1984).

1.12 PROPIEDADES BIOLOGICAS Y EN CULTIVOS CELULARES

Los antigenos virales se detectan en todos losndsgg tejidos en los cuales se hallan
macrofagos y los titulos virales son mayores ereldmgl 6rganos con mayor niumero de estas
células. Los aislamientos primarios del virus Alifospueden replicar in Vitro en cultivo de
macrofagos obtenidos a partir de monocitos sangsjneon produccion de efecto citopatico.
Sin embargo los mismos no se dividen, son difidegultivar, requieren altas concentraciones
de suero, son de relativa corta duracion (2 semanekefecto citopatico es a veces dificil de
distinguir de la degeneracién celular normal decisalas (Klevjer-Anderson, 1978 y Carpenter,
1989).

Ciertas cepas adaptadas a células pueden taneplcar en cultivos de dermis equina (DE) o
células endoteliales, células fetales de rindnrex(FEK) fibroblastos equinos y lineas celulares

de fibroblastos caninos y felinos que son permsspara las infecciones persistentes con el virus
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sin efectos deletéreos aparentes en las célulan¢Sh984, Schiltz, 1992 y Brindley, 2008pl
virus de la AIE utilizaria diferentes receptoresginfectar las células fibroblasticas equinas y
caninas.

La replicacion in vitro en un tipo celular partiaulpuede producir la selecciéon de aislamientos
de lentivirus que son biolégicamente distintos ae poblaciones virales in vivo (Carpenter,
1989)

Estudios previos mostraron que la infeccion poviels AIE de cultivos de células fetales de
dermis de burro (FDD) produjeron una infeccién mdttica, mientras que las células FEK se
tornaban en células persistentemente infectadagro (Rasty,1990%kin efecto citopatico. Las

células endoteliales macrovasculares del equin@smiuctivamente infectadas (Maury, 1998).

1.13 RESPUESTA INMUNE

Durante la crisis de infeccion aguda se produceréapiaa replicacion viral asociada con fiebre,
depresion y destruccion de globulos rojos. Laslagldel linaje monocito/macrofago juegan un
rol importante en la respuesta inmune contra loéSgesos produciendo factores solubles como
citoquinas y quimioquinas. Durante la infeccion pous AIE, los niveles de Factor Alfa de
Necrosis Tumoral (TNF-a), el factor de transformadiel crecimiento de células(TGF-g) y el
Interferébn Alpha (IFNe) que son producidos por los macréfagos y pueddénaaacomo
reguladores negativos de la produccion de plaquetts aumentados en el suero en la etapa
aguda antes y durante el desarrollo de trombogaiiap&l TNF-o produce entre otros efectos,
fiebre, anorexia y decaimiento. En la médula 6seaefectos son predominantemente supresivos
(Tornquist, 1997).

A diferencia de la mayoria de las infecciones esalla presencia de anticuerpos séricos es
indicativa de una infeccién en lugar de una expésial virus en algin momento (Cullinane,
2007).

Una vigorosa respuesta inmune dirigida contrargviy los antigenos de la membrana celular
contribuyen a los signos clinicos y lesiones. Eacdnce de la viremia inicial ha sido
correlacionada con la aparicion de linfocitos Totdikicos CD8+ (Hammond, 1997) y
anticuerpos especificos no neutralizantes (O'Rouilg88). Los anticuerpos neutralizantes
especificos para las cuasiespecies virales ingcaglarecen semanas después de la viremia inicial
(Hammond 1997). ElI numero, frecuencia y severidadod ciclos varian entre los equinos, la
mayoria de los cuales dejan de producir ciclosras gpocos meses (8 a 12 post infeccion) y se

tornan portadores asintomaticos de por vida (Fyami979).
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Numerosas evidencias indican que el control deefgdigacion viral y enfermedad en los
portadores inaparentes estid mediada por las réapuespecificas del sistema inmune del
huésped que evolucionan durante el primer afioipfesicion para lograr una supresion efectiva
sostenida de la replicacion viral (Hammond, 2000rgigo 2011)A pesar de la falta de signos
clinicos estos equinos aun representan una pémdidadémica permanente para la industria

equina y una fuente de infeccidn para otros caballo

Se ha demostrado que el stress severo o el traitiznde los portadores inaparentes con drogas
inmunosupresoras pueden causar el recrudecimiento\dremia y enfermedad, aun después de
décadas de quiescencia clinica (Tumas, 1994).

En ensayos de infeccion utilizando equinos normalesn inmunodeficiencia combinada (CID)
gue carecen de linfocitos B y T funcionales se dgmogue estos Ultimos no eran capaces de
eliminar el virus del plasma lo cual evidencia @l de las respuestas inmunes especificas en

controlar la viremia (Perryman, 1988).

1.14 VARIACIONES GENETICAS DEL VIRUS AIE

Los lentivirus exhiben altas tasas de mutaciénistexin vivocomo una poblacién de genotipos
virales cercanamente relacionados comiunmente deados cuasiespecies (Lichtenstein, 1996
y Leroux, 2004).

La naturaleza recurrente del virus de la Anemiadadbsa Equina ha sido atribuida a las
relativamente rapidas variaciones antigénicas del wurante la infeccion persistente bajo
presiones inmunes selectivas (Montelaro, 1984 ygBr&2005) motivo de la ineficacia de los
protocolos de vacunacion clasicos en brindar peadac También se ha demostrado que
aislamientos virales de diferentes episodios a®ien ponies infectados experimentalmente
pueden distinguirse antigénicamente mediante easdg/meutralizacion (Salinovich, 1986) Esto
se debe principalmente a cambios estructuralesfisaivos en la porcion polipeptidica de
Gp90, glicoproteina mayor de la envoltura. Estéaeain antigénica fue demostrada por primera
vez por SDS-PAGE y mapeo de péptidos a partir gasebtenidas de diferentes episodios
febriles en equinos infectados experimentalmentengilaro, 1984) yor secuenciacion de las
regiones variables de la Gp 90 (Leroux, 1997).to€sambios no se producian durante la
replicaciénin vitro. También fue comprobado por medio de la producdénanticuerpos
monoclonales especificos para las glicoproteinaangleltura demostrandose las alteraciones de
los epitopes de las mismas en los aislamientotesibtenidos durante la infeccion persistente.
(Hussain, 1987). El nivel de variabilidad observasto el virus AIE es compatible con el

concepto de que durante la replicacion el virusesafutaciones puntuales en una frecuencia
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relativamente alta, algunas de las cuales reseltaastructuras glicoproteicas y antigenicidad
alteradas. Durante la infeccion persistente suvgeiantes virales a nivel de Gp90 que se tornan
cada vez mas resistentes a la neutralizacion rmifticuerpos seéricos, sugiriendo que los
anticuerpos neutralizantes constituyen una fuegzaresion selectiva (Mealey, 2004).

La variacion gendmica del virus AIE ocurre prindipante en la mitad 3’ del ARN que codifica

la envoltura, rev y los LRT (Craigo, 2009).

En cuanto a las proteinas codificadas a partigeelgag, las variaciones se presentan de menor
a mayor en el siguiente orden: p26>pll1>pl5>p9 sielad identidad predecible de los
aminodcidos de diferentes cepas de 63,8% parabp24% para pll, 40,5% para pl5 y solo el
28,3% para p9. Esta ultima la que presenta la mdiyergencia entre aislamientos de diferentes
paises sugiriendo su utilidad como marcador epidiégico para investigar el origen y
progresion de brotes de la enfermedad. Siendo GagbZntigeno principal empleado en el
diagndstico por la técnica de IDGA y de ELISA egariante la confirmacion de que esta
relativamente bien conservada entre aislamientalegi de localizaciones geograficas muy
diferentes (Cappelli, 2011).

1.15 SITUACION EN ARGENTINA

En Argentina esta enfermedad fue descripta en washen la provincia de Buenos Aires y
denunciada por Monteverde, J.J y col el 7 de diorende 1964 (Monteverde, 1964a misma

es de denuncia obligatoria y se encuentra denttonderograma de Lucha (Resoluciéon SAGP y
A N° 617/05). La tasa de prevalencia en Argentimdavde 0% al 76%, y demuestra en algunas
provincias una intensa actividad viral con unalféacnsmisién y amplia difusién, lo cual

dificulta la erradicacion de la enfermedad en l&smas (De la Sota, 2005) [a].

Los datos de prevalencia son mas altos en lasrigiagi del Norte en donde la enfermedad es
enzodtica por diversos factores como las condisionedioambientales y climéticas, favorecida
por la baja frecuencia de controles sanitarios ydaeliminacion de los reactores positivos,

especialmente los animales asintométicos (Jac@lod,)2

De acuerdo a lo establecido por la Resolucidon &l74% animales para transito interno deben
contar con una certificacion de diagndstico negapier la técnica de IDGA que tiene dos meses
de validez a partir de la fecha de extraccion dealegre, esto es debido a que el periodo en que

tardan los anticuerpos precipitantes para ser tdtles varia de 15 a 45 dias.
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En el pais, a pesar de la existencia de normatWiasles para su control y del esfuerzo
colectivo desarrollado por varios sectores en lisas afnos, la AIE ha constituido un enigma
para muchos propietarios y productores, adquiriengmrtancia no solo en relacion a pérdidas
directas sino también a las limitaciones, necesenide estrictas, que imponen las exportaciones

y el sostenido trafico del comercio caballar ydasvidades ecuestres.

Las diferencias en la prevalencia e incidenciasia enfermedad dependen de diversos factores,
como la region geogréafica y sus ecosistemas, laidieth de poblacion de équidos y su dinamica
regional, también del nivel socio cultural de suspgetarios y consecuentemente la asistencia
sanitaria y profesional de los equinos y por englecdnocimiento o no de la enfermedad, muy
en especial de las formas de transmision. Peradrésnte, el cumplimiento responsable de las
medidas de prevencion y control, ya sean éstamlasestas por la autoridad sanitaria oficial o

simplemente las de propia incumbencia y respondadtidel propietario son definitorias.

La morbilidad y la mortalidad vienen determinadasfgrentemente por la sensibilidad de la
poblacion, es decir, que en los territorios corefdermedad enzodtica (presente en forma
marcada y permanente) predominan los cursos cnicatentes, mientras que en regiones
limpias o de baja prevalencia pueden prevalececlwsos graves sobretodo en los primeros

brotes de esta enfermedad, tal como aconteci@a €ia la década del 60.

En general, existe la creencia que solo los grahd#es de enfermedades de los animales, con
registros de alta mortalidad, acompafados de csiadimmicos claros y manifiestos son los que

originan cuantiosas pérdidas econémicas.

La Anemia Infecciosa Equina, en su forma mas fretude presentacion cronica e inaparente,
es un claro ejemplo de enfermedad de presentapidrowisible» para el productor, lo que hace
posible que, a través de su diseminacion insidieslpada y permanente, genere pérdidas
regionales por millones de doélares anuales sin aaga productor en particular registre tal
magnitud. Esto se expresa mediante el permanestgptazo y reposicion de equinos de trabajo
que propone esta enfermedad, y que es lo que @aeabes mermas productivas. Segun un
estudio realizado en Santa Fe a comienzos de tssJ) en el centro y este de la regidn ubicada
al norte del paralelo 32, el desplazamiento de nmsviprovocado por la superpoblacion de
equinos de trabajo portadores de esta enfermegiea—el calculo fue considerado que por su
bajo rendimiento se requieren para cumplir tareaales de dos a tres equinos por uno — era
equivalente a 40-50 millones de ddlares anualesdogeén kilos de carne bovina.
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En esta linea de andlisis, si bien no existen ad&atdes de ponderacion econdmica similares a lo
descripto, debiera tomarse en cuenta que en toekirouerritorio nacional, el equino es aun hoy
una herramienta insustituible, no solo formanddepde la cadena de recoleccion y distribucion
de una gran variedad de productos pecuarios ydd@siqrimarios - que de otra forma no
llegarian luego a ser bienes contabilizables emeaicado, o al menos lo harian generando
mayores costos - sino también en relevantes tdedes como el control de fronteras o las
relacionadas con el desarrollo sociocultural de emasas poblaciones rurales en las cuales el

caballo garantiza la asistencia sanitaria y edveake sus pobladores (De la Sota, 2005. [b].
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

Por lo anteriormente expresado se plantean logesigs objetivos:
Incrementar la bateria de técnicas diagndsticapgumitan aumentar la deteccion de los
animales positivos a esta enfermedad mas precoerpara contribuir a cortar la cadena

de transmision.

Poner a punto pruebas alternativas con el fimdércar casos de dificil definicion.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producir antigeno en cantidad y calidad suficiggaea luego utilizarlo en técnicas de

diagndstico confirmatorias de AIE.

Desarrollar la técnica de ELISA Indirecto y establela sensibilidad y la especificidad

de la misma.

Poner a punto la técnica de Western Blot y estusligoosible uso para la confirmacion

de casos de dificil diagndstico.

Comparar las técnicas de diagndéstico para estanesdiad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencién de la proteina p26 recombinante

Para el desarrollo de este trabajo se utiliz6 uotejma p26 recombinante previamente obtenida
en la Catedra de Virologia de la Facultad de Ca&n¥ieterinarias de la Universidad de La Plata
con la metodologia que se describe a continuad#gmegion genémica que codifica para la
proteina p26 completa del virus de la anemia indsecequina fue amplificada por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando como maldaislamiento de ADN de un cultivo
celular infectado en el cual el virus (cafjgoming)se encuentra integrado en forma de provirus

con los siguientes primers:

p26F 5" GATGCCAATCATGATAGATGGGGCTGGAAACAG 3
p26R 5 GTTATTAAAGTGCTTTTGCCAATAACATCATCTTTTG 3.

El producto de amplificacién fue posteriormenteatig al vector de clonado rapido pGENI
Easy (Promega). Con la construccién asi obteni@zEdp26), se transformaron bacterias
quimicamente competentds. coli JIM109) mediante un proceso de shock térmico.

Las bacterias transformadas se seleccionaron easptie agar LB con ampicilina, mientras que
las colonias recombinantes se diferenciaron poageegado en la placa de Isoprdpib-
tiogalactopiranosido (IPTG) y X-Gal.

Los clones positivos fueron analizados por digaestion enzimas de restriccion para determinar
la presencia y la orientacion del inserto, estsesltados fueron confirmados por PCR, utilizando
un primer con una secuencia perteneciente al vgctor primer de los que se utilizaron para
amplificar el inserto originalmente.

Una vez hallado el clon apropiado, el inserto cpaiifica para la p26 fue escindido del vector de
clonado, mediante la digestion con las enzimagsiiccion, para su posterior subclonado en el
vector de expresion pET22b(+) (Novagen) previameligerido con las mismas enzimas, esto
permiti6 que el gen de interés se fusione a laeseta sefiapelB presente en el vector que
permite el direccionamiento de la proteina de ésed espacio peripladsmico de la bacteria.

Con el producto de ligacion (pET-p26) se transfaondacterias quimicamente competenkes (

coli cepa BL21 DE3) que luego fueron plaqueadas enarsatiectivo (LB-ampicilina) (Fig. 2).

19



Producto de PCR

Ligacion en el vector pGEM-T
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5493 bp

Digestion con Ncol y Sall
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pET-p26

6223 bp

FIGURA 2 Representacion esquematica de los pasos de cldeaden p26.

Para cada una de las colonias obtenidas, se realizontrol de la presencia del inserto que se
llevé a cabo por mapeo de restriccion con endoasake y verificacion del patrén de bandas
obtenido en geles de agarosa, los resultados dbtede esta manera fueron luego confirmados
por PCR utilizando los mismos primers con los quarsplificé el fragmento inicialmente.

La expresion de la proteina se llevdé a cabo arpdetiun cultivo overnight en medio Luria-
Bertani (LB) con ampicilina que se inoculdé con wwonia previamente identificada como
positiva, sobre este cultivo se realiz6 una dilncié100 con medio LB mas ampicilina que fue
colocado en erlenmeyers con agitacion a 37°C fhastamzar una densidad 6ptica a 600nm
(ODeog) de aproximadamente 0.5, momento en el cual sddPTG, que actia como inductor.
Para la purificacion de la proteina recombinantgresada, se realizé un tratamiento de shock
osmotico, con el fin de liberar las proteinas alagen el espacio periplasmico que luego fueron
concentradas por precipitacion §8H;), seguida de didlisis exhaustiva contra PBS para

eliminar los restos de sales.
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Luego, fueron analizadas por electroforesis ensgele poliacrilamida (SDS-PAGE) y por
western blot utilizando anticuerpos policlonalesoyenientes de suero de caballos infectados) y

un anticuerpo monoclonal, para confirmar la ideadigt el tamafio de la proteina obtenida.

3.2 Produccién de Antigeno viral en cultivo de célas.

Para la obtencion del antigeno viral, se infectaroltivos de células de dermis equina (ED)
(gentilmente cedidas por el Dr. Sabal — INTA Casjeén frascos de 175émon un 80% de
confluencia. Las células en monocapa fueron ingdasi@on 2ml de una dilucion viral 1/5 (Cepa
Wyoming provista por el USDA, USA).

Una vez agregado el in6culo, las células fueronbiadas en estufa a 37°C durante una hora para
permitir la penetracién del virus. Posteriormergecempletd el volumen de cada uno de los
frascos con 50 ml de Medio Esencial Minimo (MEMh&$ de Suero Fetal Bovino (SFB). El
cultivo fue mantenido durante aproximadamente 3% déalizando cambios periddicos del
medio cada 10 dias. El sobrenadante obtenido ea oad de los cambios de medio, fue

almacenado a -70°C hasta su uso).

3.3 Obtencidn del virus concentrado y parcialmenteurificado:

Parte del sobrenadante previamente obtenido flieadtd para la purificacién del virus por
ultracentrifugaciéon. Para obtener un antigeno paitezar en la técnica de WB se siguio el
Protocolo del Diagnostic Virology Laboratory (DVINational Veterinary Services Laboratories
(NVSL), Animal and Plant Health Inspection Servidd$HIS), United States Department of
Agriculture (USDA), USA. Inicialmente 180 ml dellm®nadante fueron centrifugados a 2500
rpm durante 30 minutos (a 4°C). El sobrenadantenidd en el paso anterior, fue dividido en 6
tubos de policarbonato de 25 x 89 mm (contenienmoxéamadamente 30 ml por tubo) y se
centrifugaron en una Ultracentrifuga (Beckman, Mode3-80M) con un rotor de &ngulo fijo
(Type 50Ti) a 26.000 rpm durante 90 minutos a 5°C.

Posteriormente, se descart6 el sobrenadante yllet pbtenido en cada uno de los tubos fue
resuspendido en 5Q0 de PBS por tubo. Luego los tubos fueron incubatizante 1 hora a 4°C
para permitir la disgregacioén total del pellet,estdéndose aproximadamente 3 ml en total.
Finalmente se realiz6 una segunda centrifugacibreson colchén de 4 ml de sacarosa al 20%
en 4 tubos de policarbonato de 13 x 51 mm, utitivamn rotor de canasta basculante (SW 28) a
26.000 rpm durante 90 minutos, con el fin de peaifiparcialmente y concentrar aun mas la
muestra. Al igual que en el caso anterior, se d#seh sobrenadante y el pellet obtenido fue

resuspendido en un volumen de 290de PBS. El producto final de la concentracion fue
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chequeado por la técnica de RT-PCR y posteriormamacenado a -70°C hasta su posterior

uso.

3.4 RT-PCR

Pasos: Obtencion del ARN

Para la extraccion del ARN viral a partir del viprecesado segun se describié anteriormente se
utilizé el reactivo comercial Triz8I (Invitrogen) empleando el siguiente protocolo: fEimer
lugar se diluyé la muestra 1/10 (46@le agua mas D de muestra) y se agregaron pD@e
Trizol més 22Ql de cloroformo, agitando vigorosamente en vorteradte 10 minutos (para
romper la capside viral). Posteriormente se realizé centrifugacion a 12.000 rpm durante 10
minutos a 4°C. La fase acuosa (superior) fue teaidsf a un nuevo tubo.

Para precipitar el ARN se agregaron [fI5@e isopropanol mezclandose por inversion, sezeal
una incubacién a -70°C durante 15 minutos con posteentrifugacion a 12.000 rpm durante 10
minutos a 4°C, descartandose el sobrenadantenténtd, se realizé un lavado agreganda.b00
de Etanol al 70%, agitando brevemente en vorteeryrifugando a 10.000 rpm durante 1 minuto
a 4°C. Luego de eliminar el sobrenadante se dejérsen vacio durante 10 minutos y se

resuspendio el pellet en@@le agua destilada libre de nucleasas.

Retrotranscripcion:
A 14ul del ARN previamente obtenido, se le agregd de Random primers (Fermentas). La
mezcla resultante fue incubada a 70°C durante &0tos (para deshacer la estructura secundaria

del ARN). Posteriormente se agregé la siguientmpeela:

5ul de Buffer de reaccion (5X)
1ul (200U) de la enzima M-MLV (transcriptasa inverdal virus de la
leucemia murina moloney) (Marca Promega)
1ul de desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs)
3ul de agua libre de nucleasas.
La mezcla final resultante (25ul en total), fueuipada durante 1 hora a 37°C (en este tiempo el
molde de ARN pasa a ADN).

Reaccion de PCR

A 12,51 de PCR Master Mix (Promega) se le agregarph del producto de la retro-

transcripcion previamente obtenido m4d @e agua y 0,78 de cada uno de los siguientes
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primers (que amplifican 650 pb correspondientes gedion gendmica que codifica la proteina
p26):

Fw GATGCCAATCATGATAGATGGGGCTGGAAACAG
Rv GTTATTAAAGTGCTTTTGCCAATAACATCATCTTTTG

La mezcla resultante (2B fue ciclada en un termociclador (XP Thermal @ycBIOER
TECHNOLOGY, CO LTD) utilizando los siguientes pagtnos de ciclado:

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 1
94°C 45
55°C 45 30
72°C 1
72°C 5 1

Visualizacion del Producto de la PCR en gel de agasa

Una vez finalizada la reaccion de PCR, L1Pde producto de amplificacion, fueron sembrados
(por duplicado) en un gel de agarosa al 1,5% efebdBE (89mM Tris-HCI, 89mM &cido
borico, 20mM EDTA).

Se pesaron 0,3gr de agarosa que se mezclé condmmlffer TBE que fueron disueltos en
microondas.

La solucidn resultante fue enfriada hasta los H)9f@ximadamente y posteriormente colocada
en un formador de geles de 5 x 6.5cm, luego secéad peine y se dej6 solidificar sobre una
superficie nivelada.

Se retir6 el peine y se sumergio el gel con bUfieE dentro de la cuba de electroforesis.

Se sembraron 156 de cada una de las muestras cad 8e buffer de carga (10mM Tris-HCI —
pH:7,6; 0.03% de azul de bromofenol y 60% de gtifencluyéndose en la siembra un control
positivo, un control negativo y un marcador de pastecular.

Se efectud la corrida electroforética durante 4%utais aproximadamente a 100V.

Finalmente se realiz6 la tinciébn con bromuro deliet(0.5ug/ml) durante 15 minutos

aproximadamente realizandose la lectura de lasasand
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3.5 Muestras de sueros problema

Se utilizaron un total de 200 sueros entre negstidébiles positivos, positivos, algunos con
lineas inespecificas, los cuales ingresaron pagndstico o fueron obtenidos de la seroteca de
la Direccion de Laboratorios y Control Técnico (BB) donde fueron procesados por las
técnicas de IDGA y cELISA. Estos se probaron etotalidad con proteina p26 recombinante
por las técnicas de WB y iELISA y algunos también|p técnica de WB con antigeno obtenido

a partir de cultivo celular.

3.6 Inmunodifusién en Gel de Agar (IDGA

La técnica se realizdé de acuerdo al Procedimieattidalar de la Coordinacién de Virologia,
DILAB, SENASA utilizando equipos diagnosticos cowgiales. Brevemente, la misma consiste
en una doble inmunodifusion radial del antigenmt@gina p26) y los anticuerpos contra la
anemia infecciosa equina a través de una capaateabd%. La técnica se realiza en placa de
petri y se cargan los reactivos (antigeno y suerdral que componen el kit y los sueros a
probar) en la misma. Se utilizan 6 pocillos periiigs alrededor de un pocillo central. El
antigeno se coloca en el pocillo central y el swenatrol en tres pocillos exteriores alternados.
Se siembran los sueros a probar en los tres pocdkiantes. La placa se incuba en atmosfera de
humedad dentro de un rango de temperatura y seaéallectura de las lineas de precipitacion

utilizando una luz puntiforme a las 24-48 hrs.

Interpretacion
1. Negativo: Aparecen las lineas controles, cuyos extremastselucen dentro del
pocillo con el suero problema en forma recta 6teadencia a desviarse hacia fuera.

2. Positivo: Las lineas controles se unen con la linea guerssa entre el suero

problema y el antigeno, formando una linea contiflinea de identidgd Esta linea de
identidad se encuentra equidistante entre el emig el suero problema en el caso de ser
un suero francamente positivo. Su ubicacion depdeda concentracion de anticuerpos en
el suero problema.

3. Débilmente Positivo: Aparecen las lineas controles, cuyos extremakeseian

hacia adentro introduciéndose al pocillo del syeablema en forma curva es decir se vera

un acodamiento de la banda.
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Rango de posibles reacciones en la IDGA (Test de Coggins)

Negativo Intensidad de las reacciones positivas — muy fuearte (5) a muy debil (1) Negativo

U RRRRR K

Rara La mayoria de las muestras Suero  Lineas
tienen una intensidad entre 2 y4  Positivo ligeramente
| de referencia arqueadas
e — " hacia afuera
Posibilidades adicionales :
Lineainespecifica LineainespecificaPositivos {Negativo?

Negativo
AN AN ANV ANRYAN

FIGURA 3 Posibles lecturas del test de Coggins. (fuente: AIBBA)

3.7 ELISA de competicion (CELISA)

Se utilizo el kit comercial denominado “Kit de Aisdd para la Anemia Infecciosa Equina (EIA-
AGID)” del Laboratorio IDEXX, que consta de una gdade microtitulacién precubierta con
anticuerpos monoclonales especificos para p26,oatrat negativo y un control positivo, el
antigeno conjugado, la solucion substrato y lareieafdo. La técnica se llevéd a cabo siguiendo
las indicaciones del instructivo provisto por ebriaante, inicialmente se colocaron L0@e
cada uno de los sueros control positivo y negativeendos pocillos y 1(Dde cada uno de los
sueros a probar en los pocillos restantes. Luegagssgaron 5 de antigeno p26, el cual se
encuentra conjugado con la enzima peroxidada delnia picante (HRP) a cada uno de los
pocillos y se incubd la placa durante 30 minut@y¥C. Posteriormente se realizaron 5 lavados
de la placa con el fin de eliminar la solucion dasi del conjugado y finalmente se agregaron
10Qul de TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina), un sulzty cromogénico que reacciona con la
peroxidada, a cada pocillo realizadndose la leciuli@s 15 minutos de incubacion a temperatura
ambiente (la reaccion se frena con @G solucion de frenado).

Interpretacion:

Cuando la muestra de suero tiene anticuerpos clanmateina p26, estos bloquean la union del
antigeno conjugado y los anticuerpos monoclonadgagos a la placa de microtitulacién dando
poco o ningun color en las muestras positivas.d®or lado, si el equino es negativo a AIE (o

tiene un nivel de anticuerpos muy bajo), el antigeonjugado a la peroxidada se puede unir a
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los anticuerpos monoclonales pegados a los podiok placa dando un color azul fuerte. El
desarrollo de color estd inversamente relacionada aantidad de anticuerpo a AIE. La
intensidad de color en los pocillos con las mueste compara visualmente con la del pocillo

correspondiente al control positivo para interpretansayo.

3.8 Western Blot (WB)
Esta técnica detecta una interaccion especifidgeard-anticuerpo mediante la aparicion de una
banda en un papel de nitrocelulosa que contierigeart de AIE separado por electroforesis, al
gue se une el anticuerpo primario (si est4 presemtel suero problema). El desarrollo de la
banda se da por la accion posterior de un substratonocido por una enzima conjugada al
anticuerpo secundario

3.8.1- Preparacion de reactivos:

Buffer Tris CIH 1,5M pH 8.8 1X Buffer de reservorio

Tris-Base 18.15¢r 10X Buffer de reservorio 100 ml
Agua 50ml 10% SDS 10ml
HCI csp pH 8.8 Agua csp 1L

Luego llevar a 100ml con agua.

Azul de Bromofenol al 0.1%

Buffer Tris-HCI 0,5M pH 6.8 Azul de Bromofenol 10mg

Tris-Base 6gr Agua csp 10ml

Agua 50ml

HCI csp pH 6.8 Buffer de Carga

Luego llevar a 100ml con agua Tris-HCI 0,5M pH 6,8 1.250ml
SDS 10% 2ml

10% SDS Glicerol 2ml

SDS 10grs. Azul de Bromofenol 0.1% 1Q0

Agua 100ml Agua csp 10ml

10X Buffer de reservorio Acrilamida-Bisacrilamida

Tris-Base 3.02gr Acrilamida 30gr

Glicina 14.4 gr Bis-acrilamida 0,8gr

Agua csp 100ml Agua csp 100ml
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Gel de corrida al 12.5% Buffer de Blotting
Tris-Base 5.82¢grs

Acril-Bis 12.5ml
Tris HCIPH 8.8  7.5ml Glicina 2.93grs
Agua 9.5ml 10%SDS 3.75ml
10% SDS 0.3ml Metanol 200ml
10% APS 0.2ml Agua csp 1L
Temed 20l

Gel de apilamiento al 5%
PBS, pH 7,2-7,6: Acril-Bis 0.66ml
NaHPO, 1,19grs Tris HCI PH 6.8 1.25ml
NaHPOy. 0,22grs Agua 2.97ml
NaCl 8,.5grs 10% SDS 50ml
Agua destilada cspll 10% APS 74
Ajustar el pH a 7,2-7,4 con NaOH Temed fl
0,1N o HCI 1IN.

Solucion de Revelado
PBS-Tween PBS 100m!
PBS 100ml Diaminobencidina  30mg
Tween-20 Iml H,0, 304l

Solucién de Bloqueo

PBS 100ml
Tween-20 0,1ml
Leche en Polvo 5grs

3.8.2- Electroforesis (SDS-PAGE)

Para la electroforesis se utilizaron geles de 6&tuna x 8cm de ancho y 0.1cm de espesor. Una
vez ensamblados los vidrios fueron cargados condamla solucion deGel de corrida al
12.5% cubriendo cuidadosamente el espacio restante aan(pgra favorecer la polimerizacion

y evitar la formaciéon de un menisco en la parteesop del gel), una vez realizado esto se dejo
en posicién vertical durante 30-45min a temperatumdiente hasta que polimerizara. Luego se
elimind el agua de la parte superior secando costadente con papel absorbente el espacio
entre ambos vidrios y se cargaron 1.5ml de la soiudel Gel de apilamiento al 5%(stacking)
inmediatamente se coloco prineformador de pocillos (de una calle ancha de 7ausycalles

pequefas de 0.5cm en ambos extremos) y se dejiparatura ambiente hasta que polimerizara.
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Luego se retiro el peine, se coloco el gel en zaale electroforesis y se cubrié cbx Buffer

de reservorig seguidamente se sembraron @0fle una mezcla con 1pDde la proteina p26
recombinante (aproximadamente @&le proteina total cuantificada por espectrométkiaes
decir 0.11ig de proteina por cm de membrana) yl5@e Buffer de Carga (previamente
calentada a 100°C durante 5 min) y en una de lEesae los extremos se sembrargh de un
marcador de peso molecular pretefiido (PageRulstdned — Fermentas).

Finalmente, se realiz6 la corrida a 50 voltios dtgaun tiempo aproximado de 4 horas, en el
caso de correr dos geles simultdneamente se utiizdltaje de 80V durante el mismo tiempo.
En algunos casos también se utilizo el antigerad pioducido en cultivo de células con el fin de

intentar identificar alguna de las glicoproteinabwirus.

3.8.3- Transferencia e inmovilizacion en membranaednitrocelulosa y Bloqueo

Para la transferencia de la proteina se utiliz8igema desandwich semi-hiumeddJna vez
finalizada la corrida electroforética, se cortéraatangulo de nitrocelulosa de 5x8cm y 6 piezas
de papel secante de igual tamafio.

Luego se procedi6 a la formacion dé@ndwich,sobre la placa correspondiente al polo positivo
del equipo de transferencia (TransBlot — BioRad)adgiguiente manera: 3 rectangulos de papel
secante, la membrana de nitrocelulosa, el gel dalaqsin el stacking) y otros 3 rectangulos de
papel secante (todos previamente humedecidoBudier de Blotting), luego de realizar el
apilamiento de manera prolija para evitar la foridace burbujas, se colocé la tapa del equipo
que actia como polo negativo y se realiz0 la teaestia a 15V durante media hora.

Una vez finalizada la transferencia de la p26 sedria membrana de nitrocelulosa y se la dejo

sumergida esolucion de Bloquea 4°C durante toda la noche.

3.8.4 - Incubacion con anticuerpos

Al dia siguiente se realizaron tres lavados de émbrana de 5 minutos cada uno en agitacion
con PBS-Tween Luego la zona de la membrana en la que se hanisfeérido el antigeno, fue
cortada en tiras transversales de 0.5cm de anghox(mmadamente 12 tiras por gel). Luego de
rotular cada una de las tiras, fueron colocadasers de ensayo de 1cm de didmetro por 10cm
de alto conteniendo 2ml &olucion de Bloqueoy 20ul de suero problema (dilucion 1/100).
Posteriormente los tubos fueron tapados y colocadoposicién horizontal sobre un agitador
orbital (cuidando que la solucién cubriera la meanb) y se incubd a temperatura ambiente con
agitacion suave durante 90 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion lesstde membrana fueron lavadas nuevamente
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(tres lavados de 5min. cd®BS-Tweenen agitacion), luego fueron colocadas, todas fjrda
una placa de Petri con el anticuerpo anti-espeaigi-€quino conjugado con peroxidasa —
Sigma) en dilucién 1/500 (10ml &olucion de Bloqueaméas 2@l del conjugado) incubandose

durante 90 minutos a temperatura ambiente concé@itauave.

Paralelamente y a modo de control positivo unad@aada una de las membranas tratadas fue
incubada con un anticuerpo monoclonal especifica j& p26, en este caso, empleando una
dilucion 1/500 del mismo (4upl del monoclonal mas| 2Zite Solucién de Bloqued y un
conjugado anti-raton (marca Sigma) en dilucion Q@L@®ml deSolucién de Bloqueamas 2l

del conjugado) en iguales condiciones que las aneente descriptas para los sueros problema.

3.8.5- Revelado e interpretacion

Finalmente se realizaron otros tres lavadosRBS-Tween se colocaron las tiras de membrana
en una nueva caja de Petri conteniendddiacion de Revelady se dejaron en agitacién suave;
hasta observar la apariciéon de bandas de colordmdaproximadamente 10-15 minutos) y se
freno la reaccién sumergiendo las tiras en agudetoe.

La lectura e interpretacion de los resultadosesgl|ba cabo por comparacién entre el patron de
bandas obtenido para los sueros problema y el aopgsitivo (monoclonal), utilizando el

marcador de peso molecular para confirmar el tandaflas bandas observadas.

3.9- Comparacion de la Sensibilidad analitica o limitede deteccion de las técnicas con algunos
sueros por dilucion a punto final

Para determinar aproximadamente la sensibilidadit@aa de cada una de las técnicas
previamente descriptas (IDGA, cELISA y WB), se imabon diluciones seriadas en base 2
(desde puro hasta 1/256) de siete sueros que ipostente fueron analizados por cada una de

las técnicas mencionadas.

3.10- ELISA Indirecto (IELISA)

3.10.1- Principios de la técnica:

Para el desarrollo de la misma se sensibiliz6 agdteina recombinante una placa de
microtitulacion y luego de incubacion overnightjddos y bloqueo se colocaron los sueros
problema. Si hubiera anticuerpos especificos emlemos, reaccionarian con el antigeno no
siendo eliminados con los lavados posterioresgld@arse por ultimo el anticuerpo anti-equino

conjugado este se une al anticuerpo primario dandaeaccion de color al colocar el substrato.
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3.10.2- Preparacion de reactivos:
Buffer de SensibilizaciofpH 9.5-9.6)

Solucién de Acido Citrico

CO;HNa 4,2grs Acido Citrico 5.25¢rs
CO:Nea 5,3grs Agua csp 250ml
Agua csp 1L
(no usar posteriormente a la semana de Buffer Fosfato
preparado) POsHNa,. 7H,O 10.72grs
Buffer de LavadqPBS-Tween) Agua csp 200ml
PBS 1L
Tween-20 500l Soluciéon de Revelado

Acido Citrico 6,25ml
Buffer de Blogueo Buffer Fosfato 6.25ml
PBS 100ml ABTS 3,75mg
Tween-20 50! H20, 1,250
Leche en polvo 3grs Se prepara en el momento de usar

3.10.3- Pegado del antigeno

Para el desarrollo de la técnica de ELISA indiresgtautilizaron placas de 96 pocillos de fondo
plano (Corning 3590). Inicialmente se realiz6 lduddn del antigeno (la proteina p26
recombinante con una concentracion de aproximadamén30ngkl) en Buffer de
Sensibilizacién(dilucion al medio colocando 1(A0de antigeno y 1Q0 de buffer de pegado por
cada pocillo) y se sembraron 20@e la mezcla en todos los pocillos de la placa lgego fue

incubada a 4° Gvernight.

3.10.4- Bloqueo
Al dia siguiente se realizaron tres lavados Baffer de lavado @0Qul/ pocillo). Posteriormente
se colocaron 1Q0 de Buffer de bloqueo en toda la placa y se llevo la misma a agitacion a

temperatura ambiente durante 1 hora.
3.10.5- Incubacién con los sueros problemael anticuerpo secundario

Luego se realizaron otros tres lavados coruk@@ Buffer de lavado, se colocaron 1Q0 de

Buffer de bloqueoen toda la placa y se agregaron 2ul de cada sgaedlando los mismos en
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una dilucién 1/50 (establecida de acuerdo a leciditudptima obtenida en la prueba en damero
inicial. Ver Resultados).

Se llevo 1 hora en agitacion a temperatura ambefetduandose después tres lavados.

Se preparo el anticuerpo Conjugado (Anti-equina@peido en conejo marcado con peroxidasa —
Sigma) con una dilucién 1:10.000 (1,5ul del confiman 15ml deBuffer de Bloqueo)
Finalmente se pusieron 100 pl de la dilucion deijugado en toda la placa y se incubé a

temperatura ambiente con agitacion durante 1 hora.

3.10.6- Revelado

Se realizaron tres lavados con gD0@e Buffer de lavado en cada pocillo. Luego se agregaron
100ul de la Solucién de Revelado/pocillo y se incubdemperatura ambiente durante 15
minutos. Por ultimo, se realiz6 la lectura de lacpla 405 nm en un lector (Titertek Multiscan
Plus).

3.10.7- Prueba en Damero

Con el fin de determinar cuales eran las concepntras Optimas del antigeno y los sueros a
analizar se realizd, en una primer etapa, una praatmamero utilizando diferentes diluciones de
la proteina p26 recombinante enfrentadas a difesafituciones de un suero claramente positivo
a AIE y otro suero negativo a AIE. Ambos previaneemrobados por las técnicas de
inmunodifusion en gel de agar (IDGA), Western BWMB) y cELISA. El conjugado se colocé a
la dilucion oOptima previamente establecida en DA0. (segun las especificaciones del
fabricante). Las diluciones del antigeno y los ssiese realizaron de acuerdo al siguiente

esquema:
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Columnas 1 a 6: Suero positivo. Columnadl Z:&5uero negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Ag e AQ Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag ¥ AQ Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64
Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20 Ac 1/20
B Ag o Ag Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag ¥ Ag Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64
Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40 Ac 1/40
c Ag e AQ Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag ¥ AQ Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64
Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80 Ac 1/80
D Ag e AQ Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag ¥ AQ Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64

Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160 Ac 1/160

E Ag ¥ Ag ¥a Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag 2 Ag Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64
Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac1/320 | Ac 1/320

= Ag ¥ Ag ¥a Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag % Ag ¥ Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64
Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac1/640 | Ac 1/640

G Ag ¥ AQ ¥a Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag 2 Ag Vs Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64
Ac1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280 | Ac 1/1280

H Ag ¥ Ag ¥a Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64 Ag % Ag ¥ Ag 1/8 Ag 1/16 Ag 1/32 Ag 1/64

Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560 | Ac 1/2560

Para determinar el punto de corte (cut-off) se ggamn 48 sueros, con diagndstico previamente
definido por IDGA y cELISA (22 positivos y 26 negats) por duplicado. Posteriormente los
valores de absorbancia obtenidos fueron analizadediante una curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) utilizando el softwared@alc version 9.3. Una vez determinado el

valor de corte, se procesaron los 200 sueros pnable

3.11 Sensibilidad y especificidad comparativas

Una vez examinados los sueros problema por todagdaicas previamente descritas se realizé
una comparacion de los resultados obtenidos poriomgel tablas de doble entrada de las
distintas técnicas contra la técnica de IDGA (cdexsida como gold standard) y contra el valor
verdadero, con la finalidad de evaluar la senslidlj especificidad, concordancia y valor Kappa

(Software Win Episcope 2.0) y de esta manera pesténar la utilidad diagnostica de cada una.

RESULTADOS VERDADEROS
Negativos Positivos
. Negativos VN FN (Falsos negativos)
RESULTADOS DE LA TECNICA _ _
Positivos FP (Falsos positivos) VP
TOTAL

VP: Positivos Verdaderos: resultados (+) por la técpimesultado verdadero del suero
VN: Negativos Verdaderos: resultados (-) por la técpimsultado verdadero del suero
Sensibilidad: VP/(VP+FN)

Especificidad: VN/(VN+FP) Concordanei: (VN +VP)/Total
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion de la proteina p26 recombinante

Una vez expresada la proteina recombinante (Se&ibyn se realiz6 un proceso de shock
osmotico, con el cual se pueden recobrar las praegiresentes en el espacio periplasmico, sin
producir la disrupcién de la pared bacteriana, g@ndo de este modo la liberacion de la
proteina de interés y solamente unas pocas pretaftieionales. Como control de este método,
sobre otra parte del cultivo se llevd a cabo uramnéento de lisis por calor con el fin de liberar
las proteinas totales de las bacterias (preseantesén el citoplasma como en el periplasma).

Las muestras asi obtenidas, fueron concentradapreoipitacion con S§NH,), seguida de
dialisis para eliminar los restos de sales, qugddaeron analizadas por electroforesis en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para confirmar laniittad y el tamafio de la proteina obtenida,
se realiz6 un Western Blot, para lo cual, una wez las proteinas fueron separadas por SDS-
PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocgdulgue luego se incubd con anticuerpos
policlonales (provenientes de suero de caballogctatios) a continuaciéon se incubd la
membrana con un segundo anticuerpo (anti-espemigygado con peroxidasa para su posterior
revelado por quimioluminiscencia y autoradiogradia placa radiograficas. Estos resultados
fueron corroborados por medio de un segundo We8lktnen el que se utilizé un anticuerpo
monoclonal (anti-p26) Figura 4.

FIGURA 4 Western Blot utilizando un anticuerpo monocloraiti{-p26)
1-Proteinas del periplasma; 2-Proteinas total€xnr8rol positivo (proteinas virales)
4-Control negativo (bacterias sin el plasmido);rét&nas concentradas con 8TH,),»

4.2 Replicacion viral en cultivos celulares

Debido a que el virus de la AIE no produce efedtopético en las células de dermis equina

utilizadas para su propagacion, se realizé una €R-Feomo se describe en el Seccion 3.4) con
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el fin de corroborar la presencia del virus en ebrenadante de los cultivos celulares
observandose una banda de aproximadamente 650pbuerlo a lo esperado).
1 2 3 4 5

muestras M C+ C-
FIGURAS5 RT-PCR:
1y 2: Muestras sembradas por duplicado; 3: M: Eidoc de Peso Molecular
4: C+: Control Positivo; 5: C-: Control Negativo

4.3 Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA: Algunos ejemplos de lecturas de los sueros
probados en la Direccién de Laboratorios y Coriteainico (DILAB) SENASA.

FIGURA 6 FIGURA 7

Suero 1: negativo, suero 2: débil positivo Sueros 1, 2 y 3: negativos
Suero 3: negativo (con linea inespecifica) Sc: suero Control Positivo y AG: Antigeno

De los 200 sueros analizados por la técnica deAlI@9 dieron resultado negativo y 61 fueron

positivos.
4.4 ELISA de competicion (CELISA)

Para el andlisis de los sueros problema por lad&ae cELISA se utilizé un kit comercial, de

acuerdo a las instrucciones del fabricante, talcc@® describe en la Secciéon 3.7. Para la

34



interpretacion de los resultados se realiz6 unaredirecta de la placa, tomando como criterio
de positividad la ausencia de color, mientras gsesbieros con un color similar 0 mas intenso
gue el control positivo fueron considerados negat(Figura 8). En aquellos casos en los que
existiera una sospecha en la lectura directa (coilermedio entre el control positivo y negativo)
se realiz6 una lectura en un lector de placas mildida absorbancia a una longitud de onda de
650nm (DQsg). Para considerar valida la prueba, segun eluctsto del fabricante, la Dégy del
control positivo debe ser mayor o igual a 0.15suavez debe ser menor o igual al 70% de la
DOsso del control negativo, considerando como negatagqsellos sueros con una R@mayor

a la del control positivo de acuerdo a lo indicadl instructivo que acompania al kit.

Figura 8 ejemplo de placa de cELISA. C+: control positivo;

C-: control negativo; 1, 2, 3y 4: sueros problelft@dos negativos)

De los 200 sueros analizados por esta técnica,di&®n resultado negativo y 64 fueron
positivos (uno de los sueros tuvo resultado sogsectanto por lectura directa (color similar al
C+) como utilizando el lector (DO apenas superidC#) y fue considerado positivo, aplicando
el mismo criterio que para la IDGA donde algunosrss fueron de lectura muy débil positiva
casi en el limite de deteccion).

4.5 Western Blot (WB)

Por medio de esta técnica, se detectd una bang@sdemolecular correspondiente a 26KDa que
fue reconocida especificamente por anticuerposypmionoclonales contra el virus de AIE y los
resultados obtenidos por la misma fueron luego @vatgos con los previamente obtenidos por
IDGA y cELISA. Se aclara que algunas de las bagalas figuras que no son tan visibles en

las fotos escaneadas se veian mas claramentéeetula directa realizada al final del ensayo.
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Figuras -9-10, 11 y 12WB utilizando proteina p26 recombinante.
N2 B {5 e g Emn

- 4p26

+ +
Figura 9 M: anticuerpo monoclonal 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y diferos negativos.

47 y 72: sueros positivos

En este caso en los sueros positivos que fueraargatlos contra el antigeno recombinante, se
consideraron como positivos aquellos sueros gui@zaron especificamente contra la p26 sin

contar con la presencia de otros antigenos ded WfH.

g 1o IR A e ) 2 W R 124 (WA e | 90 U BT (155, R | 1y

4p26
<4p26

+ ++ +
+

Figura 10 Negativos: 134-135-136-137-138-139-140-141-142-148- 147-148-151-152-153-
154. Positivos: 146-149-150-72 (control positivo)

185146 15 11 o 16l 18 i ey 22 TTRIPRTRRE L SV TR S JETARTAN

<4p26 \ <p26

++++ +
+
Figura 11 Negativos: 155-156-157-158-159-160-161-162-163-188-165-166-167-172-173.

Positivos 168-169-170-171(muy débil positivo)-7ar(trol positivo).
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Figura 12 Negativos: codigos 174 al 179-191 al 200, 181y 182
Positivos: 180-183 al 190 y(Z@ntrol positivo).

Cuando se utilizé el antigeno obtenido a particdévo celular, descripto en la seccion 3.2, se
observaron bandas no tan definidas y una mayorideahtde bandas inespecificas no
visualizandose bandas de las glicoproteinas derfipe Esto se debié probablemente a que

estas glicoproteinas estan en menor concentrga®ia proteina p 26. (Figuras 13, 14 y 15)

8 9 1211 13141016 1718 ]._?72
kg Frﬂ‘:r‘ﬂn-li' g AL

<4p26

+

Figura 13 Negativos: 8-9-12-11-13-14-10-16-17-18-19. Positi¥2 (control positivo).
2021 &8 g WAt

- <4p26

+ ++ +

Figura 14 Negativos: 20-21-22-23-24-25. Positivos: 73-74-25W (Monoclonal)
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Figura 15 Negativos: 62-63-64-65-66-67-68-69-70 Positivos76177-78-79-80-81-82-83-84-

M (monoclonal) y 72 (control positivo).

Posteriormente, con el producto obtenido de la eotnacion y purificacion antes descripta se
probaron algunos sueros problema por la técnicAVie para ver si daban los resultados
esperados y se obtenian mas bandas especificadsaadera p26.

A B
l“, o I
5 oa, Wla MW VB st gy
“Agpd5
«4p26 <4p26
- + + + + + - -+

Figura 16 WB de distintos sueros de lectura dificil por algule las otras técnicas realizado a
partir del virus purificado (A). Utilizando el sweb4 como control positivo contra la proteina
recombinante (B).

Al utilizar el antigeno producido en cultivo celulaoncentrado y parcialmente purificado
(descripto en 3.3), se pudo observar la presereia dhanda p26 y de las glicoproteinas de la
envoltura viral que no aparecian en los casosiargsr(figura 16-A).

En la tabla 2 (pagina 44) estan los resultadosleslieros 74-101-146-75 y 15 con las otras
técnicas. El suero 15 fue sospechoso por la @d@cELISA y 74 y 101 negativos por IDGA.
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4.6 Comparacion de la Sensibilidad analitica o limite € deteccién de las técnicas con algunos

sueros de la seroteca de DILAB. SENASA por diluciéa punto final:

Resultados obtenidos

Tabla 1: esté indicado el titulo hasta el cual los suerobarlos dieron positivo por las

diferentes técnicas:

IDGA CELISA WB

N°34 Yo 1/4 1/16

N°2 1/8 1/32 1/64
N° 3 1/16 1/128 1/128
N°9 1/8 1/32 1/128
N°10 1/8 1/32 1/256

GATO 1/8 1/64 1/64

N°13 1/16 1/32 1/64

Como se puede apreciar los 7 sueros se negatimizardiluciones mas bajas por la técnica de
IDGA, siendo en general detectables por la téaéc#/B a diluciones mayores que por la
técnica de cELISA.

4.7 ELISA Indirecto (IELISA)

Primer prueba: en Damero:

Como una primera aproximacion, los valores de &lasmia obtenidos en la prueba en damero
para las distintas combinaciones de dilucionesrdigeno y suero positivo y negativo fueron
comparadas entre si.

Densidades opticas (DO) medidas con el especto&itém

4

5

6

10

11

12

Ag ¥

Ag Va Ag 1/8

0,531 0,544

Ag 1/16

0,483 | 0,409

Ag 1/32

Ag 1/64

Ag Y%

Ag Ya

Ag 1/8

Ag 1/16

Ag 1/32

Ag 1/64

Suero

0,404

0,448

0,416




Para establecer la dilucion de uso de los suerosligaron los pardmetros fijados por la
Agencia Internacional de Energia Atdmica (IAEA, 2P§ue considera como tal a aquella
dilucion en donde se encuentra la mayor difereteigalores de DO entre el suero positivo y el
negativo y se minimiza el valor de lectura inesfjiggcicomprobada con el suero negativo

(background), de esta manera fueron considerados:

Positivos (en color verde) los valores de DO mayar@.6
Dudosos (en color amarillo) los valores de DO e@téey 0.35.

Negativos ( en color rojo) los valores de DO mes@®.35.

Posteriormente, se realiz0 la resta de los valdeesabsorbancia del suero positivo y negativo
para las mismas concentraciones de suero y ant{gencejemplo A1-A7 (Al: suero positivo

1/20 + ag ¥2 y A7 suero negativo 1/20 +ag Y2) , A2-é8) obteniéndose los siguientes valores:

1-7 | 2-8 | 3-9 | 4-10 | 5-11 | 6-12 | Dil suero
A 0,445| 0,295| 0,177| 0,339| 0,267| 0,211 1/20
B 0,536| 0,498| 0,403| 0,407| 0,387| 0,316 1/40
C 0,533 | 0,457| 0,469| 0,381| 0,288| 0,248 1/80
D 0,429| 0,395| 0,400| 0,307| 0,220 0,177 1/160
E 0,378| 0,358| 0,279| 0,191, 0,186| 0,184 1/320
F 0,274| 0,262| 0,183| 0,141| 0,128 | 0,109 1/640
G 0,127| 0,148| 0,113| 0,077| 0,074| 0,052| 1/1280
H 0,049 0,070| 0,055| 0,026| 0,042 0,029| 1/2560
Dil Ag Y 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Luego se buscé la interseccion entre las dilucioleesntigeno y de antisuero que dan los valores
mas altos (sefialados en verde) lo cual, implica ltaye una mayor distancia entre el valor
positivo y negativo. Asi se pudo determinar laabn de uso del antigeno y del suero. Es decir
en las diluciones 1/2-1/4 del antigeno y las dtines 1/40 y 1/80 del suero.

Por lo tanto se defini6 como optima una diluciog para el antigeno (p26) y 1/50 para los
sueros problema.

Finalmente, se procesaron 48 sueros (22 posiidtsnegativos) por duplicado. Posteriormente
los valores de absorbancia obtenidos fueron am@i&zanediante una curva ROOe esta

manera se fij6 el valor de corte en 0.285 conredlé evitar la presencia de falsos negativos.
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FIGURA 17. DIAGRAMA DE PUNTOS para determinar el valor de corte a emplear en la
técnica de iELISA

Como puede observarse erfFigura 17, al fijar el valor de corte en 0.285, si bien roobtuvo
ningun falso negativo (FN) la cantidad de falsositpas (FP) fue relativamente alta, 8 sueros lo
gue representa un 16.7% de los sueros analizRdeteriormente utilizando este valor de cut-off
se probaron los 200 sueros problema.

En el procesamiento de los mismos con ese valamode se observé un porcentaje de falsos
positivos (FP) de 19.5% (39/200) aunque se presanibién un suero falso negativo es decir un
0.5 % de FN. (1/200). Evidentemente era necesardanoejor purificacion del antigeno para
evitar el alto nimero de FP que se obtuvieron aelbidque se utilizé la p26r ya obtenida

previamente en la Catedra de Virologia de la Fadule la Plata.

4.8 Andlisis estadistico de los resultados

Verdaderos negativos Verdaderos positivos

137 63

Resultados obtenidos con las diferentes técnicas:

Técnicas Negativos positivos Total
IDGA 139 61 200
CELISA 136 64 200
WB 137 63 200
IELISA 98 102 200
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Para la comparacion de las técnicas se computaospechosos como positivos. En la IDGA 3
sueros eran sospechosos y se computaron positingsi@ eran de muy dificil lectura. En la

técnica de cELISA, un suero di6 sospechoso y seutihtomo positivo.

Comparacién de técnicas con el resultado verdadero:

Resultado verdadero
Negativos Positivos Totales
IDGA Negativos 137 2 139
Positivos 0 61 61
Totales 137 63 200
Sensibilidad=61x100/ 61+2= 96,82%
Especificidad=137x100/137+0= 100%
Concordancia= 61+137/200=0.99
Kappa=0.977
Resultado verdadero
Negativos Positivos  Totales
CELISA Neg-a.tivos 136 0 136
Positivos 1 63 64
Totales 137 63 200
Sensibilidad=63x100/ 63+0= 100%
Especificidad=136x100/136+1= 99,27%
Concordancia= 136+63/200=0.995
Kappa=0.988
Resultado verdadero
Negativos Positivos Totales
WEB Negativos 137 0 137
Positivos 0 63 63
Totales 137 63 200
Sensibilidad=63x100/ 63+0= 100%

Especificidad=137x100/137+0= 100%
Concordancia= 137+63/200= 1

Kappa=1
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Resultado verdadero
Negativos  [Positivos Totales
. Negativos 98 1 99
IELISA —
Positivos 39 62 101
Totales 137 63 200

Sensibilidad=63x100/ 63+1= 98,4 %
Especificidad=97x100/97+39= 71,5%
Concordancia= 97+63/200= 0,8
Kappa=0.603

Comparacién de técnicas con la técnica Gold Standai(IDGA):

IDGA
Negativos  |Positivos otal
CELISA Neg'altivos 136 0 136
Positivos 3 61 64
Totales 139 61 200
Sensibilidad=61x100/ 61+0= 100%
Especificidad=136x100/136+3=97.84%
Concordancia= 136+61/200=0.985
Kappa=0.965
IDGA
Negativos | Positivos Totales
WEB Negativos 137 0 137
Positivos 2 61 63
Totales 139 61 200
Sensibilidad=61x100/0+61=100%
Especificidad=137x100/137+2=98,56%
Concordancia=137+61/200=0.99
Kappa=0.977
IDGA
Negativos  [Positivos otales
ELISA Negativos 98 1 99
Positivos 41 60 101
Totales 139 61 200

Sensibilidad=60x100/1+60= 98.3%
Especificidad=98x100/98+41= 70.5%
Concordancia=98+60/200=0.79

Kappa=0.582
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Tabla 2: Sueros de dificil lectura por alguna de las tés@mpleadas.

Cadigo IDGA CELISA WB iELISA Resultado Verdadero
15 Negativo sospechoso | Negativo | Negativo Negativo
74 Negativo Positivo Positivo | Positivo Positivo
75 Positivo (muy débil) Positivo Positivo | Positivo Positivo
98 Positivo (borderline) Positivo Positivo | Positivo Positivo
101 Negativo Positivo Positivo | Positivo Positivo
103 | Positivo (borderline) Positivo Positivo | Negativo Positivo
146 | Positivo (borderline) Positivo Positivo | Positivo Positivo
184 | Positivo (muy débil) Positivo Positivo | Positivo Positivo
91 Positivo (muy débil) Positivo Positivo | Positivo Positivo

Aclaracién: los resultados sospechosos por IDGA son suergiétiles positivos, casi

negativos.

Cddigo 103: es un suero talon de Alfort Francia.

Cddigos 74 y 101: es el mismo suero recodificadia @eroteca DILAB: suero muy débil

positivo que fue mantenido durante 15 dias refaider

Cddigos 75y 146: es el mismo suero recodificadla &eroteca DILAB.

Caodigo 15: Suero de importacion.
Cabdigos 91, 98 y 184: sueros de Seroteca DILAB

Concordancia e indice Kappa de las diferentes téazis con el resultado verdadero

TECNICA CONCORDANCIA Kappa
IDGA 0,99 0.977
cELISA 0,995 0.988
wB 1 1
iELISA 0,8 0.603

Concordancia e indice Kappa de las técnicas contécnica gold standard (IDGA)

CONCORDANCIA Kappa

TECNICA
CELISA 0,985 0.965
WB 0,99 0.877
iIELISA 0,79 0.582

4.9 Resultado de los 200 sueros analizados con caélenica
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Tabla 3: Resultado de los 200 sueros analizados con cad@aé
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Aclaracion: (+) o (-): resultado discordante con las demasités.
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5 DISCUSION:

La poblacién equina que transita por el pais esraada cada 2 meses debido a la fecha de
validez de la certificacion diagnéstica establedttala reglamentacion vigente. (Resolucion
SAG y P 617/05). En cambio hay poblaciones de eguiue al no ser testeadas en cuanto a su
status referente a esta enfermedad, pueden canggarvorios de la infeccion.

Por otro lado, un bajo porcentaje de equinos, Buyranulas infectados con AIE pueden ser
portadores del virus pero no ser detectados erdibgnosticos serologicos de rutina (falso

negativos por la técnica de IDGA).

“Normalmente se elaboran nuevos ensayos para mégaraéécnicas existentes. Para demostrar
gue un nuevo ensayo supone una mejora de unadégmiexistente, debe existir alguna forma

de comparacion que lo demuestre” (OIE, 2008b).

En los ensayos originales realizados por el Dr.g@mgy col para estudiar la por entonces nueva
técnica diagnostica de IDGA, se realizaron entrasopruebas, inoculaciones experimentales de
111 equinos con posterior estudio de los signaécol$ y determinacion de los anticuerpos por
la misma. Como se explica en la discusion de dictmajo: “el nivel preciso de exactitud de una
técnica, como en el test de inmunodifusion par&aetpos, solo puede medirse testeando un
namero infinito de caballos; consecuentemente, mieraxiste alguna incertidumbre sobre si la
técnica realmente satisface el requerimiento mireésyecifico de 95% de confianza. Un nivel
del 5% de incertidumbre ha sido adoptado en la ni@yde los campos cientificos” (Coggins,
1972).

La evaluacion de nuevas técnicas diagnosticas@uenas sensibles que las existentes puede ser
dificil. Primero, debido a que inevitablemente @dng discrepancias entre el viejo test y los
ensayos nuevos mas sensibles. El uso del testisi@rde como Standard para determinar el
status de infeccion absoluto puede dar una falgadspecificidad para el nuevo y mas sensible
test. Idealmente, deberia usarse informacion atitioomo el uso de muestras longitudinales

para resolver estas discrepancias (Langemeier).1996

De manera inversa, puede suceder que el nuevertesitudio sea menos sensible que el test en
uso. Como ejemplo, en la bausqueda de contar concgscrapidas y sencillas se han realizado
trabajos de investigacibn como el del desarrollo etsayos diagndsticos basados en la

polarizacion de focos fluorescentes (PFF) (Burrgubéncza, 2000).
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Esta técnica permite la lectura en unos pocos wénytla posible utilizacion de la misma a
campo debido a su sencillez y la estabilidad de r&mctivos empleados. En el trabajo
mencionado se realizé la comparacion entre lasd#srmde IDGA y PFF. Si bien la PFF fue
altamente especifica (100% de especificidad), ptésena menor sensibilidad dando mayor
namero de falso negativos. (89,4% de sensibilid&$to descarta el posible uso de la técnica de

PFF para el diagnostico de AIE, al menos hastasguimente la sensibilidad de la misma.

En otros casos la nueva técnica ensayada, puesteutes especificidad inferior a la de la técnica
en uso (la considerada como Gold Standard) y peeériaitilizada para el screening de un gran
numero de muestras. Pero para que la misma seaaadepara el screening debe tener una
sensibilidad igual (o mayor) a la de la Gold Staddaser capaz de detectar los sospechosos que
seran posteriormente confirmados por técnicas regscéicas. Por otro lado, tampoco puede
tener una muy baja especificidad dando un numkoode falsos positivos porque no seria

viable su utilizacion.

En el presente trabajo se compararon diferentesctc con el objetivo de incrementar las

herramientas diagndsticas de modo de mejorar lacdénh de casos positivos a Anemia

Infecciosa Equina y poder definir el diagnéstico sreros con niveles casi indetectables de
anticuerpos por la técnica de Inmunodifusién en delagar (IDGA). Posteriormente se

realizaron tablas de contingencia comparando Isslteelos de las diferentes técnicas con el
“valor verdadero” conocido de antemano y de lagrdiftes técnicas con la técnica “Gold

Standard” que es la IDGA.

Al comparar la técnica de IDGA contra el WB en niesaso se obtuvo un valor de
concordancia del 99%. En un trabajo similar (Alzar2007b), comparando los resultados de la
técnica de IDGA con un WB basado en el uso de untgipa p26 recombinante encontraron una
concordancia entre ambas técnicas del 98.9% (1@08emkibilidad y 98.56% de especificidad).
Cuando comparamos la cELISA con la técnica de ID&goncordancia fue del 98.5% (100 %
de sensibilidad y 97.84% de especificidad).

Estos ultimos valores son similares a los presestah otros trabajos como el de Paré y col
(2004) donde la comparacion de la cELISA y la téamie IDGA con el kit utilizado en Canada,
fue del 99.7% de sensibilidad relativa y 99.7 %esdgecificidad relativa y concordancia de 99%,

con lectura directa como realizamos nosotros.
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Generalmente se recurre a medidas de asociaciomd@use quiere evaluar el grado de
asociacion entre dos variables y no Unicamente oavap analiticamente si existe relacion o no
entre las mismas. Un caso especial, que se endlfitao de las medidas de asociacion, es la
concordancia. Se habla de concordancia cuando iseegevaluar si dos formas de medir o

clasificar la misma caracteristica en una escakgébsaca concuerdan o no.

El término sensibilidad y especificidad relativadsbe a que realizaron comparaciones entre
pruebas y kits diagnésticos sin otra posterior icorafcion del status de infeccién de los
animales. De hecho, “el test de IDGA es el Unisbgeie ha sido correlacionado con la presencia

del virus a través de la prueba de inoculaciéngeimes” (Cullinane, 2007 y Cappelli, 2011).

Con la técnica de ELISA indirecta se obtuvo un alimero de sueros falsos positivos al intentar
obtener un valor de corte y también posteriormaht@nalizar los 200 sueros, debido a que la
proteina recombinante utilizada en el test no essalficientemente purificada y otras proteinas
contaminantes pueden haberse unido generandoarasdnespecificas. Al mismo tiempo en la
prueba de damero se ve que la sensibilidad noafisfasctoria. Por estos motivos se decidié no
continuar el trabajo con este test de ELISA hasta $p logre una purificacion mayor de la
proteina o desarrollar un sistema de ELISA de cdicipe con un anticuerpo monoclonal

especifico para la proteina p26.

Si bien para el WB se utiliz6 la misma proteinaorebinante, en este caso la presencia de
bandas inespecificas no interfirieron con la lectys que se consideraron positivos solamente

aguellos sueros que dieron una banda a la altu@s @6 KDa.

“La sensibilidad analitica de un ensayo puede evatumediante la cuantificacion de la cantidad
mas pequefia de la sustancia que es detectablenmurekdra. Esto puede conseguirse limitando
las diluciones de un estandar de concentraciéncideade la sustancia a analizar.” (OIE,
2008b).

Teniendo en cuenta este concepto y con el objdiévpoder comparar el limite de deteccion de
anticuerpos por las diferentes técnicas, se probdilaciones seriadas de algunos sueros con
diagndstico positivo a AIE para estudiar hastadjlueion de los mismos se obtenian resultados

positivos con cada una de ellas.

Alvarez, (2007b) utilizando la técnica de WB desaida por ellos a partir de un antigeno p26

recombinante obtuvieron 6 muestras con resultatkiomiantes con la técnica de IDGA. (6
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positivas por rp26WB que fueron 5 negativas y bmotusa por IDGA). Las mismas fueron
remitidas al NVSL y dieron las 6 positivas por WBdas fueron positivas a p26 y a gp90 y 2 de

ellas también a gp45).

Por otro lado observaron que diluyendo sueros igosita AIE el limite de deteccién de los
mismos por WB fue de 1/32 a 1/128 diluciones méssajue los titulos por la técnica de IDGA,
siendo similar a lo que observamos al diluir algusoeros. En nuestro caso fueron probados 7
sueros y se observé que por la técnica de WB fudiagnosticados como positivas mayores
diluciones que por las técnicas de IDGA (1/4 a HBZciones mas altas), por otro lado con el
WB el nivel de deteccidn con respecto al cELISAtambién mas alto.

En esto ultimo puede influir la agudeza visualmtté&n la subjetividad del operador en cuanto a
la observacion de la banda correspondiente a lapp26a técnica de WB, en las progresivas

diluciones de los sueros.

En los resultados obtenidos por nosotros con |@ssR@ros probados por las diferentes técnicas
se aclara que 4 sueros leidos por IDGA que eramuwedificil lectura (muy débil positivo o
sospechoso) se registraron como positivos. Es plelzue los mismos fueran diagnosticados
como negativos por un laboratorista con menor éapeia arrojando otros resultados en la

comparacion entre técnicas.

En lo que respecta a los tiempos necesarios pdex pmitir el diagndéstico, los mismos son de,
aproximadamente 1 hora para la técnica de cELISAJ@pcual, es una técnica de screening de
gran utilidad ya que como se ve en nuestras tallaontingencia, la concordancia con el valor

verdadero es del 99,5%.

En cuanto a la técnica de IDGA, si bien son ne@sa&8 horas para emitir el diagndstico, la
misma seguira siendo la técnica Gold Standard ypseacillez de ejecucion y especificidad que

es del 100% segun nuestros valores.

Por ultimo la técnica de WB es la mas laborios#addres debido que requiere varias horas de
desarrollo y en la actualidad no existe un kit canaécomo en el caso del HIV, para el cual WB
es la técnica confirmatoria y los sueros con diatjod positivo por ELISA son confirmados
como tales si reaccionan con la proteina p24 des\HIV y una o mas de las proteinas de

envoltura.
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WB tiene igual especificidad que la IDGA y alta sieilidad por lo cual sirve como técnica
confirmatoria. Por otro lado los anticuerpos edjprrd pueden ser detectados en el suero por la
técnica de WB a los 10 dias post infeccion. (ClgboBellon, 1992) lo cual representa un menor

periodo ventana con relacion a la técnica de IDGA.

“Si bien las gp90 y gp45 son proteinas que estdragncantidad en el virus AIE, son antigenos
potentes y estimulan proporcionalmente mayoreslgsvde anticuerpos que el antigeno p26.
Como las tres proteinas mayores del virus (gp9@b5gmnd p26) tienen determinantes
antigénicos de grupo, la cepa prototipo adaptamidudas del virus AIE puede ser utilizada en el
test de WB para detectar sueros de equinos desds/arareas geogréficas. Luego de la infeccion
los anticuerpos contra gp90 se detectan primeegollaquellos contra p26. Estas reacciones
positivas pueden ser detectadas antes que se ehsavreaccion IDGA positiva y puede ser
evidente luego de la primer viremia pero antes mteher episodio febril asociado con la
replicacion del virus AIE. En algunos casos el WiBskrvido para clarificar el status de equinos
con reacciones cuestionables en los tests oficadesIE.” (Issel, 1993), pero una dificultad
potencial de esta técnica es la presencia de amnpos dirigidos contra el determinante
interespecie del antigeno p26. Estos anticuerpesigmu aparecer en el equino luego de la
exposicion a lentivirus relacionados en la natzele

Los genes de la regién gag que codifican la pratedstdn conservados entre diferentes
aislamientos virales y entre retrovirus en gendmlcual sea probablemente indicativo de
propiedades intrinsecas de la proteina que safesipara el funcionamiento viral. Muchos
estudios han detallado la reactividad cruzada datreroteina mayor del core de HIV y la
proteina analoga del virus AIE, el virus de la imodeficiencia simiana y el virus de la
inmunodeficiencia bovina. Las reacciones serol@iceruzadas entre lentivirus son
probablemente indicativas del reconocimiento dsksia inmune de epitopes conformacionales

altamente conservados entre estos retrovirus figtiEamente relacionados (Langemeier, 1996)

Por la potencial presencia de anticuerpos dirigidostra el determinante interespecie del
antigeno p26, segun lo explicado anteriormentse sibtiene solamente la banda correspondiente
a la p26 en un suero sospechoso en ciertos casioi pw ser suficiente para considerar al

mismo positivo.

Es por esto que la técnica de WB con deteccibnade2b y una o mas bandas de las
glicoproteinas de envoltura es utilizada comoité&cnonfirmatoria por el DVL, NVSL. USDA,
USA asi como por el Gluck Equine Research Centeiyadsidad de Kentucky, USA
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En el presente trabajo, el suero codificado comat® daba reaccion negativa por la técnica de
IDGA y sospechosa por la cELISA, pudo definirse oonegativo por la técnica de WB con
antigeno recombinante y con el antigeno produaidcu#tivo celular. Mientras que en el caso de
los sueros n° 74 y 101 que resultaron negativo$@BA y positivos por cELISA, pudieron ser

confirmados como positivos al ser analizados por WB
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6 CONCLUSIONES:

Se corrobor6 que la técnica de cELISA tiene unaomsgnsibilidad que la técnica gold Standard
(IDGA) como para detectar animales que estén grembdo ventana con esta Ultima y que la
técnica de WB podria ser utilizada para detecciréeqz debido a que también es mas sensible

que la técnica de IDGA, aunque por ser mas cosydahoriosa no seria practica para este uso.

En cuanto objetivo: “Poner a punto pruebas alteraatcon el fin de confirmar casos de dificil
definicion”, pudo lograrse con la técnica de WastBlot que, como se expreso en el parrafo
anterior, si bien tiene un costo mayor que lassadi@s técnicas disponibles al presente (IDGA y
CELISA) tiene, de acuerdo a los resultados obtemidena muy buena sensibilidad y

especificidad al compararla con los resultadosaagtbs de los sueros probados.

Para uno de los objetivos Generales Planteadasetirentar la bateria de técnicas diagnoésticas
para aumentar la deteccion de los animales positwmds precozmente”, se trabajo en el
desarrollo de una ELISA indirecta, pero concluintpge la metodologia empleada para la
purificacion del antigeno no fue la més adecuadajug deberian ajustarse determinados
pardmetros como ser una mayor purificacién debanti con el fin de mejorar la técnica y que

pudiera tener aplicacion diagndstica.

Con respecto a los objetivos especificos, “compdistmtas técnicas de diagndéstico para esta
enfermedad”, de la comparacién de las mismas syugetanto la técnica de cELISA como el
WB son las de mayor sensibilidad. Pero como coattma el WB presenta una mayor

especificidad, lo cual sustenta la utilizacion gadiltima como técnica confirmatoria.

En lo relativo al siguiente objetivo, “producir aggno en cantidad y calidad suficiente para
luego utilizarlo en técnicas de diagndstico conditonias de AIE”, si bien se logré producir

antigeno a partir de cultivo celular con posteparificacién parcial y concentracion, se pudo
obtener s6lo una minima cantidad como para prolmamas sueros y poder visualizar mas
bandas especificas ademés de la p26. Es decireqdebg continuar trabajando en mejorar la
eficiencia de produccion por este método para @bpterayor volumen de antigeno para su uso

en la técnica de WB.

En lo referente a la “puesta a punto de la técdie Western Blot y su posible uso para la

confirmacién de casos de dificil diagnostico”, tesultados fueron los esperados. Es decir que el
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suero utilizado como control positivo dio la barda altura de la p26 y se obtuvieron las bandas

correspondientes a las glicoproteinas de superficie

La tecnologia recombinante ofrece muchas ventajaeedos métodos de produccién clasicos
debido a que es menos laboriosa, riesgosa y denmedar tiempo. Pueden obtenerse grandes
cantidades de proteinas a bajo costo y sin varidoi® a lote. Existe menos probabilidad de
contaminacion con otras proteinas celulares o adaiv del huésped por ser un antigeno

producido en un sistema heterdlogo y posteriormemtiéicado.

Una alternativa al método de produccién en cultivekilares y purificacion y concentracion
podria ser la utilizacion de sistemas de expred®rotras glicoproteinas del virién (como la
gp90 o gp45) para ser posteriormente combinadakaqui?6 recombinante previamente obtenida
y realizar el WB para su posterior deteccion. Nstabhte para la expresion de cualquiera de las
glicoproteinas del virus, seria necesario emplearsistema de expresién eucariota (como
baculovirus o levaduras), ya que las bacteriasrsmapaces de glicosilar, lo cual puede acarrear

mayores gastos de produccion.

Por lo tanto, el aporte del presente trabajo etesias la conveniencia de que, aun aumentando
los costos del diagnéstico significativamente, sepée como técnica de tamizaje en los
laboratorios de SENASA (Laboratorio Central y regiles), una técnica mas sensible como la
CELISA comercial para los relevamientos epidemimiog de AIE, asi como para saneamientos
en busqueda de animales portadores de la enfermmpaadengan titulos serolégicos casi
indetectables por la técnica de IDGA. Esto perfaitiislar los animales sospechosos o positivos
por la técnica de cELISA, luego analizarlos potdanica IDGA y si dan negativos por esta
ultima técnica, confirmarlos por la técnica de WBauvez implementada la misma en el

Organismo Oficial
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