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RESUMEN

El virus de la leucosis bovina (BLV) y el gammaherpesvirus bovino 4 (BoHV-4),
virus cuyo hospedador natural es el bovino, han sido estudiados ampliamente por
nuestra Institucion dada su alta incidencia en la zona. Se planteé la hipétesis que
las personas que desarrollan actividades ganaderas, en estrecho contacto con
bovinos que puedan estar infectados con BLV y/o BoHV-4, o con productos
organicos derivados de los mismos, podrian estar en riesgo de ser infectados con
algunos de estos agentes virales. La bibliografia relacionada con el tema es
abundante, aunque es un tema de discusién a nivel mundial y genera gran
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controversia. Considerando la importancia e implicancia de dicha infeccién en
Salud Publica y desde el punto de vista epidemioldgico, se realizé un estudio en
sangre de trabajadores rurales de la Provincia de Buenos Aires, con el fin de
detectar mediante PCR convencional fragmentos del genoma de ambos virus.

Palabras claves: virus de la Leucosis bovina,Gammaherpesvirus bovino,
infeccion zoonatica.

RESUMO

O virus da leucose bovina (BLV) e 0 gammaherpesvirus bovino 4 (BoHV-4), um
virus cujo hospedeiro natural € o bovino, foram amplamente estudados por nossa
Instituicdo devido a sua alta incidéncia na area. Foi feita a hipétese de que
pessoas envolvidas em atividades pecuarias, em contato proximo com gado que
possa estar infectado com BLV e/ou BoHV-4, ou com produtos orgéanicos
derivados deles, poderiam estar em risco de serem infectadas com alguns desses
agentes virais. A literatura relacionada é abundante, embora seja um tema de
discussdo mundial e gere muita controvérsia. Considerando a importancia e
implicacfes desta infec¢do na Saude Publica e do ponto de vista epidemioldgico,
foi realizado um estudo no sangue de trabalhadores rurais da Provincia de Buenos
Aires, a fim de detectar fragmentos do genoma de ambos os virus por PCR
convencional.

Palavras-chave: virus da Leucose bovina, Gammaherpesvirus bovino, infeccéo
zoonotica.

1 INTRODUCCION

El virus de la leucosis bovina (BLV) y el gammaherpesvirus bovino 4 (BoHV-
4) son virus de importancia bovina distribuidos ampliamente a nivel mundial, y de
alta incidencia en nuestra zona.

El BLV es un virus patégeno bovino perteneciente al género d-retrovirus de
la familia Retroviridae. La infeccién en bovinos produce una enfermedad de tipo
linfoproliferativa que puede culminar con la muerte del animal (AIDA et al., 2013)
. Su principal célula diana son los linfocitos B CD5+; su genoma se integra al
genoma del hospedador permaneciendo integrado a lo largo de toda su vida. Solo
un pequefio grupo progresa a la fase tumoral y desarrolla linfosarcoma
(RODRIGUEZ et al., 2011).

El BoHV-4 pertenece a la familia Herpesviridae; ha sido aislado en
diferentes casos clinicos, en bovinos con infecciones respiratorias, vulvovaginitis,
mastitis, endometritis, abortos, como asi tambien en animales aparentemente
sanos en diferentes partes del mundo (BILGE-DAGALP et al., 2010; BILGE
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DAGALP et al., 2012; IZUMI et al., 2006).

Debido a los resultados preliminares de este grupo de investigacion y de
los datos aportados por la literatura internacional con respecto a las posibilidades
de transmision de BLV y BoHV-4 a los seres humanos, se puede hipotetizar que
las personas que desarrollan actividades en estrecho contacto con bovinos que
puedan estar infectados con BLV y/o BoHV-4, o con productos organicos
derivados de los mismos, podrian estar en riesgo de ser infectados con algunos
de estos agentes virales.

El objetivo de este proyecto fue evaluar si existe evidencia de la presencia
viral en poblacion humana, en un area geografica de prevalencia de estos virus,

gue permita demostrar la posibilidad de riesgo para la salud publica.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 EXTRACCION DE LA MUESTRA

La poblacién de estudio fueron pacientes adultos (mayores de 18 afios) de
ambos sexos que concurrieron al Laboratorio de Analisis Clinicos y
Microbiolégicos del Hospital Municipal “Dr.Héctor M. Cura” de Olavarria (Provincia
de Buenos Aires) de manera ambulatoria, Con el aval del Comité de Bioética del
Hospital se realiz6 un Consentimiento Informado, con una hoja de informacién que
fue provista a todos los participantes del estudio.

Para la identificacion de las muestras se utiliz6 numeracion correlativa,
incluyendo solamente género y edad del donante. Se respetd la privacidad y
confidencialidad de los datos de acuerdo a lo normado por la Ley N°25326 de
Proteccion de datos.

Se tomaron 54 muestras de sangre obtenidas por puncién venosa y por
puncion capilar con lancetas indistintamente.

Se colocaron 25 uL de sangre en Papel Nucleico (Biodynamics - Cat #
B161-5). Las muestras se conservaron a temperatura ambiente hasta su
procesamiento.

La extraccion del ADN viral se realizd de acuerdo con las indicaciones
especificadas por el laboratorio (Biodynamics — boletin técnico # 161.
https://studylib.es/doc/4593356/papel-nucleico---biodynamics-srl). Brevemente,

se tomo una seccion de 2mm de didmetro del papel, se sumergié en 500ul de
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agua libre de nucleasas. Se agito en vortex 5 seg, luego el papel se transfirié a un
nuevo microtubo con 100ul de agua y se calentd 10 min a 95°C. Se guardo6 en
heladera hasta su uso. La concentracion de ADN se determind por
espectrofotometria en un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific - USA).

2.2 DETECCION DE GENOMAS VIRALES

Los primers utilizados para este trabajo fueron sintetizados por IDT
(Integrated DNA Technologies, lowa USA) y los reactivos utilizados fueron
adquiridos a la empresa PB-L (Productos Biolégicos, Buenos Aires, Argentina).
Todas las amplificaciones se realizaron en un Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystem - USA). Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.2%, al que se le adicion6 SYBR® Safe para ADN en gel

(Thermofisher, Argentina) y se visualizaron con transiluminador de luz naranja.

2.3 CONTROL DE LA CALIDAD DE ADN EN LA MUESTRA

La confirmacion de la calidad e integridad de la muestra se realizé6 mediante
una PCR convencional para amplificar una secuencia de 237 pares de bases (pb)
correspondientes al gen enddgeno humano GADPH.
Las amplificaciones se realizaron en 15 pl de la mezcla de reaccién, compuesta
por 500ng de ADN molde, 0.3mM de desoxirribonucleétidos (ANTP), 1,6 pmoles
de cada primer, 1.5mM MgCI2, 1U de Taq polimerasa, buffer apropiado para la
enzimay 1,5ugde BSA.

Se utilizé el siguiente par de primers:
hGADPH Rev 5 TTGATTTTGGAGGGATCTCG3’
hGADPH Forw 5" GAGTCAACGGATTTGGTCGT3’
El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:
1ra. Ronda: 95 -C 2 minutos; 1 ciclo
2da. Ronda: [95 -C 30 s; 50 «C 30 s; 72 -C 22 s] 10 ciclos.
34a. Ronda: [95 -C 30 s; 55 -C 30 s] 25 ciclos.

2.4 DETECCION DE ADN PROVIRAL DEL BLV PARA EL GEN POL

La busqueda del genoma viral del BLV se realiz6 mediante una PCR que
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amplifica un fragmento de 184 pb del gen pol.

Las amplificaciones se realizaron en 15 pl de la mezcla de reaccion,
compuesta por 0.25mM de desoxirribonucleétido trifosfato (dNTP), 0.4Mm
primers, 1.5mM MgCI2, 3.5U de Taq polimerasa, buffer apropiado para la enzima,
y 1.5 ug de BSA. Se adicionaron 0.3ug de ADN como templado.

Se utilizo el siguiente par de primers:

G07 5°CCC TAC AAC CCC ACAAGT TCG GZ

GO08 5°ATG GTG TAG CTC CCATCT GGT CTT3

El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:

1ra. Ronda: 94 -C 1 minuto; 1 ciclo

2da. Ronda: [94 -C 1 minuto; 55 -C 1 minuto; 72 -C 1 minuto] 8 ciclos.

3ra. Ronda: [94 -C 1 minuto; 62 C 1 minuto; 72 -C 1 minuto] 25 ciclos.

4ta. Ronda: 72 -C 10 minutos; 1 ciclo

Como control positivo se utilizé ADN de células FLK infectadas con el BLV.

En cada PCR se incluy6 un control de reaccion sin ADN.

2.5 DETECCION DE ADN PROVIRAL DE BLV MEDIANTE NESTED PCR PARA
EL GEN ENV

Para la deteccién de un fragmento de 444 pb del gen env, se utiliz6 una
PCR anidada o nested PCR puesta a punto por Fechner et al (1997) , y optimizada
en nuestro laboratorio (JULIARENA et al., 2013).

El primer ciclado se llevd a cabo en 20 ul de reaccion, con 0.5mM dNTP,
2mM MgCI2, 2,5uM de cada primer (env 5032 y env 5608), 1.5U Taq polimerasa,
2,5ug BSA, buffer apropiado, y 500 ng de ADN molde, mientras que para el
segundo ciclado las condiciones fueron las mismas, pero se utilizaron los primers
env 5099 y env 5521, y 3 ul del producto del primer ciclado como ADN templado.

env 5032 5"-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATAST',

env 5099 5"CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT3

env 5521 5" GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG3’

env 5608 5" AACAACAACCTCTGGGAGGGT3

Para el primer ciclo de amplificacion el programa utilizado fue:

1ra. Ronda: 94 -C 5 minutos; 1 ciclo

2da. Ronda: [94 -C 30 seg; 57 -C 30 seg; 72 -C 30 seq] 30 ciclos.
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3ta. Ronda: 72 -C 5 minutos; 1 ciclo, mientras que el segundo ciclo fue
exactamente igual, pero la temperatura de annealing se aumenté a 68-C.

Como control positivo se utilizd ADN de células FLK infectadas con el BLV.
En cada PCR se incluy6 un control de reaccién sin ADN.

2.6 BUSQUEDA DEL ADN VIRAL DEL BOHV-4 MEDIANTE NESTED PCR PARA
EL ORF25

Para la deteccion del genoma viral del BoHV-4, se modifico y optimiz6 una
nested PCR, descripta por Fabian y Egyed (2004) (MORAN et al., 2019) para
amplificar un fragmento de 271 pb del ORF25. Este ORF que codifica la proteina
mayor de la capside se ubica entre el nucle6tido 35099 y el 39220 de la LUR
(PALMEIRA et al., 2011).

Las amplificaciones se realizaron en 25 pl de la mezcla de reaccion,
compuesta por 0.2 mM de desoxirribonucleétido trifosfato (dNTP) (Promega,
Madison, USA), primers a una concentracion de 2.4uM, 2.5 mM MgCI2, y 1,25U
Taq polimerasa , 1X buffer (PB-L, Argentina). Se adicionaron 0.3ug de ADN como
templado.

En la primera ronda de amplificacidon se utilizaron los siguientes primers:

1ra. ronda BoG3 5’GACTATGAGGAATGGCACAAG 3

BoGe 5TACTCGTAGGCTGGGTCTGG 3’

Para la segunda ronda de amplificacion se utilizaron 2 pl del producto
obtenido en la primera ronda y el siguiente par de primers:

2da. ronda B4up 5’GGTTGGAAGTGAGCGTATGAT 3’

B4low 5’GTAGGCGGGGTCTGGAAT 3

Los productos de PCR fueron de 737 pby 271 pb para la primera y segunda
ronda, respectivamente. Las amplificaciones se realizaron de acuerdo al siguiente
protocolo:

1ra. Ronda: 94 -C 15 minutos; [94 -.C 45 s; 56 -C 45 s; 72 -C 90 s] 25 ciclos.

2da. Ronda: [94 -C 45 s; 56 <C 45 s; 72 -C 60 s] 30 ciclos

3ra. Ronda: 72 -C 10 minutos; 1 ciclo

Como control negativo se utiliz6 ADN de células no infectadas, y como
control positivo se utilizo ADN de la cepa 07/435 de BoHV-4 (gentilmente cedida
por la Dra. A Verna del Servicio de Diagnoéstico Veterinario Especializado (SDVE)
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de INTA Balcarce). En cada PCR se incluy6 un control de reaccion sin ADN.

2.7 BUSQUEDA DEL ADN VIRAL DEL BOHV-4 MEDIANTE PCR PARA EL GEN
B

Para la deteccion del gen B del BoHV-4, se utiliz6 una PCR, descripta por
Wellenberg et al. (2001), que amplifica un fragmento de 615 pb del gen que
codifica la glucoproteina B (gB). Las amplificaciones se realizaron en 25 pl de la
mezcla de reaccion, compuesta por 0.2 mM de desoxirribonucleoétido trifosfato
(dNTP), primers a una concentracion de 0.6 pmol, 2.5 mM MgCI2, 1.25U ul de Taq
polimerasa, 1X buffer apropiado para la enzima. Se adicionaron 0.3ug de ADN.
Como control negativo se utilizO ADN de células no infectadas, y como control
positivo se utilizd6 ADN de la cepa 07/435 de BoHV-4. En cada PCR se incluy6 un
control de reaccion sin ADN.

Se utilizé el siguiente par de primers:

gB-F 5"CCCTTCTTTACCACCACCTACA3’

gB-R 5" TGCCATAGCAGAGAAACAATGAT’

y el siguiente programa:

1ra. Ronda: 95 -C 5 minutos; 1 ciclo

2da. Ronda: [94 -C 45 s; 55 -C 1 minuto; 72 -C 1:30 minutos] 30 ciclos

3ra. Ronda: 72 -C 5 minutos; 1 ciclo.

3 RESULTADOS

Las 54 muestras analizadas resultaron positivas para el gen endégeno
GADPH, confirmando la calidad e integridad de todas las muestras.
La busqueda del genoma viral del BLV mediante la amplificacién del gen pol y/o
del gen env por PCR resulté negativa para todas las muestras. Se utilizaron
diferentes protocolos, para detectar distintas regiones virales: una PCR simple, y
una PCR anidada o nested PCR, ambas altamente especificas y sensibles.
En cuanto a la deteccién del genoma viral del BoHV-4, 50 muestras resultaron
negativas para la amplificacion del fragmento del gen ORF25, y 4 muestras
resultaron dudosas, obteniendo el mismo resultado al repetir el procedimiento.
Para deteccion del gen B, estas 4 muestras resultaron negativas.

Dichas muestras con resultados dudosos, se enviaron para su secuenciacion a la
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Unidad de Gendmica de INTA Castelar (Buenos Aires), arrojando resultados
negativos para BoHV-4.

4 DISCUSION

El BLV es un virus que esta presente en la mayoria de los paises del

mundo, con altas prevalencias en Estados Unidos, Canada y Latinoamérica.
Ciertos paises de Europa, al igual que Australia, han logrado erradicar la
enfermedad aplicando distintas politicas de control y eliminacion de animales
infectados. (Annual Report of European Union on Bovine and swine disease
2012).
Segun estudios realizados por Trono y colaboradores en 2001 (TRONO et al.,
2001) la prevalencia del BLV en tambos de Argentina era cercana al 80% ; sin
nuevos datos publicados se estima que la prevalencia ha aumentado en la
actualidad.

La PCR utilizada para detectar un fragmento del gen pol, de la polimerasa
viral, tiene una sensibilidad de entre 10 y 50 copias / ug de DNA de linfocitos
infectados, mientras que la PCR anidada también es altamente sensible, ademas
de estar disefiada para detectar una de las regiones mas variables dentro del
genoma viral.

Con respecto al BoHV-4, este virus fue aislado y caracterizado
molecularmente en 2007 por Verna et. al.; hasta ese momento este agente viral
era practicamente desconocido en Argentina (Verna et al., 2008). En los
siguientes afios se realizaron diversos estudios y se lograron mas de 40
aislamientos (MORAN et al., 2015).

La prevalencia en los paises donde se ha estudiado es baja, se detecta una
mayor frecuencia de seropositivos en animales de mayor edad, y en hembras
mayor que en machos. Se han informado prevalencias mayores a 50% en bovinos
con problemas reproductivos (MORAN et al., 2015).

Los resultados obtenidos en este estudio nos indican que no se detectd
genoma viral de los virus en la sangre de los trabajadores rurales seleccionados.
Sin embargo estos resultados no reflejan lo expuesto en la literatura, donde en
estudios realizados se ha detectado la presencia de fragmentos de genoma viral

del BLV en linfocitos de sangre en humanos (BUEHRING et al., 2019), aunque
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otros grupos de investigacion han realizado estudios de busqueda de BLV en
sangre o en tejido tumoral mamario humano también con resultados negativos
(YAMANAKA et al.,, 2022; ZHANG et al., 2016). Respecto al BoHV4, esta
demostrado que este agente viral, a diferencia de otros gammaherpesvirus, puede
infectar lineas celulares y cultivos celulares primarios de un amplio rango de
especies, incluido humanos (EGYED, 1998; GILLET et al., 2004, 2005; MORAN
et al., 2019).
Segun estudios preliminares realizados por este grupo de trabajo se demostré que
lineas celulares humanas pueden ser infectadas con ambos virus.
En trabajos realizados por Martinez Cuesta et al.; se determind, por
inmunocitoquimica, la expresion de antigenos en cultivos celulares infectados con
BLV, asi como la presencia del genoma del virus integrado en la célula huésped
mediante PCR y la deteccién de particulas virales por microscopia electrénica
ademas de diferentes aspectos fisioldgicos de las células en cultivo (MARTINEZ
CUESTA et al., 2018). Moran et. al, demostraron que diferentes cepas de BoHV4
infectaron productivamente las lineas celulares HeLa y Hep2 de origen humano
(MORAN et al., 2019).

Aun hay muchos interrogantes con respecto al potencial zoonético de estos
virus y la posible circulacion del virus en la poblacién, a pesar que estos
resultados no concuerdan con prueban la hipétesis de la transmisién de los virus
estudiados a humanos, seria importante continuar realizando estudios para lograr
dilucidar esta problematica, modificando variables, como puede ser el estudio en
una poblacion mas amplia y especifica donde la prevalencia de la infeccién viral

sea muy alta, como por ejemplo trabajadores de tambos.
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