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entre el DWV-A y el DWV-B. Futuros estudios
intentaran describir la presencia de recombianantes
en apiarios de nuestro pais y el impacto que DWV
ocasiona en las colmenas.

66. Estrategia integral para el diagndstico de
infecciones persistentes por el virus de la Diarrea
Viral Bovina combinando métodos moleculares
colorimétricos con serologia directa. Turco CS(1);
Bergier JA(2); Ghiringhelli PD(2); Bilen MF(2);
Capozzo AV(1). (1) Laboratorio de Inmunologia
Veterinaria Aplicada, Instituto de Virologia,
CICVyA-INTA Castelar; (2) Laboratorio de
Ingenieria Genética y Biologia Celular y Molecular-
Area de virus de insectos, Dpto de CyT,
Universidad Nacional de Quilmes, Buenos Aires.

La infeccion con el virus de diarrea viral bovina (VDVB)
impacta negativamente en la economia de la industria
ganadera. La principal causa de la circulacién viral en
rebafios esta dada por animales persistentemente
infectados (Pl), resultantes de la infeccién congénita en
el primer trimestre de gestacién. Los animales Pl son
inmunotolerantes a la infeccién y excretan virus
continuamente. Por tal motivo, son la clave en la
dispersion viral en los rebafios, resultando
indispensable su deteccion. El diagndstico debe
detectar tanto virus como anticuerpos especificos,
para discernir entre animales no infectados, con
infeccién aguda, vacunados y Pl. Las metodologias
disponibles incluyen técnicas que requieren de
infraestructura adecuada e insumen mucho tiempo,
como el aislamiento viral; incluso algunas son
especificas para un determinado genotipo, como la
seroneutralizacién  viral. Hay disponibles kits
comerciales de ELISA y RT-PCR, plataformas mas
practicas pero sumamente costosas porque no son
producidas localmente. Por estos motivos, nuestro
objetivo es obtener metodologias diagndsticas de
produccién local, que permitan la deteccién tanto de
anticuerpos como de genoma viral, que sean
especificas, sensibles, de bajo costo y facil uso. Para la
deteccidon seroldgica, nos focalizamos en la proteina
NS3 (P80), proteina no estructural altamente
conservada entre cepas. Para ello, seleccionamos un
sistema de expresion en E. coli, y logramos expresar la
proteina recombinante fusionada a un péptido para su
purificacién por cromatografia de afinidad. Se
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realizaron ensayos de SDS-PAGE y western blot que
demostraron la presencia de la proteina recombinante
y su reactividad con antisueros especificos.
Finalmente, se disefid un ELISA de captura con la
proteina recombinante para el diagndstico de
anticuerpos séricos anti-NS3 utilizando muestras de
campo.

Por otro lado, la deteccion molecular se llevd a cabo
mediante amplificacién isotérmica de acidos nucleicos.
Para ello, se realizd un andlisis bioinformatico a partir
de una base de datos conteniendo secuencias
gendmicas de VDVB para la busqueda de regiones
blanco y el disefio de oligonucléotidos especificos.
Luego, se estudid la performance de nuestra
metodologia, utilizando como molde regiones
gendémicas de cepas de referencia clonadas. La
validacién analitica de nuestro sistema mostré un
limite de deteccion de 100 moléculas y una
especificidad mayor al 90%. Para realizar la validacion
clinica, se comenzaron ensayos utilizando ADNc de
muestras de ARN extraido de sueros, caracterizados
previamente por RT-nested PCR.

Con este trabajo sentamos las bases para el desarrollo
de una plataforma de diagndstico del VDVB que
permita la deteccidon de genoma viral, por medio de un
sistema basado en amplificacién isotérmica y
determinar la presencia de anticuerpos especificos
contra la proteina no estructural NS3, conservada
entre todos los genotipos del VDVB, a través de un
ELISA indirecto.

67. Actividad del virus St. Louis encefalitis (VSLE) y su
asociacion a la abundancia especifica de aves
urbanas. Peralta GC(1,2); Beranek MD(2,3); Farias
AA(2); Peluc SI(1); Diaz A(2,4). (1) Instituto de
Diversidad y Ecologia Animal (IDEA, CONICET -
UNC), Cordoba; (2) Instituto de Virologia "Dr. J. M.
Vanella", CONICET, Facultad de Medicina.
Universidad Nacional de Cérdoba; (3) Instituto de
Medicina Regional, CONICET, Universidad
Nacional del Nordeste; (4) Instituto de
Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (IIByT,
CONICET - UNC), Cérdoba.

El virus SLE (Flavivirus) es un arbovirus causante de
encefalitis en humanos con amplia actividad en
nuestro pais. Los estudios de caracterizacion eco-
epidemioldgica del VSLE sefialan a los mosquitos Culex
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quinquefasciatus, Culex interfor y Culex saltanensis
como vectores asociados y aves Columbiformes y
Passeriformes como hospedadores de la red de
mantenimiento y transmision. Este trabajo se propone
asociar la actividad viral detectada en mosquitos con la
abundancia  especifica de aves potenciales
hospedadoras en la Ciudad de Cdérdoba. Durante 5
jornadas, cada 15 dias se colocaron trampas de luz tipo
CDC suplementadas con hielo seco, entre enero y
marzo de 2017. Las trampas permanecieron activas
durante una noche (20 a 8hs). Los mosquitos
capturados se determinaron taxondmicamente a
través de claves taxondmicas y se dispusieron
formando pools segln: sitio de captura, fecha, especie,
sexo y estado fisiolégico de la hembra. Cada pool (1 a
30 hembras no alimentadas) se sometié a un proceso
de homogenizacién, dilucidn en MEM, extraccién de
ARN vy la deteccion molecular especifica de VSLE
mediante la aplicacidn de técnicas de amplificacién
gendmica RT- Nested PCR. En un radio de 500 m a la
trampa de mosquitos se registraron por especie y
abundancia las aves posadas y escuchadas. En total se
emplearon 34 trampas en 23 viviendas particulares de
la ciudad de Cérdoba. Los 785 mosquitos colectados se
organizaron en 100 pools. Los mosquitos
correspondieron a 8 especies, de las cuales las mas
abundantes resultaron ser Cx. quinquefasciatus
(61.51%) y Ae. aegypti (18.37%), representando el 37%
y 26% de los pools analizados, respectivamente. El
VSLE fue detectado en 24/100 de los pools. Se
construyeron Modelos Lineales Generalizados y
Mixtos (GLMM) para estimar el efecto de la
abundancia de aves sobre la actividad de VSLE,
contemplando la identidad de los sitios de muestreo (f.
aleatorio). Entre los predictores se incluyeron las
abundancias de Passer domesticus, Patagioenas
maculosa y Zenaida auriculata, (y la suma entre ellas y
sus combinaciones), correspondiendo en promedio al
70% de la avifauna registrada en cada sitio. Los seis
modelos fueron comparados por la Teoria de la
Informacién a través de las métricas AlCc. El modelo
nulo se diferencié en cerca de 5 unidades de AlCc de
los restantes modelos, por lo que no se pudo asociar la
actividad del VSLE a las abundancias de ninguna de las
aves analizadas. En base a estudios previos nuestra

predicciéon era que la actividad viral iba a estar
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asociada con la abundancia de Zenaida auriculata por
ser un amplificador importante del virus. En un futuro
estudio se deberia incluir las abundancias de
mosquitos del género Culex, como asi también
estimadores de los patrones de alimentacion de los
mosquitos por las aves urbanas y asi mejorar el
modelado de la actividad viral.

68. Desarrollo de un pipeline bioinfromatico para
estudiar los sitios de integracion de HTLV-1 en
datos de secuenciacién masiva. Distefano M(1);
Tan Jek Yang B(2); Pineda M(1); Miyazato P(2);
Satou Y(2); Mangano A(1). (1) Laboratorio de
Biologia Celular y Retrovirus - CONICET, Hospital
de Pediatria “Dr. J.P. Garrahan”; (2) International
Research Centre for Medical Science, Kumamoto
University, Kumamoto.

La mayoria de los pacientes infectados con HTLV-1
permanecen como portadores asintomaticos toda su
vida, pero alrededor del 2-5% desarrollan
leucemia/linfoma de células T del adulto o Paraparesia
espastica tropical. Los determinantes del desarrollo de
una enfermedad oncoldgica o nerodegenerativa no
han sido aun establecidas. Se postula que la
integracion del HTLV en el genoma humano (hg) es al
azar, sin embargo, el sitio de integracion del provirus
(SI) en el hg y como se expande clonalmente puede ser
de importancia para el desarrollo de una enfermedad
sobre la otra. Para este propdsito, desarrollamos un
pipeline de andlisis para determinar el SI y medir el
tamafio de cada clon utilizando un identificador
molecular Unico (UMI) para datos obtenidos a través
de Next Generation Sequencing (NGS).

Se utilizd una estrategia de NGS para la secuenciacion
del genoma completo de HTLV-1 en 10 muestras,
utilizando un primer universal que contiene un UMI de
8 nucleotidos aleatorios, el cual permite identificar
hasta 65536 moléculas. Luego de la secuenciacién y el
mapeo utilizando el software bwa mem con una
referencia que combina el genoma humano y un
genoma de HTLV-1 (hgl19+HTLV-1), se seleccionaron
las lecturas quimeras (lecturas compuestas por parte
de hgy parte del genoma de HTLV-1) y se anotaron con
una tag correspondiente a su UMI. Después de filtrar
las lecturas de baja calidad y de etiquetarlas con tag
especial que contiene las coordenadas de su Sl en el
hg, se estimd el tamafio de cada clon utilizando ambos
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