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Resumen



El virus respiratorio sincicial bovino (BRSV) es la principal causa de infeccién del
tracto respiratorio bajo causando bronquiolitis y neumonia en terneros de temprana
edad. Este virus afecta también a otras especies animales. Teniendo en cuenta el
impacto sanitario y econémico que genera esta enfermedad a nivel productivo en
bovinos y dado que Argentina es uno de los principales paises productores de carne y
leche, es importante disponer de estudios epidemioldgicos actualizados del BRSV en
animales susceptibles, con el objetivo final de disefiar estrategias de prevencion y
control de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en este trabajo evidenciaron una elevada seroprevalencia
con porcentajes mayores al 70 % en todos los sistemas productivos evaluados.
Asimismo, se estudi6 la circulaciéon del BRSV en bovinos de tambo y establecimientos
de engorde a corral, mediante seroconversion. Los resultados mostraron que la
infeccién por BRSV estd ampliamente distribuida en la poblacién bovina, sugiriendo que,
probablemente, el papel del BRSV en la presentacion de la enfermedad respiratoria en
nuestro pais, particularmente en la regién estudiada, haya sido subestimado. A su vez,
fue posible detectar la presencia de genoma viral en hisopados nasales de animales de
engordes a corral que presentaron seroconversion para este agente viral y en pulmones
de animales con lesiones compatibles con enfermedade respiratoria, reforzando la
evidencia de circulacion de este agente viral.

Por otra parte, se detecto la presencia de AN contra BRSV en bufalos, camélidos,
caprinos y ovinos de Argentina, evidenciando la circulacion del virus en esas especies
y abriendo el interrogante de su importancia como reservorios del BRSV.

El control de la infeccién por el BRSV puede lograrse, por un lado, mejorando las
medidas de bioseguridad y, por el otro, mediante la vacunacion. Si bien existen
numerosas vacunas disponibles en el mercado destinadas a la prevencién de la
infeccion por BRSV, aun, no se ha logrado controlar su circulacion en animales de
produccion. En este sentido, el disefio de vacunas mas eficientes es una de las
necesidades que presenta el sector productivo.

En este trabajo de tesis se obtuvo un candidato vacunal basado en el virus Vaccinia
Ankara modificado (MVA) que porta en la secuencia codificante del gen de la proteina
F de BRSV (MVA-F). Esta proteina esta altamente conservada entre las distintas cepas
de BRSV y es la principal inductora de anticuerpos neutralizantes.

La capacidad inmunogénica de MVA-F se confirmé en el modelo murino, empleando
esquemas de vacunacion prime-boost homodlogos o heterélogos. Los resultados
mostraron que tanto la vacunacion homologa (dos dosis de MVA-F) como la heteréloga

(combinando el prime con MVA-F y el boost con una vacuna a subunidad que contiene



la proteina F) indujeron tanto la producciéon de anticuerpos neutralizantes de BRSV
como secrecion especifica de IFN-y, evidenciando una respuesta balanceada Th1-Th2.

Los aportes de este trabajo de tesis permitieron actualizar los estudios
epidemiol6gicos de BRSV en Argentina y evidenciar circulacion viral. En base a estos
resultados proponemos mejoras estratégicas en los cronogramas de vacunacion
actualmente utilizados contra BRSV, teniendo en cuenta los puntos criticos de infecciéon
dentro de los establecimientos y los momentos especificos de manejo segin cada
sistema productivo.

Ademas, se obtuvo un nuevo inmundégeno recombinante capaz de inducir una
respuesta inmunitaria (humoral y celular) especifica contra BRSV en ratones, cuya

eficacia debera ser evaluada en el hospedador natural.
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Introduccién

1. Introduccion

1.1 Complejo respiratorio bovino (CRB)

El complejo respiratorio bovino (CRB), también conocido como Enfermedad
Respiratoria Bovina (ERB) o “fiebre de embarque”, es un conjunto de enfermedades
respiratorias infecciosas del ganado bovino que provoca importantes pérdidas
econdmicas (R. W. Fulton y col. 2002).

La presentacion de CRB se ve favorecida por varios factores que predisponen y
contribuyen a la infeccion, tales como el estrés debido al hacinamiento, mezcla de
animales de diferentes edades y origenes, el destete, el transporte de los mismos, el
cambio de alimentacion y las variaciones bruscas de temperatura y humedad. Estos
factores provocan la inmunodepresion de los animales haciéndolos susceptibles a la
infeccién por los agentes del CRB. A su vez, la mezcla de animales de diferente status
sanitario e inmunitario favorece la diseminacién de los agentes infecciosos involucrados
(Bowland y Shewen 2000; Schneider y col. 2009; Babcock y col. 2008).

La ERB, es un sindrome de etiologia multifactorial, causado por diversos patégenos
entre los que se incluyen: agentes virales tales como el virus respiratorio sincicial bovino
(BRSV), el virus parainfluenza 3 (PI-3), el adenovirus, el virus de la diarrea viral bovina
(BVDV) y el herpes virus bovino tipo 1 (BoHV-1); agentes bacterianos, como Pasteurella
multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni y Mycoplasma bovis; agentes
parasitarios (vermes pulmonares) y agentes fangicos (Aspergillus), que pueden
interactuar entre ellos para desencadenar la presentacién clinica del sindrome.

La etiopatogenia mas frecuente de este sindrome, estd caracterizada por una
infeccion viral primaria que predispone a una infeccion bacteriana secundaria, la cual
empeora el cuadro respiratorio. En este sentido, el BRSV juega un rol preponderante

dentro del componente viral de la enfermedad.

1.2 Virus Respiratorio Sincicial Bovino (BRSV)

El BRSV pertenece al género Pneumovirus, subfamilia Pneumovirinae, familia
Paramyxoviridae, orden Mononegavirales y es una de las causas mas importantes de
enfermedad respiratoria aguda en bovinos y otras especies animales (Alm y col. 2009;
Duncan y Potgieter 1993).

Filogenéticamente, esta estrechamente relacionado con el virus respiratorio sincicial
humano (HRSV) el cual es la principal causa de enfermedad respiratoria en nifios

menores al afio de edad (Easton, Domachowske, y Rosenberg 2004).



Introduccién

Particula viral

EI BRSV es un virus envuelto, de genoma no segmentado, de cadena simple de ARN
de polaridad negativa. EI ARN gendémico es el molde para la replicacion y transcripcion,
el cual, se transcribe en 10 ARN mensajeros (ARNm) que luego se traducen a 11
proteinas virales. El viribn posee una envoltura lipidica a través de la cual emergen tres
glicoproteinas de transmembrana: la proteina grande (G), la proteina de fusién (F) y la
proteina pequefia hidrofobica (SH) (Figura 1). Las proteinas G y F son cruciales para la
infectividad y patogénesis del virus y contienen los principales epitopes neutralizantes y
protectores (P. L. Collins, Chanock, y Murphy 2001). La proteina G interviene en la
adsorcion del virus a la célula huésped, mientras que la proteina F facilita la entrada del
virus a la célula, permitiendo la fusién de las membranas virales y celulares. Ademas,
permite la insercion del ARN en la célula huésped y es la responsable de la formacién
de los sincicios caracteristicos (G. Meyer, Deplanche, y Schelcher 2008). La envoltura
viral encierra a la nucleocapside helicoidal, formada por la nucleoproteina (N), la
fosfoproteina (P), la polimerasa viral-ARN dependiente (L) y el ARN gendmico de 15000
nucledtidos, aproximadamente. Contiene también la proteina de la matriz (M) y el factor
transcripcional anti-terminacion M2-1. El genoma codifica también para una proteina

regulatoria de ARN (M2-2) y para dos proteinas no estructurales, NS1 y NS2.

Figura 1: Esquema del BRSV. El virién se encuentra envuelto en una bicapa lipidica. Presenta tres
glicoproteinas ancladas a su membrana: la proteina de fusion (F); la proteina grande (G) y la proteina
pequefia hidrofébica (SH). La ribonucleoproteina esta formada por el genoma viral (ARN monocatenario de
polaridad negativa) y las proteinas virales nucleoproteina (N), fosfoproteina (P) y ARN polimerasa
dependiente de ARN (L). Adaptado de Meyer y colaboradores (2008).

Replicacion viral.

La transcripcion y replicacion del genoma viral ocurre en el citoplasma por accion de
la enzima viral ARN polimerasa dependiente de ARN (Figura 2).
La infeccién se inicia con la union de la proteina G al receptor de la superficie celular,

seguida por la fusiéon promovida por la proteina F de la membrana viral a la membrana
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plasmatica del huésped (El Najjar, Schmitt, y Dutch 2014). Luego de la fusién de la
envoltura viral y la membrana celular, el complejo de la ribonucleoproteina (RNP) se
libera dentro del citoplasma, en donde ocurren todos los pasos del ciclo de replicacion.
La transcripcion de la cadena negativa de ARN gendmico involucra un mecanismo de
secuencias de comienzo y fin (start-stop) que produce los ARN subgendmicos. Esto esta
guiado por sefales cortas, conservadas, que flanquean cada unidad codificante de
ARNm, denominadas sefial de comienzo de transcripcion (GS: gene-start) y sefial de
terminacion/poliadenilacion (GE: gene-end). Luego, ocurre un gradiente de transcripcion
polar en el que los genes proximos al promotor son transcriptos de manera mas
frecuente que los genes ubicados rio abajo. La replicacion del ARN ocurre cuando la
polimerasa cambia a un modo de lectura que da como resultado la sintesis de un
intermediario replicativo de sentido positivo que actlia como un molde para replicar el
ARN gendmico de polaridad negativa. Tanto el ARN gendomico como el ARN
antigendmico estan empaquetados. Las nucleocapsides (0 RNPs) se ensamblan en el
citoplasma y luego migran con la proteina M hacia la membrana celular en donde ocurre
la interaccidon con las glicoproteinas integrales de transmembrana. Finalmente, se
produce el ensamblaje final y la salida de particulas virales infecciosas de la célula
infectada hacia la matriz extracelular. La incorporacion de las RNPs y las proteinas de
la envoltura a las particulas virales infecciosas es un proceso altamente complejo y
coordinado que requiere la cooperaciébn de los tres componentes estructurales
principales: las glicoproteinas de superficie, las RNPs y las proteinas de la matriz. Sin
embardo, se desconoce como ocurre su movimiento desde el citoplasma hacia la
membrana plasmatica (Shahriari, Gordon, y Ghildyal 2016). No esta claro si la salida del
virus de la célula ocurre directamente en la superficie de la membrana celular o por
medio de vesiculas citoplasmaticas. En las células epiteliales de las vias respiratorias,

el brote de BRSV ocurre en la superficie apical (J.-F. Valarcher y Taylor 2007).



Introduccién

(b) Fusién del virién y liberacién de la
nucleocapside

f L A4

(c)

(e) Replicacion
(d) / \ de ARN

Transcripcion de genoémico

ARNm en el cntoplasma E ;
: (i) Fusién de
N TP célula a
célulay
f | L
)é} 2Lz ‘ formacién
/ de sincicios
oy X / (g) Ensamblado &al PN
{ :4"". /\\ ARN viral y proteinas ﬁj‘}
5 l ) \_/ >
$A b e

ST

(h) Liberacién del virion maduro

(a) Adhesién del viridn

Figura 2: Representacion esquematica del ciclo replicativo del virus respiratorio sincicial (RSV). La
unién del RSV a la célula ocurre mediante la proteina G (a), seguida por la fusion mediante la proteina F
(b), lo cual resulta en la incorporacion de la envoltura viral dentro de la membrana celular y la subsecuente
liberacion de la nucleocapside dentro del citosol para permitir el ingreso del ARN a la célula (c). Luego se
produce la transcripcion del ARNm (d) y la replicacion de ARN (e). Las proteinas M, F y G forman complejos
con la membrana plasmatica mientras que las proteinas N, P, L y M2-1 forman inclusiones en el citoplasma
(f). A través de una serie de interacciones, la proteina M coordina el ensamblado de las proteinas de la
envoltura con las proteinas de la nucleocapside (g) previo a la liberacion del virion maduro (h). La dispersion
célula a célula de la infeccion viral mediante la fusion de membranas plasméaticas cercanas mediante la
proteina F induce la formacion de grandes sincicios, generando lesiones epiteliales en el hospedador (i).
Adaptado de Ghildyal y colaboradores (Ghildyal, Ho, y Jans 2006).

Clasificacién antigénica y genética de BRSV

El BRSV se clasifica en 4 subgrupos antigénicos, utilizando anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la proteina G: A, B, AB y sin tipificar (Furze y col. 1994;
Schrijver y col. 1996).

A pesar de ser un virus genéticamente estable se identificaron algunos cambios en
la secuencia de los genes codificantes de las proteinas N, G y F. El grado de variacion
genética de BRSV es menor al 15%, y se describié que esta evolucion esta dirigida por
la presion selectiva inducida por la vacunacion (J.-F. Valarcher y Taylor 2007).

Las secuencias nucleotidicas parciales de la proteina G de un conjunto de
aislamientos, junto con el patrén de reconocimiento por anticuerpos monoclonales
contra las proteinas G, F, Ny P del BRSV, mostraron diferencias antigénicas aleatorias

entre los aislamientos, aunque se observé una reactividad cruzada con los epitopes de
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la proteina viral, particularmente con la proteina F. Ademas, se observaron diferencias
estructurales entre las proteinas F y P. La proteina P presenté diversos patrones, debido
a diferencias en el tamafio molecular, cuando se someti6 a andlisis de electroforesis en
gel de poliacrilamida. Sin embargo, las diferencias estructurales a lo largo de la proteina
P no se correlacionaron con las diferencias antigénicas observadas en las proteinas F
y N. En general, la identidad de la secuencia de nucle6tidos en la proteina G varié de
94,1% a 99,9%. En comparacion, la similitud de secuencia de aminoacidos predicha
varié de 89,9% a 99,6%, sosteniendo la teoria de que BRSV pertenecia a un grupo
monofilogenético (Stine, Hoppe, y Kelling 1997).

1.2.1 Signos clinicos de la enfermedad

El periodo de incubacion del BRSV es de dos a cinco dias. La infecciéon causada por
este virus puede ser asintomatica, limitada a las vias respiratorias altas o involucrar tanto
el tracto respiratorio superior, como el inferior. Los signos al inicio de la enfermedad
consisten en aumento de la temperatura, tos, descarga nasal y ocular serosa y
depresion. En los cursos mas graves de la enfermedad se observa un cuadro neumaonico
acompafiado de anorexia, taquipnea y disnea, que puede desencadenar en una
neumonia fatal (J.-F. Valarcher y Taylor 2007). Los animales pueden desarrollar
dificultad respiratoria grave presentando enfisema pulmonar, edema y/o enfisema
subcutaneo (Belknap 1993; D. E. Bryson 1993).

Las lesiones microscopicas se caracterizan por una bronquiolitis proliferativa y
exudativa presentando también colapso alveolar e infiltracion peribronquiolar (L H
Thomas y Stott 1984). También puede observarse necrosis del epitelio y células
epiteliales apoptéticas, ademas de la formacion de células gigantes o sincicios
caracteristicos en el lumen del bronquio, en el epitelio bronquiolar o en las paredes de
los alvéolos (Birgitte Viuff y col. 2002).

1.2.2 Patogénesis y respuesta inmunitaria del BRSV

La enfermedad causada por el BRSV se presenta principalmente durante el otofio y
el invierno, lo que conlleva a una mayor proporcion de animales seropositivos debido a
que, por las condiciones climéticas, los animales deben permanecer en ambientes
cerrados en los cuales se encuentran en contacto directo, favoreciendo una rapida
dispersion viral (Stott y col. 1980; Hagglund y col. 2006a). Sin embargo, pueden ocurrir
episodios de reinfeccién durante el verano, periodo durante el cual los problemas
respiratorios en el ganado vacuno suelen ser menos graves (Stott y col. 1980; Elvander
1996).
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El BRSV se transmite en forma horizontal por contacto directo entre animales,
mediante aerosoles y secreciones respiratorias, por lo que la infeccion esté favorecida
cuando existe contacto estrecho entre los animales, como sucede durante el ordefie, en
los engordes a corral o en las aguadas. Asimismo, el uso de instalaciones inadecuadas,
el hacinamiento de los animales, el ingreso al establecimiento de animales de distinto
origen con estado inmunolégico desconocido, la influencia de factores climéaticos y el
manejo inadecuado, predisponen la aparicién de enfermedades respiratorias.

El virus respiratorio sincicial (RSV) infecta células del epitelio respiratorio activando
la respuesta inmunitaria innata resultando en la induccién de citoquinas y quemoquinas
proinflamatorias (Guzman y Taylor 2015). El interferén (IFN) de tipo | es una citoquina
especializada liberada por las células del hospedador en respuesta a los patégenos,
inducido por diversos receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Estos PRR
detectan la infeccion por RSV e inducen la produccién de IFN tipo I, produciendo un
efecto antiviral en las células vecinas no infectadas (Guzman y Taylor 2015). Sin
embargo, el RSV es mas resistente que otros paramixovirus a los efectos antivirales de
los IFN de tipo | (Atreya y Kulkarni 1999; Schlender y col. 2000). Esto podria
correlacionarse con la supresion de la induccion de IFN de tipo | inducida in vitro por las
proteinas NS1y NS2 de los virus HRSV y BRSV (Bossert, Marozin, y Conzelmann 2003;
Schlender y col. 2000).

La infeccibn con BRSV no induce inmunidad duradera y los terneros pueden
reinfectarse durante toda su vida, incluso, con la misma cepa. Sin embargo, la
reinfeccion suele ser subclinica o causar un cuadro clinico de enfermedad leve (W. H.
Van Der Poel, Oirschot., y Van 1994).

Luego de una infeccibn en terneros que poseen anticuerpos maternales, las
respuestas inmunitarias son débiles y transitorias (Guzman y Taylor 2015). Esta
respuesta relativamente pobre puede deberse a una variedad de factores tales como
los efectos inhibitorios de los anticuerpos maternales, la inmadurez inmunoldgica y el
tropismo limitado de la infeccion con RSV (Guzman y Taylor 2015). Sin embargo, Ellis y
colaboradores demostraron que aunque las respuestas inmunitarias efectoras son
débiles, la infeccion con BRSV induce memoria inmunolégica (J. A. Ellis y col. 1996).

La mayor incidencia de enfermedad grave ocurre durante los primeros 3 meses de
vida, cuando los anticuerpos maternales estan presentes. Sin embargo, la incidencia y
gravedad de la enfermedad respiratoria en terneros esta inversamente relacionada al
nivel de anticuerpos maternos especificos contra BRSV presentes en suero (Kimmany
Westenbrink 1990). Los terneros adquieren los anticuerpos maternos mediante la

ingesta de calostro durante las primeras 36 h de vida y no por via intraplacentaria.
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Ademas, se ha descripto que la presencia de elevados titulos de anticuerpos
neutralizantes (AN) contra BRSV disminuye significativamente la gravedad clinica de la
enfermedad (Kimman y Westenbrink 1990). Los AN de la infeccion estén dirigidos contra
las proteinas de superficie F y G. En particular, se demostré6 que anticuerpos
monoclonales dirigidos contra epitopes de la proteina F, transferidos de forma pasiva,
intratraquealmente, protegen contra la infeccion causada por BRSV en terneros
gnotobidticos (Lewis H Thomas y col. 1998).

Luego de una infeccion con BRSV, se produce un aumento de células T CD4+ y
CD8+ en los pulmones y en la linfa que drena a los mismos y se pueden detectar células
citotdxicas especificas contra BRSV en pulmones y en sangre periférica entre los 7y 10
dias post-infeccién (Antonis y col. 2006; Laurel J. Gershwin y col. 2011; Gaddum y col.
1996; B. Viuff y col. 1996). Se ha demostrado el aumento de IL-4 e IL-13 en células
linfoides a los 3 0 4 dias posteriores a la infeccion y luego un aumento de la expresién
de IFN-y a los 5 a 8 dias post infeccion (Laurel J. Gershwin y col. 2011).

En relacién a la respuesta celular, se demostr6 la importancia de las células T CD8+
en la eliminacién de BRSV del tracto respiratorio superior e inferior (G Taylor y col.
1995). Las células T CD8+ especificas para BRSV reconocen a las proteinas N, F, M,
P, Gy M2 (Antonis y col. 2006; Gaddum y col. 2003).

En bovinos depletados de células T CD8+ y en menor medida en aquellos depletados
de células T CD4+, se observo un clearance viral retrasado que se asocié a una
exacerbacion de la patologia pulmonar (G Taylor y col. 1995; Gaddum y col. 1996).
Estos resultados son similares a los obtenidos en nifios con respuestas de células T
defectivas e individuos inmunosuprimidos infectados con RSV, en los que se observo
una prolongada excrecion viral y exacerbacion de la enfermedad (Fishaut, Tubergen, y
Mclintosh 1980; Hall y col. 1986).

1.2.3 Epidemiologia
En el afio 1968, Doggett y colaboradores (Doggett, Taylor-Robinson, y Gallop 1968)

demostraron la presencia de un anticuerpo en el suero bovino capaz de neutralizar
HRSV y que el titulo de dichos anticuerpos aumentaba particularmente en el caso de 3
bovinos con enfermedad respiratoria, indicando que un virus similar a HRSV pudo haber
causado enfermedad respiratoria en bovinos. El BRSV se reporté por primera vez en
Europa en 1970 y luego en Estados Unidos, en 1974 (Paccaud y Jacquier 1970; Smith,
Frey, y Dierks 1975).

En la actualidad se considera que la infeccibn causada por este agente esti

ampliamente distribuida alrededor del mundo.
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BRSV se transmite principalmente por contacto directo entre animales infectados o
mediante aerosoles. Las tasas de infectividad son usualmente elevadas y la transmision
de este virus intra-rodeo estd ampliamente descripta (Sarmiento-Silva, Nakamura-
Lopez, y Vaughan 2012). No esté claro aun si BRSV puede persistir en las poblaciones
de bovinos o si, previo a un brote, es introducido al rodeo a partir de otras fuentes (De
Jong y col. 1996; L H Thomas y Stott 1984; W. H. M. van der Poel y col. 1995; Baker,
Ames, y Markham 1986). Tal como ocurre con HRSV, las reinfecciones en bovinos son
comunes e incluso animales adultos son susceptibles a enfermarse por BRSV (Harrison
y Pursell 1985). Es importante destacar que los bovinos pueden infectarse aun en
presencia de anticuerpos maternales (Kimman y col. 1988). Sin embargo, se ha
descripto que altos titulos de AN son considerados protectores ya que reducen la
gravedad de la enfermedad (Kimman y Westenbrink 1990).

La aplicacién de herramientas de epidemiologia molecular es esencial para poder
entender la evolucion, dispersion y transmision de BRSV. A pesar de que la
caracterizacibn molecular del BRSV ha evolucionado, todavia quedan muchos
interrogantes por resolver que requieren nuevos y mejores estudios que involucren el
genoma viral completo para asegurar una caracterizacibon mas precisa de las cepas
virales circulantes en todo el mundo. Tal como se describe en otros trabajos, la region
del gen G del BRSV es més variable que la del gen F (Elvander y col. 1998). Se ha
reportado una gran tasa de cambios aminoacidicos en la secuencia codificante de la
proteina G que son antigénicamente importantes y que seguramente son responsables
de proveerle al virus la forma de escape ante una inmunidad previamente establecida
(J. F. Valarcher, Schelcher, y Bourhy 2000; Lerch, Anderson, y Wertz 1990). En cambio,
los aislamientos de BRSV mostraron escasa variabilidad genética en el fragmento del
gen F (Lerch, Anderson, y Wertz 1990).

Un estudio que incluyé secuencias de aislamientos europeos y norteamericanos
evalud la diversidad de las secuencias codificantes de las proteinas G, Fy N, y su
relacion filogenética. La variacion nucleotidica de la secuencia codificante de G divide a
BRSV en 6 subgrupos genéticos mientras que la F o la N lo divide en 5 subgrupos (G.
Meyer, Deplanche, y Schelcher 2008).

En lo que respecta al diagnostico virologico, es importante destacar que el
aislamiento del BRSV es un procedimiento laborioso debido a la naturaleza sumamente
labil del virus (Arns y col. 2003; Tannock 1987). Por este motivo, los estudios
epidemioldgicos se realizan de manera indirecta mediante el empleo de técnicas
serolégicas (Hazari y col. 2002).

La presencia de anticuerpos contra BRSV ha sido demostrada mundialmente con

prevalencias elevadas en animales de todas las edades, incluso en aquellos que no han
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presentado signologia respiratoria. La seroprevalencia del BRSV esta directamente
relacionada con la densidad de animales presentes en la regién y la edad los mismos.
Debido a que los animales que han sido expuestos previamente al virus pueden
reinfectarse, tanto el nimero de animales seropositivos como el titulo de anticuerpos
contra el BRSV es superior en animales de mayor edad (Hagglund y col. 2006a; Bidokhti
y col. 2009). Es importante mencionar que la infeccién natural afecta a rodeos de cria,
tambos y establecimientos de engorde a corral y que las buenas practicas de manejo
podrian reducir las tasas de infeccion (Sarmiento-Silva, Nakamura-Lopez, y Vaughan
2012).

Como se menciond previamente, el BRSV esta ampliamente distribuido en todo el
mundo. Ha sido aislado en bovinos con signologia respiratoria en diferentes paises de
Europa, Asia y América (Inaba y col. 1972; Paccaud y Jacquier 1970; Hagglund y col.
2006a; A Ohlson y col. 2013; Uttenthal y col. 2000; Klem y col. 2013; Pardon y col. 2011).

Distintos estudios han descripto la presencia del BRSV y su implicancia en la
enfermedad respiratoria bovina en Europa. Hagglund y colaboradores reportaron que el
BRSV esta distribuido en tambos de Suecia y que existe una dispersién horizontal del
virus con una presencia constante de animales seropositivos lo cual permite una
circulacion viral a lo largo del afio (Hagglund y col. 2006a). Un estudio longitudinal de la
dinamica de infeccion del BRSV en tambos en el mismo pais, demostré que la infeccion
viral es mayor en la zona sur, lo cual podria deberse, segun los autores, a la mayor
densidad de animales comparada con las regiones del norte (A Ohlson y col. 2013). Van
der Poel y colaboradores por su parte, estudiaron la epidemiologia del BRSV en tambos
durante un afio en Holanda, demostrando que las mayores incidencias aparecen en
otofio 0 en invierno pero que pueden ocurrir durante todo el afio (W. H. M. V Van Der
Poel y col. 1993). En Bélgica, Pardon y colaboradores reportaron que durante un brote
respiratorio el 40% de las terneras mostraron seroconversién para BRSV, sugiriendo a
este virus como el principal agente causal del CRB en ese pais (Pardon y col. 2011). El
BRSV ha sido reportado también en Inglaterra en donde todos los rodeos evaluados
resultaron seropositivos para este virus (Paton y col. 1998).

La circulacibn de BRSV ha sido descripta en bovinos africanos, en donde los
porcentajes de anticuerpos especificos para este virus fueron de 92,5% (Woldemeskel
y col. 2000). Reportes previos habian reportado seroprevalencias de 43% para este
agente viral en bovinos de engordes a corral de Sudéafrica.

En Estados Unidos, Rossi y Kiesel reportaron que el 67% de los bovinos adultos
sanos presentaban anticuerpos contra BRSV y que la seroconversion alcanzaba al
100% de los rodeos con brotes de enfermedad respiratoria (Rossi y Kiesel 1974). Otros

trabajos en el mismo pais demostraron elevada seroprevalencia del virus en animales
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adultos (Baker y Frey 1985; Smith, Frey, y Dierks 1975). Se ha reportado que la
mortalidad en dicho pais puede alcanzar porcentajes de hasta un 13% en los rodeos
gue presentan enfermedad respiratoria (R. W. Fulton y col. 2000). En Canada se ha
descripto al BRSV como el principal agente responsable de enfermedad respiratoria en
terneros (Martin y col. 1989; Gagea y col. 2006).

Haciendo referencia a Sudamérica, la circulacibn de BRSV también ha sido
ampliamente reportada. En Venezuela, se ha descripto una alta seroprevalencia en
bovinos de engordes a corral (Obando y col. 1999). En Brasil, el primer reporte de BRSV
fue en bovinos de Rio Grande do Sul en el afio 1993 (Gongalves y col. 1993). Desde
ese momento, diferentes estudios demostraron la alta seroprevalencia de este virus
tanto en tambos como en establecimientos de engorde a corral (Campalans y Arns 1997;
Affonso y col. 2011). En Uruguay, la presencia de anticuerpos contra BRSV en bovinos
de diferentes regiones geograficas resulto ser de 95%. En Ecuador, por otra parte, la
seroprevalencia contra BRSV en rodeos no vacunados fue del 80,48% y la prevalencia
a nivel rodeo fue de 91,3% (Saay col. 2012).

Los datos de prevalencia del virus en Argentina, son escasos. Un reporte llevado a
cabo en bovinos de cria de diferentes edades provenientes de la provincia de Buenos
Aires, Corrientes y La Rioja, sugiri6 que la seroprevalencia esta asociada al sistema
productivo. Dicho estudio reveld la presencia de anticuerpos contra BRSV
fundamentalmente en bovinos menores de 12 meses observandose una mayor difusion
del virus en distritos con mayor movimiento de animales (Ode6n y col. 2001).

En nuestro pais existe un Unico aislamiento realizado por Bagnis G y col., en el afio
1998, a partir de terneros de tambo con serologia positiva para BRSV (Bagnis y col.
1999). Sin embargo, dicho virus no pudo ser caracterizado genéticamente, ni se dispone
de su secuencia.

El BRSV afecta al ganado de todas las edades, especialmente a terneros de tres a
doce meses de edad causando neumonias severas presentando una morbilidad
elevada (entre 60 y 80%) y en algunos casos la mortalidad alcanza el 20% (J.-F.
Valarcher y Taylor 2007). Este virus, junto con otros virus involucrados en el CRB,
favorece la infeccion con bacterias secundarias, lo cual exacerba los signos clinicos y
complica ma&s aun el cuadro respiratorio del animal. Si bien los bovinos son los
hospedadores naturales del BRSV, este virus puede infectar a otras especies tales como
ovinos, caprinos, camélidos y bufalos (Citterio y col. 2003; Dunbar y col. 1985; Sausker
y Dyer 2002; Rivera, Madewell, y Ameghino 1987; W. H. M. Van der Poel y col. 1995).

Se detectaron anticuerpos en bufalos en Turquia con 28% de seroprevalencia (Akca
y col. 2001). Otro estudio llevado a cabo en rebecos y ovejas en los Alpes de ltalia

mostro rangos de prevalencias de medianos a altos contra este virus (Gaffuri y col.
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2006a). El hecho de que el RSV afecte a especies no bovinas que se encuentran en
contacto cercano con bovinos es un factor potencial importante a tener en cuenta en la
transmision de este virus. Algunos estudios sugieren que los bufalos serian reservorios
naturales de virus respiratorios contribuyendo a la transmision de la enfermedad,
particularmente, en rodeos mixtos (Maidana y col. 2012). Por otra parte, esta reportada
la circulacién de RSV ovino y caprino (ORSV y CRSV) en distintos paises, entre ellos,
Estados Unidos (Grubbs, Kania, y Potgieter 2001), Pert (Manchego, Rivera, y Rosadio
1998) e Italia (Gaffuriy col. 2006a).

1.2.4 Estrategias de prevencién y control del BRSV

En los ultimos 20 afios la ganaderia vacuna argentina ha visto reducida su superficie
a causa de la importante expansion de la agricultura. Como consecuencia de este
fendmeno, los productores han adoptado distintos sistemas intensivos como alternativa
para enfrentar la baja de los precios y la suba de los costos. En este nuevo sistema,
donde la densidad de animales es superior a la del rodeo extensivo, los bovinos se
encuentran en condiciones sanitarias que favorecen el desarrollo de enfermedades
respiratorias en las que el BRSV juega un rol fundamental.

Las enfermedades respiratorias del bovino constituyen uno de los problemas mas
importantes en los engordes a corral por las muertes que ocasionan, los costos de los
tratamientos y la reduccién en la ganancia de peso de los animales afectados. Esta
reportado que terneros que contraen neumonia, evidencian una importante disminucion
en la ganancia de peso (Virtala y col. 1996). Por otra parte, en lo que respecta a lecheria,
ha sido reportado que los animales que padecen de enfermedad respiratoria causada
por BRSV, producen cantidades significativamente menores de leche que las vacas que

estan protegidas frente a dicho virus (Ferguson, Galligan, y Cortese 1997).

1.3 Vacunas
1.3.1 Vacunas para BRSV

Como se describié previamente, a pesar de que la infeccion por BRSV ocurre
principalmente en otofio y en invierno, también se ha demostrado su circulacién en los
periodos de verano. El hecho de que el virus esté presente en el rodeo durante todo el
afio fue demostrado por Bidokhti y colaboradores (Bidokhti y col. 2012). Estos
descubrimientos demuestran la importancia de conocer la dinamica de circulacion de
BRSV de manera tal de desarrollar estrategias de prevencion y control de la infecciéon
mediante, principalmente, las medidas de manejo productivo y la vacunacion.

Si bien en los sistemas productivos se aplican esquemas de control basados en

medidas de manejo adecuado, estos no son suficientes para prevenir la infeccion. De
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esta manera, la vacunacién de animales adultos y de terneros resulta ser una opcion
interesante para controlar la enfermedad (Hagglund y col. 2006a).

A diferencia de HRSV, para prevenir la infeccion por BRSV existen diversas vacunas
disponibles comercialmente, atenuadas o inactivadas, monovalentes o en combinacién
con otros agentes del CRB.

Las vacunas a virus completo, inactivadas, son las mas utilizadas. Sin embargo,
estas vacunas, particularmente las inactivadas con formol, deberian ser evaluadas
exhaustivamente debido a que podrian inducir una respuesta adversa a la infeccién
polarizando hacia un perfil de respuesta de tipo Th2 (Laurel J. Gershwin 2012). Existen
reportes que demuestran la exacerbacion de la enfermedad respiratoria en terneros que
habian sido inoculados con vacunas vivas modificadas o inactivadas (Westenbrink,
Kimman, y Brinkhof 1989; Schreiber y col. 2000). Esto coincide con la exacerbacién de
la enfermedad producida en nifios inoculados con una vacuna conteniendo RSV
inactivado con formalina (FI-RSV) reportada por Kim y colaboradores (Kim y col. 1969).

Estos antecedentes indican que existe una necesidad constante de desarrollar
vacunas mas seguras gue sean capaces de inducir proteccién efectiva y duradera (G.
Meyer, Deplanche, y Schelcher 2008). Una vacuna efectiva para BRSV debe ser capaz
de inducir una respuesta inmunitaria fuerte en presencia de anticuerpos maternales
debido a que la enfermedad es grave durante los primeros meses de vida. Esta
respuesta también debe ser duradera y no debe inducir una exacerbacion de la
enfermedad (Sacco y col. 2012).

Al momento de disefiar una vacuna efectiva contra BRSV deben tenerse en cuenta
las siguientes caracteristicas:

= Frenar la infeccion en el sitio de entrada: la infecciéon causada por BRSV ocurre
en el tracto respiratorio, por este motivo, una vacuna eficiente tendria que inducir
una fuerte respuesta inmunitaria de mucosas en los terneros susceptibles.

= Sortear la inmunidad materna: el momento de mayor susceptibilidad a la
infecciéon en los terneros coincide con la presencia de anticuerpos calostrales,
los cuales, ejercen un efecto inhibitorio de la respuesta inmunitaria del animal
inducida por la vacunacién con virus completo o subunidades proteicas.

= Capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes (AN): la presencia de elevados
titulos de AN disminuye significativamente la gravedad clinica de la enfermedad.

* Induccién de respuesta inmune humoral y celular.

= Proteccidon contra todas las cepas circulantes: eleccibn de una proteina
inmunogénica altamente conservada.

= Respuesta inmune balanceada Th1l-Th2: una vacuna debe tener la capacidad

de inducir una respuesta inmunitaria balanceada, evitando la exacerbacion de la
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enfermedad frente a la infeccion (fenémeno que puede ocurrir luego de la
vacunacion y, posterior infeccion, generando una respuesta inmune aberrante,

polarizada a Th2)

Para el caso particular del BRSV, numerosos esfuerzos se han realizado a fin de
desarrollar una vacuna segura y eficaz para prevenir la infecciéon por el virus.

La tecnologia de ADN recombinante permite el desarrollo racional de inmundgenos
gue podrian, tedricamente, superar las desventajas presentes en las vacunas
convencionales. Ademas, esta es una tecnologia versatil en términos tanto de antigenos
de BRSV como la expresién o sistemas de delivery mediante los cuales el antigeno
induce una respuesta inmune efectiva.

Estos desarrollos incluyen vacunas vivas modificadas genéticamente, vacunas a
subunidad, vacunas génicas y vacunas vectorizadas por otros virus.

Teniendo en cuenta que los terneros son mas susceptibles a la infeccién por BRSV
en las primeras etapas de vida, la vacunacion deberia realizarse preferentemente a una
edad temprana cuando aun circulan niveles heterogéneos de anticuerpos maternos
contra BRSV (R. Fulton y col. 2004). Este primer obstaculo podria ser superado
utilizando una via de inmunizacion de mucosas o a través del desarrollo de vacunas
capaces de sobrepasar la inmunidad materna (por ej. utilizando vacunas vectorizadas
gue porten en su secuencia genes codificantes para las proteinas de BRSV).

Debido a que el efecto inhibitorio de los anticuerpos maternales predomina en el
tracto respiratorio bajo, una estrategia es la inmunizacion en mucosas, especialmente
con virus vivos atenuados (Murphy y col. 1989). Para BRSV, se observd proteccion
frente a la inmunizacion con virus vivo por la via intranasal en terneros con y sin
anticuerpos maternales (Kimman, Westenbrink, y Straver 1989).

Aunque la infeccién puede ocurrir en presencia de anticuerpos neutralizantes, éstos
se consideran protectores debido a que los sintomas de la enfermedad disminuyen
cuando los titulos de anticuerpos frente a BRSV son elevados (Kimman y col. 1988). De
esta manera, seria interesante mejorar el nivel de anticuerpos especificos presentes en
el calostro materno mediante la inmunizacion de las vacas en el tltimo tercio del periodo
de gestacion, ofreciendo asi una estrategia prometedora que logre proteger de la
infeccién a los terneros recién nacidos (J. A. Ellis y col. 1996).

Se ha demostrado que el IFN-y bovino induce una respuesta de tipo Thl y la
produccién de IgG2. En este sentido, numerosos trabajos demostraron que la reduccién
tanto de la patologia pulmonar como en la replicacion viral en ratones y terneros resulté

estar fuertemente asociada a la produccion de IFN-y, de manera que la secreciéon de
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dicha citoquina parece tener un correlato consistente de proteccién (Letellier y col. 2008;
Mapletoft y col. 2006; Oumouna, Karvonen, y Babiuk 2005; West y col. 1999).

Los principales antigenos blanco para el desarrollo de vacunas recombinantes son
las glicoproteinas F y G y, en menor grado, las proteinas N y M. Estas proteinas se
utilizan solas o en combinacion. Se ha descripto que estas proteinas son capaces de
inducir anticuerpos neutralizantes y respuestas de células T. A su vez, las glicoproteinas
Fy Gy la proteina N son los antigenos protectores principales de BRSV (G Taylor y col.
1997).

Si bien se ha demostrado que los anticuerpos neutralizantes pueden mediar la
proteccién contra BRSV (Lewis H Thomas y col. 1998), la inmunidad mediada por
células también se asocia con proteccion (Letellier y col. 2008; G Taylor y col. 1995).

Las proteinas F, P, G, M2 y N constituyen antigenos diana para las células T CD8 +.
Esto es particularmente relevante ya que dicha subpoblacion de linfocitos es
responsable de la recuperacion de la infeccién por BRSV en el tracto respiratorio de los
terneros (Gaddum y col. 1996; Mcinnes y col. 1996; G Taylor y col. 1995).

La mayor desventaja de las vacunas a subunidad es su baja inmunogenicidad, por lo
gue es necesario desarrollar nuevos adyuvantes que potencien la respuesta inmunitaria
y sean capaces de promover un perfil de tipo Thl o que induzcan una respuesta
inmunitaria balanceada Th1-Th2 contra BRSV.

Teniendo en cuenta que la inmunidad inducida por la infeccibn no es capaz de
prevenir nuevas infecciones por el mismo virus, Gershwin y colaboradores postularon
gue el disefio de una vacuna contra BRSV no debe imitar la respuesta inducida por la
infeccién con este agente viral, por el contrario, debe ser diferente y mejor (Laurel J.
Gershwin 2012).

En este contexto, el disefio racional de vectores virales que expresan proteinas
heterélogas constituye una estrategia Gtil para el desarrollo de una vacuna contra BRSV.
Potencialmente, todos los virus podrian utilizarse como vectores para la expresion de
proteinas foraneas, sin embargo, diferentes virus se utilizan con distintos objetivos, por
ej. la integracién al genoma puede ser importante en el area de terapia génica, pero se
evita para el desarrollo de vacunas.

En el caso particular de BRSV, existen algunos ejemplos de evaluacién de nuevos
candidatos vacunales basados en vectores virales. Las vacunas basadas en virus
Vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinantes son capaces de inducir respuestas
inmunes con un perfil de tipo Thl y proporcionar un contexto mas favorable de
presentaciéon para los antigenos foraneos (Gherardi y Esteban 2005). Antonis y
colaboradores reportaron que los MVA recombinantes que expresan la secuencia

codificante de la proteina F, sola o en combinacién con la proteina G, indujeron
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respuestas de IgG y de células T CD8 + especificas contra BRSV y protecciéon parcial
después del desafio (Antonis y col. 2007). Otro ejemplo de vector viral es el Herpes
Virus bovino tipo 1 (BoHV-1), en el cual se insertd un gen G sintético rio abajo del
promotor gE de BoHV-1 para obtener un virus recombinante BoHV-1/G (gE negativo).
Esta vacuna, evaluada en terneros gnotobiéticos, fue capaz de inducir anticuerpos
especificos de BRSV, pero no neutralizantes, y proteccion parcial contra el desafio de
BRSV. No hubo evidencia de activacion de células T citotdxicas especificas para BRSV.
Ademas, la expresién de la proteina G de BRSV aumento la virulencia de BoHV-1 en
terneros (G. Taylor y col. 1998).

Por otro lado, la vacunacion con el virus vaccinia recombinante (rVV) que expresa
diferentes proteinas de BRSV (F, G, N y M2) indujo una mayor produccién de
anticuerpos neutralizantes cuando expresa la proteina F en comparacion con la
expresion de la proteina G. Las proteinas F y N indujeron respuestas proliferativas de
linfocitos especificos de BRSV en terneros. A pesar de que hubo diferencias en la
respuesta inmune inducida por los rVV, las proteinas F, G y N, pero no M2, indujeron
una proteccién significativa contra la infeccion por BRSV (G Taylor y col. 1997).

Otra estrategia abordada es el uso de vacunas de ADN. Para la prevencion frente a
BRSV, las caracteristicas mas importantes de este tipo de vacunas son la posibilidad de
evadir los efectos inhibitorios de los anticuerpos maternos y de inducir una respuesta
inmunitaria mediada por células Th1.

Se ha informado que la vacunacion de ratones con ADN plasmidico que expresa las
glicoproteinas F o G indujo una respuesta mediada por células Thl y redujo la
propagacion de virus en los pulmones después del desafio viral (Bembridge y col. 2000;
Brady, Topliff, y Kelling 2004). En cambio, la inmunizacion de terneros con una vacuna
génica que codifica para la proteina F por via intramuscular o intradérmica, indujo
niveles de proteccién mas bajos que los evocados por la infeccién previa con BRSV
(Geraldine Taylor y col. 2005).

La estrategia de prime-boost estudiada por varios autores ha resultado ser superior
a la vacunacion con ADN o con vacunas a subunidad, ya que permitio lograr un mayor
grado de proteccion. Terneros vacunados con ADN plasmidico y revacunados con
proteina evidenciaron proteccion, sin observarse el desarrollo de lesiones neuménicas
ni replicacion de BRSV en los liquidos de lavado broncoalveolar (BAL) y en los
pulmones. La proteccién se correlacion6 con la inmunidad mediada por células y no con

la respuesta de anticuerpos (Letellier y col. 2008).
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1.3.2 Vacunas basadas en poxvirus recombinantes

Los poxvirus pertenecen a la familia Poxviridae, que comprende a un grupo de virus
ADN complejos que replican en el citoplasma de las células eucariotas infectadas. Son
virus envueltos y poseen la capacidad de producir viriones complejos, de gran tamafio,
gue contienen en su interior enzimas involucradas en la sintesis de los ARN mensajeros
(ARNm) virales tempranos. El genoma de los poxvirus esta formado por una molécula
de ADN de doble cadena lineal cuyo tamafio varia de 130 a 300 kpb (Fenner 1996).

La expresion genética viral se divide en 3 etapas: temprana, intermedia y tardia. En
la etapa temprana, el aparato transcripcional empaquetado dentro del core de las
particulas permite la sintesis de ARNm virales (J Kates y Beeson 1970; JR Kates y
McAuslan 1967; Munyon, Paoletti, y Grace 1967; Wei y Moss 1975). Luego de su
sintesis son extruidos a través de los poros presentes en la superficie del core hacia el
citoplasma de la célula infectada (JR Kates y McAuslan 1967; Munyon, Paoletti, y Grace
1967). La transcripcion de los genes intermedios y tardios ocurre en el citoplasma de la
célula s6lo después de la replicacion del ADN viral. Luego de una infeccién sincronizada,

los ARNm pueden detectarse por aproximadamente 48 h.

En un sentido amplio, un vector se define como un vehiculo que se usa para movilizar
la informacién genética entre células. Algunos vectores virales son virus modificados
gue llevan genes foraneos o secuencias integradas en posiciones que no son esenciales
para la replicacién viral ni para la infectividad. Estos virus recombinantes han sido
desarrollados utilizando sistemas tales como adenovirus (Berkner y Sharp 1982),
herpesvirus (Post y col. 1982), retrovirus (Weiy col. 1981) o poxvirus (Mackett, Smith, y
Moss 1982; Panicali y Paoletti 1992), entre otros.

En general, los virus pueden clasificarse segun la interaccién virus-célula en: a) virus
replicativos, si se produce una infeccion productiva; o b) virus no replicativos, cuando no
hay produccion de una progenie viral. Esta caracteristica es de suma importancia a fin
de seleccionar el tipo de virus adecuado para el desarrollo de vacunas.

Algunas de las ventajas de la utilizacibn de los poxvirus recombinantes como
inmunégenos consisten en (Pastoret y Vanderplasschen 2003):

» |avacuna obtenida es extremadamente estable y no requiere cadena de frio para
su almacenamiento, lo cual podria disminuir los costos de campafias de
vacunacion masivas;

= |a posibilidad de insercién de 2 genes en 1 6 2 loci no esenciales, permitiendo
SU uUso como vacuna bivalente;

* la posibilidad de utilizacion de los promotores poxvirales que permiten una

expresion fuerte y temprana del antigeno de interés.
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» |a sintesis de novo del antigeno de interés desencadena respuestas inmunes
protectoras de tipo celular y humoral

» lavacuna es efectiva al ser administrada por diferentes vias;

= la vacuna recombinante expresa un determinado conjunto de antigenos del
patégeno permitiendo la discriminacion entre animales naturalmente infectados

y animales vacunados.

1.3.2.1 El virus vaccinia Ankara modificado y su uso como vector de expresién

El virus vaccinia Ankara modificado (MVA) es un poxvirus perteneciente al género
Orthopoxviridae. Su genoma viral esta totalmente secuenciado y posee 178 kpb (G
Antoine y col. 1998; Gerhard Antoine y col. 1996)).

El MVA es un virus altamente atenuado obtenido luego de méas de 570 pasajes de la
cepa corioalantoidea del virus Vaccinia Ankara (CVA) en cultivos primarios de
fibroblastos de embrién de pollo (FEP) (Gerd Sutter y Staib 2003). El fenotipo atenuado
del MVA es el resultado de la delecién de grandes porciones del genoma y numerosas
mutaciones que afectaron particularmente a las proteinas que interactian con el
hospedador, a los genes con motivos tipo anquirina y a algunas proteinas estructurales
(G Antoine y col. 1998; Blanchard y col. 1998). EI virus MVA solo replica
productivamente en cultivos de FEP, QT35d (células de embrién de codorniz) y BHK-21
(Baby Hamster Kidney) (Carroll y Moss 1997).

La metodologia utilizada en la generacion de poxvirus recombinantes es la
recombinacion homéloga in vivo entre el genoma viral y un ADN plasmidico que porta
el gen de interés bajo regulacion de un promotor temprano del virus vaccinia flanqueado
por regiones virales no esenciales para la replicacion viral in vitro (figura 3). Para la
obtencién de MVA recombinantes, los sitios banco de insercion mas utilizados son los
genes MVAO86R y MVA165R que codifican para la enzima timidina quinasa viral (TK) y
la proteina viral hemaglutinina (HA), respectivamente (Gerhard Antoine y col. 1996;

Scheiflinger, Falkner, y Dorner 1996).
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Figura 3. Construccion de MVA recombinantes. El proceso de recombinacion homdloga in vivo ocurre
entre el genoma viral y un plasmido de transferencia que lleva el gen de interés rio abajo de un promotor
poxviral y flanqueado por secuencias génicas poxvirales no esenciales que seran el sitio blanco de
recombinacion. Los virus recombinantes pueden ser identificados por una variedad de métodos. Adaptado
de Moss y colaboradores (Moss 2013).

En la mayoria de las células de mamifero, el ciclo replicativo del virus MVA se
encuentra bloqueado en una etapa tardia de la morfogénesis viral, impidiendo la sintesis
de proteinas virales necesarias para la formacion del virion (G Sutter y Moss 1992;
Gallego-Gomez y col. 2003). Experimentos realizados con genes marcadores indican
gue para gue ocurra una replicacion eficiente del virus MVA en células de mamifero es
necesario corregir multiples defectos genéticos (Carroll y Moss 1997).

La ausencia de ensamblado del virus MVA en la mayoria de las células de mamifero
otorga un perfil de seguridad porque permite que la inmunizacidn se consiga en
ausencia de replicacion viral, lo cual disminuye considerablemente la posibilidad de una
diseminacion del vector en los animales vacunados y por consiguiente no es posible la
dispersidn por contacto hacia animales no vacunados o hacia el ambiente en general.
Por otro lado, la seguridad del uso de MVA se demostré cuando se administré a 120.000
personas durante la campafia de erradicacion de la viruela (como vacuna licenciada en
Alemania en 1977; (H. Meyer y Paul-Ehrlich 2013) o en animales inmunodeficientes
(Stittelaar y col. 2001). Los resultados obtenidos demostraron que MVA no es un virus
patogénico y que puede usarse en animales e individuos inmunocomprometidos, a
diferencia de otros poxvirus de tipo replicativo como VV.

Ademads, en la bibliografia se encuentran reportes que estudian la distribucion tisular

de distintos orthopoxvirus evidenciando la diferencia entre los poxvirus replicativos como
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los virus VV (cepa Western Reserve) y aquellos de tipo no replicativo como los virus
MVA y NYVAC (Ramirez y col. 2003; Gomez y col. 2008; Gémez y col. 2007). En
conclusion, el virus MVA es considerado un vector no replicativo con probada seguridad
y puede ser manipulado bajo condiciones de bioseguridad de nivel 1.

Existen numerosos ejemplos donde se demostré la eficacia de los esquemas de
inmunizacion  prime-boost  heter6logos combinando vacunas vectorizadas
recombinantes con otros vectores virales, con vacunas a subunidades proteicas, con
vacunas génicas o con vacunas convencionales, en estudios de cancer, HIV,
tuberculosis, malaria y otros patdgenos (Munseri y col. 2015; Hodgson y col. 2015;
Vordermeier y col. 2004; Chapman y col. 2017; Betts y col. 2012; Lindsey y col. 2006;
Santra y col. 2007; Rodriguez y Lemckert 2009; McShane 2002; Goonetilleke y col.
2003; Walther y col. 2006; Reyes-Sandoval y col. 2010; Calvo-Pinilla y col. 2012). Esta
estrategia aumenta los niveles de proteccién y, segun los vectores utilizados, contribuye
a sobrepasar la inmunidad materna o la inmunidad anti-vector como la inducida por las
vacunas vectorizadas por VV o adenovirus. Este esquema de prime-boost se basa en
la inoculacion secuencial de inmunégenos basados en diferentes vectores
(inmunizacion heterdloga) para generar respuestas inmunes potentes y de gran avidez
(Ramsay y col. 1999). El primer inmunégeno prima o inicia las células de memoria y el
segundo inmundgeno expande la respuesta de memoria. Como los inmundgenos son
diferentes (aunque expresan alguna proteina en comun) no se generan respuestas de
uno contra el otro por lo cual se minimiza la interferencia anti-vector.

Sibien lainmunogenicidad de los vectores virales es lo suficientemente elevada para
ser eficaz, se ha demostrado que los MVA recombinantes son mas potentes cuando son
usados en regimenes de prime-boost heterdlogos (Cottingham y Carroll 2013). En
cuanto al desarrollo de vacunas humanas, en un ensayo clinico se demostré que el
régimen de vacunaciéon prime-boost combinando una primera dosis de vacuna de ADN
con un refuerzo con un MVA recombinante induce una respuesta inmune efectiva,
mediada por células T contra un antigeno de la malaria (McConkey y col. 2003).

La administracion de MVA utilizando una via inductora de inmunidad en mucosas
fue descripta, por primera vez, en 1976 por Hochstein-Mintzel y colaboradores,
observandose proteccion frente al desafio con poxvirus (Hochstein-Mintzel, Stickl, y
Huber 1976). En el trabajo publicado por Gherardiy Esteban, los autores presentan una
revision detallada sobre la bibliografia existente acerca de la utilizacién de los poxvirus
recombinantes como vectores virales inductores de inmunidad en mucosas
demostrando la capacidad de éstos de despertar respuestas inmunes especificas en la

superficie de distintos tipos de mucosas (Gherardi y Esteban 2005).
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Bender y colaboradores demostraron que la inoculacién intragastrica con virus MVA-
HiN: recombinantes resulté capaz de generar respuestas inmunes de mucosas
protectivas contra el virus de influenza HiN: (Bender y col. 1996). Luego, se demostro
que la inmunizacion por via intranasal e intramuscular con virus MVA recombinantes
gue expresaban las proteinas F o G del RSV confirié proteccion frente al desafio en un
modelo murino (Wyatt y col. 2000).

Hasta el momento de la realizacion del presente trabajo de Tesis, se han desarrollado
numerosos virus recombinantes basados en MVA, los cuales fueron evaluados como
inmundgenos en sus respectivos modelos. La tablas 1 y 2 muestran algunos de los
ejemplos de vacunas basadas en virus MVA recombinantes para combatir
enfermedades causadas por distintos patégenos como virus, bacterias y parasitos
(Gomez y col. 2008; Moss 2013). Ademas, en la actualidad se encuentran reportados
numerosos ensayos clinicos que evallan vacunas basadas en virus MVA
recombinantes para diversos antigenos tumorales (Moss 2013; National Library of
Medicine y National Institute of Health 2017).

Enfermedades Seguridad/ :
. Vacuna : . Referencia
virales inmunogenicidad
Rabia MVA-RG Proteccién (Ratones) (Zv(;/g%/)er y col.
SARS MVA-S Proteccion (Ratones) (Bisht y col. 2004)
Dengue MVA-DEN2 Proteccion (Monos Rhesus) (Men y col. 2000)
Influenza MVA-HA-NP Proteccion (Ratones) gl?égrégier y col.
Diversos Ensayos clinicos en diversas | (Garcia-Arriaza y
antigenos (Env, | fases col. 2011; Munseri
HIV Nef, gag, pol) y col. 2015; Bakari
simples o y col. 2011; Currier
combinados y col. 2010)
Hepatitis B MVA-HBV-S Ensayos clinicos en fase | g%?\ic)enaugh y col.
) Ensayos clinicos en fase | y Il | (Berthoud y col.
Influenza MMV\,/AA[\Il\ily 2011; Antrobus y
col. 2012)
Ensayos clinicos en diversas | (Wilck y col. 2010;
. fases Seaman y col.
Viruela MVA solo 2010; Frey y col.
2007)

Tabla 1. Ejemplos de MVA recombinantes desarrollados contra enfermedades virales evaluados en
estudios pre-clinicos.
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Iinferm_edades Seguridad/ '
acterianas y Vacuna s e Referencia
parasitarias g
Diversos Ensayos clinicos en diversas | (Portery col. 2011;
antigenos fases Bejon y col. 2007;
(AMAL1, Dunachie y col.
poliproteina, 2006)
Malaria MSP-1, /me-
trap)
Prime: AdCh63- | Proteccion (Ratones) (Reyes-Sandoval y
ME.TRAP col. 2010)
/Boost: MVA-
ME.TRAP
Ensayos clinicos en diversas | (Tamerisy col.
MVA-85A fases 2013; Hawkridge y
col. 2008)
Tuberculosis . Proteccién (Ratones) (Goonetilleke y col.
Prime
2003)
BCG/Boost . -
MVASSA Respuggta celu]ar sin (Vordermeier y col.
proteccién (bovinos) 2004)
Prime DNA- Proteccién (ratones) (Stober y col.
Leishmania TRYP/Boost 2007)
MVA-TRYP

Tabla 2. Ejemplos de MVA recombinantes desarrollados contra enfermedades bacterianas y
parasitarias evaluados en estudios pre-clinicos.

Si bien los resultados obtenidos utilizando MVA como vector vacunal son
alentadores, existe un fuerte interés en continuar optimizandolos a fin de inducir mejores
respuestas protectoras. A pesar de la gran pérdida de regiones genémicas ocasionada
durante los procesos de atenuacion, en el genoma de MVA se conservan los genes
involucrados en la estrategia de evasion de respuesta inmune del hospedador. Por lo
tanto, una nueva generacion de vectores, con inmunogenicidad mejorada, podria
obtenerse mediante la delecion dirigida de dichos genes involucrados en evasion de
respuesta inmune. Ejemplos de esta estrategia son: el aumento en la inmunogenicidad
de virus MVA luego de la eliminacion del gen que codifica para la proteina de unién a la
interleuquina 1B (IL-1B), la cual es secretada por las células infectadas (Staib y col.
2005); el aumento de la eficacia luego de la eliminacion del gen A41L que codifica para
una proteina de unién a quemoquinas (Clark y col. 2006); y la eliminacion del gen C6L
gue codifica para un inhibidor de la induccién de IFN-B (Garcia-Sastre 2004).

Se ha descripto que la expresion de la proteina de unién a interleuquina 18 (IL-18bp)
resulta importante como mecanismo de evasidn de la respuesta inmune durante una
infeccién, bloqueando la expresion de IL-18 y, de esta manera, la expresion de IFN-y,
principal citoquina presente en las respuestas antivirales. La IL-18 por su parte tiene un
papel fundamental en la regulacion de las respuestas inmunitarias tanto innatas como

especificas. Esta citoquina es un mediador importante en la respuesta de tipo Thl
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mediante la induccién de la secrecién de IFN-y por parte de las células T y las NK
(Natural Killer) (Dinarello 1999). La IL-18 también favorece la maduracion de células T
y NK, la produccion de citoquinas y la citotoxicidad (Yoshimoto y col. 1998; Gracie,
Robertson, y Mclnnes 2003; Okamura y col. 1995). Ademas, la IL-12 y la IL-18 actdan
de manera sinérgica para promover una respuesta inmunitaria polarizada hacia Th1l, las
cuales juegan un rol critico en la defensa contra patégenos intracelulares mediante la
produccion de IFN-y (Yoshimoto y col. 1998). Un estudio realizado por Dai y
colaboradores describié los efectos ocasionados por la delecion del gen IL-18bp del
genoma del vector viral Vaccinia Tiantan (TV), observando una disminucion en la
virulencia del virus parental sin afectar su inmunogenicidad (Dai y col. 2008).

En nuestro laboratorio se obtuvo un virus MVA que carece del gen 008L que codifica
para IL-18bp (MVAA008). Se demostré que MVAAO008 indujo un aumento en la
respuesta celular T CD4+ y CD8+ respecto del vector viral convencional, tanto frente a
antigenos del propio vector como frente a la proteina Nef de HIV (Falivene y col. 2012).
Estos resultados sugieren que el vector optimizado MVAAQOS8 constituye una interesante
herramienta a utilizar al momento de diseflar vacunas de nueva generacion,
especialmente por el rol que IL-18 presenta en la produccion de IFN-y y en el desarrollo
de una respuesta inmunitaria de tipo Th1l (Shoda y col. 1999; Muneta y col. 2005; Moss
1996).

1.3.2.2 Vectores virales basados en poxvirus como vacunas contra BRSV

Existe una amplia variedad de vectores virales utilizados como plataforma para el
desarrollo de vacunas recombinantes. Entre ellos se destacan los poxvirus de
replicacion limitada (MVA, NYVAC, canarypox y fowlpox), los adenovirus (Ad) con
replicacion deficiente, el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), el virus
Parainfluenza tipo 3 (PIV-3) y el Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1).

Particularmente, y como se mencion0 previamente, se obtuvieron numerosos
vectores virales que portan genes codificantes de las proteinas F, G, M2 o N del BRSV:

- rVV-F, rVV-G, rVV-N, rVV-M2 (G Taylor y col. 1997)

- BoHV-1-G (G. Taylor y col. 1998)

- MVA-F y rMVA-F/G (Antonis y col. 2007)

- MVA-RSV y PanAd3-RSV conteniendo las secuencias de las proteinas F, M2-1

y N de HRSV evaluados en un modelo de desafio contra BRSV (Geraldine Taylor
y col. 2015).

Como se describioé previamente, los principales antigenos blanco para el desarrollo
de vacunas recombinantes son las glicoproteinas F y G y, en menor grado, las proteinas

Ny M (G Taylor y col. 1997). Particularmente, la proteina F madura de los paramixovirus
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es un homotrimero de las subunidades F1 + F2. Ese trimero se ensambla en la particula
viral en una estructura metaestable llamada pre-fusion F. Una vez que el virus se une a
la superficie de la célula blanco, la proteina F es activada para iniciar la fusién del virus
con la membrana celular (Lamb 1993). Durante este proceso, la proteina F experimenta
una serie de cambios conformacionales que terminan en una estructura altamente
estable llamada de post-fusion. McLellan y colaboradores reportaron que la forma
estabilizada soluble de la proteina F de pre-fusion era capaz de inducir mayores niveles
de anticuerpos neutralizantes que la forma soluble de la proteina de post-fusion
(McLellan y col. 2013).

En este sentido la proteina F de pre-fusion se posiciona como el inmundégeno mas
promisorio para ser utilizado en candidatos vacunales (Melero y Mas 2015).

Una desventaja de esta estructura de pre-fusion es su inestabilidad. Sin embargo, se
ha reportado que la inmunizaciéon de conejos con rVV que expresan la proteina F
completa induce anticuerpos especificos contra la proteina de pre-fusién (Magro y col.
2012). En ese sentido, es posible que las vacunas vivas basadas en cepas atenuadas
de BRSV (Karron, Buchholz, y Collins 2013) o vacunas basadas en vectores virales
(Morrison y Walsh 2013) sean también capaces de inducir altos titulos de anticuerpos
neutralizantes especificos debido a su capacidad de expresar la forma de pre-fusién de
la proteina F.

En base a estos antecedentes, en el desarrollo de vacunas vectorizadas, la proteina
F de BRSYV seria el antigeno de eleccién con el propdsito de inducir una respuesta

inmunitaria humoral capaz de neutralizar a BRSV.

Teniendo en cuenta el impacto econémico que genera la enfermedad causada por el
BRSV a nivel mundial en los distintos sistemas productivos, dada la falta de informacién
actualizada en Argentina y la importancia que tiene en nuestro pais la produccion
ganadera, este trabajo de Tesis esta dirigido a actualizar los estudios de seroprevalencia
de BRSV en bovinos y otras especies de interés productivo para contribuir al disefio de
estrategias de prevencién y control de la enfermedad.

Ademas, con el proposito de disponer de inmundgenos capaces de inducir
respuestas inmunitarias humorales y celulares contra BRSV nos proponemos
desarrollar y evaluar un virus MVA que porte la secuencia codificante de la proteina F
del BRSV como una herramienta prometedora para mejorar las vacunas utilizadas para

la prevencion de la infeccion por dicho virus.
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Hipotesis y objetivos.

Hipotesis

= EI BRSV esta ampliamente distribuido en bovinos de tambo, cria y engorde a
corral de Argentina y también se encuentra presente en otras especies no
bovinas de interés productivo.

= En un modelo murino, la vacuna experimental MVA-F induce una respuesta
inmunitaria mas eficiente, en términos de perfil de respuesta (humoral y celular)

gue una vacuna convencional a virus BRSV completo.

Objetivos generales

» Actualizar los estudios epidemioldgicos del BRSV en la region.
= Obtener un candidato vacunal basado en el virus vaccinia Ankara modificado

(MVA) que expresa la proteina F de BRSV.

Este trabajo pretende generar nuevos conocimientos y herramientas que
permitan optimizar las estrategias de prevenciéon y control del BRSV con el
objetivo final de contribuir con el sector productivo de nuestro pais mediante la

mejora del status sanitario de los rodeos.

Objetivos especificos

1. Evaluar la seroprevalencia de BRSV en bovinos de distintos sistemas
productivos y estudiar la presencia de anticuerpos contra BRSV en otras
especies animales de interés agropecuario.

2. Describir la dinamica de circulacion del BRSV en sistemas de cria, tambos y
engordes a corral.

3. Obtener virus MVA recombinantes que porten y expresen la secuencia
codificante de la proteina F de BRSV.

4. Evaluar la inmunogenicidad del vector recombinante en esquemas de prime-

boost homélogo o heterélogo en un modelo murino.
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CAPITULO 1: Estudio epidemiolégico del BRSV en
Argentina

2.1 Materiales y Métodos

2.1.1 Células y virus

2.1.1.1 Células

Las células utilizadas, tanto para los ensayos de seroneutralizacién como para las
producciones de virus BRSV fueron las Madin Darby bovine kidney (MDBK), dada su
susceptibilidad a la infeccion por BRSV. Estas células fueron suministradas por la
seccion de Cultivo de Tejidos del Instituto de Virologia del INTA Castelar. Se utilizé6 como
medio de mantenimiento una mezcla (1:1) de MEM-E (Eagle’s minimal essential
medium) y MEM-D (Dulbecco's minimal essential medium) (GIBCO BRL), suplementado
con 2 % de suero fetal bovino (Internegocios) y antibiético/antimicético (100 unidades/ml

de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de anfotericina B, (Invitrogen)).

2.1.1.2 Virus

Para todos los ensayos descriptos se utilizo la cepa A51908 de BRSV, adquirida de
ATCC, cedida por la Dra. Karina Trono del Laboratorio de Virus Adventicios de INTA,
Castelar.

La cepa de referencia de BRSV fue multiplicada en células MDBK. Se infectaron
monocapas con una confluencia del 90 % en frascos T175 a una MOI = 0,1. Luego de
la adsorcion viral, se agregé medio de mantenimiento y se incubd a 37 °C en atmésfera
de 5% COa.. A los 5 dias posteriores a la infeccion, luego de alcanzar un efecto citopatico
(ECP) mayor al 80 %, los frascos fueron sometidos a un ciclo de congelado-
descongelado, para luego realizar la cosecha del virus, seguida por un paso de
clarificacion por centrifugacion a 3250 x g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante

obtenido fue alicuotado y almacenado a -70 °C hasta su utilizacion.

2.1.2 Titulacién viral

El titulo infeccioso de las producciones virales fue determinado por ECP mediante la
metodologia de Reed y Muench (1938) (Reed y Muench 1938).

La titulacion se realizé en monocapa de células MDBK, por cuadruplicado en placas
de cultivo de 96 pocillos (NUNC). Se inocul6 la monocapa celular con 100 ul de BRSV

en 7 diluciones seriadas en base 10 en medio de cultivo MEM-E:MEM-D (1:1) y se dej6

25



Materiales y Métodos Capitulo 1. Estudio epidemioldgico del BRSV en Argentina

una fila de pocillos sin inocular como control de toxicidad celular. La placa se incub6 a
37 °C en atmosfera de 5 % CO, durante 5 dias. La lectura se realiz6 por observacion de
ECP al microscopio 6ptico (MO) y se considero positivo a aquel pocillo que presento al
menos un foco de ECP. Los titulos infecciosos se expresaron como Dosis Infecciosa de
Cultivo de Tejidos 50 %/ml (DICT50/ml), definido como aquella dilucion de una
suspension viral necesaria para infectar el 50 % de un namero dado de pocillos de la

placa.

2.1.3 Seroneutralizacion viral (SN)

El ensayo de seroneutralizacién para la deteccién de anticuerpos contra el BRSV se
baso6 en la técnica descripta por Samal y colaboradores (Samal y Pastey 1993). Se
empled el método suero variable-virus fijo, en el cual diluciones variables de sueros
problema (seriadas base 4) se enfrentaron a una cantidad establecida y fija de virus
(100 DICT50/ml). Brevemente, los sueros provenientes de distintas especies se
inactivaron a 56 °C durante 30 minutos. Las diluciones de las muestras se realizaron en
MEM-E: MEM-D (1:1). Las muestras se sembraron por triplicado en placas de 96
pocillos, en las diluciones apropiadas en medio de mantenimiento. Luego, en las
primeras 2 réplicas de cada dilucion de suero se agregd un volumen de la dilucién del
virus de trabajo en una proporcion 1:1. Como control de toxicidad de la muestra, a la
tercera réplica se le agregd solo medio de mantenimiento. Las placas con la mezcla
suero-virus se incubaron a 37 °C en atmoésfera de 5 % CO; durante 1 hora y luego se
trasvasaron 100 pl de dicha mezcla sobre una monocapa preformada de células MDBK
(25000 células/pocillo) en placas de 96 pocillos. La lectura del ensayo se realizé por
observacion del ECP al MO entre los 4-5 dias posteriores a la infeccion. En cada ensayo
se incluyeron los siguientes controles: un control positivo fuerte (Cf+: suero hiperinmune
anti-BRSV de cobayo o suero positivo de bovino infectado naturalmente, un control
positivo débil (Cd+: suero hiperinmune de cobayo o suero positivo de bovino) y un
control negativo (C-: suero normal de cobayo o suero de bovino negativo). Asimismo,
se incluyeron un control de células sin infectar y el control de la dilucién del virus de
trabajo (control 100 DICT).

Las muestras se consideraron positivas cuando se observé la inhibicién del ECP
caracteristico en una dilucién determinada (titulo igual o mayor a 4). El titulo de
anticuerpos se expres6 como la inversa de la maxima dilucién en la que no se observa
ECP.

26



Materiales y Métodos Capitulo 1. Estudio epidemioldgico del BRSV en Argentina

2.1.4 Aislamiento viral

2.1.4.1 Obtencidén y procesamiento de muestras

Las muestras analizadas se obtuvieron a partir de animales con signologia
respiratoria o de animales que murieron durante los muestreos y presentaban lesiones
compatibles con la enfermedad respiratoria. Se analizaron muestras de pulmén e

hisopados nasofaringeos.

2.1.4.2 Muestras de pulmén

Una vez realizada la necropsia, se recolecté una muestra de 5 cm?de pulmoén de los
I6bulos pulmonares craneo-ventrales, se envolvio en papel de aluminio y se coloco en
un termo con nitrégeno liquido hasta su procesamiento. Posteriormente, en condiciones
de esterilidad, se corté un cubo de aproximadamente 1 cm3®y se colocé en un mortero
estéril, luego se agreg6 arena estéril y 1 ml de MEM-D: MEM-E (1:1) conteniendo 5 %
de SFB y se procedi6é al macerado del érgano. Una vez disgregado completamente el
tejido, el contenido se transfirié a un tubo de centrifuga.

El material obtenido se centrifugdé a 6000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El
sobrenadante obtenido se procesé a través de la técnica de aislamiento viral en cultivo
de células y deteccion de genoma viral por PCR. Una alicuota del mismo se conservé a
-70 °C.

2.1.4.3 Hisopados nasales

Para la obtencion de estas muestras de bovinos, el hisopo fue introducido
profundamente en cavidad nasal y posteriormente sumergido en medio de transporte
(MEM-D: MEM-E (1:1), 5 % de SFB, 1 % de antibidticos (estreptomicina, gentamicina y
ampicilina) y 0,2 % de fungizona. Las muestras se almacenaron en nitrégeno liquido
hasta su procesamiento. Para la siembra de las mismas los hisopados se descongelaron
y se homogeneizaron mediante vortex; luego se prosiguié con el protocolo para
aislamiento viral en cultivo de células y deteccioén de genoma viral por PCR (ver apartado

2.1.4.4y 2.1.5). Una alicuota de los mismos se reservé a -70 °C.

2.1.4.4 Aislamiento en cultivo de células

A partir de muestras mencionadas en el punto 2.1.6.2.1 de materiales y métodos
(hisopados nasales y pulmones de bovinos de establecimientos de engorde a corral) se
realizaron pasajes seriados en células MDBK. Para esto, se sembraron 50 ul de cada
muestra por cuadruplicado en placas de 96 pocillos conteniendo una monocapa de
células con una confluencia del 80 %. Para favorecer la absorcion viral se incub6 una

hora a 37 °C en atmésfera con 5 % CO.. Finalmente, se agregaron 50 ul de medio de
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mantenimiento a cada pocillo, y se incubé durante 5 dias en las condiciones descriptas
anteriormente. La aparicion de ECP se chequed diariamente. Transcurridos los 5 dpi,
las placas se congelaron a -70°C. Para los siguientes pasajes, las muestras se
descongelaron y centrifugaron a 1000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante se
sembrd sobre una monocapa de células MDBK en placas de 96 pocillos. Se continué el
procedimiento detallado anteriormente hasta la aparicion de ECP. En caso de no

observarse ECP, se realizaron hasta 7 pasajes ciegos.

2.1.5 Deteccion del genoma viral del BRSV mediante PCR

Con el fin de diagnosticar la infeccion por el BRSV mediante la deteccion del genoma
viral, se llevé a cabo un ensayo de RT- nested PCR (RT-nPCR) segun el protocolo

descripto por Vilcek y colaboradores (Vilcek y col. 1994).

2.1.5.1 Extraccion de ARN

Se realiz6 la extraccion de ARN a partir de un lote viral (10° DICT50/ml) y de cada
una de las muestras provenientes de animales con sintomatologia respiratoria.
Brevemente, se agreg6 1 ml de TRIzol® (Invitrogen™) a 200 pl del lote viral/muestra, se
homogeneizé mediante vortex y se dejo reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego se agregaron 200 pl de cloroformo. Nuevamente se mezclé6 mediante
vortex, se dejo reposar durante 3 minutos y se centrifugd a 8500 x g durante 10 minutos
a temperatura ambiente. La fase acuosa y se le agregd 10 ul de glicbgeno 5 mg/ml
(Ambion) y 500 pul de isopropanol y se mezclé por inversion. Se dejo reposar durante 3
minutos y luego se centrifugé a 21000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante
se descartd mientras que el pellet se lavé con 200 ul de etanol 75 %. Nuevamente se
centrifugd 2 minutos en iguales condiciones y el etanol fue descartado. El pellet se seco
en bafio seco a 65 °C y finalmente se resuspendi6 en 20 ul de agua DEPC
(dietilpirocarbonato) agregando 1 ul de RNAsIin® (Promega). Una vez extraido, el ARN

se guardé a -70 °C hasta su utilizacion.

2.1.5.2 Oligonucledtidos iniciadores

Se utilizaron los oligonucleétidos descriptos por Vilcek y colaboradores que
amplifican una secuencia conservada de la proteina F del BRSV (Vilcek y col. 1994).

Los oligonucleétidos externos, denominados B1 y B2A, amplifican una region de ADN
de 711 pares de bases (pb) y los oligonucleétidos internos, denominados B3 y B4A

amplifican una regién de 481 pb (Tabla 3).
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Oligonucleétido Secuencia nucleotidica Posicién | Producto Fuente
AATCAACATGCAGTGCAGT
B1l 114-135 _
TAG (Vilcek y
711 pb
TTTGGTCATTCGTTATAGG col. 1994)
B2A 824-803
CAT
GTGCAGTTAGTAGAGGTTA
B3 126-151 _
TCTTAGT (Vilcek y
481 pb
TAGTTCTTTAGATCAAGTA col. 1994)
B4A 606-581
CTTTGCT

Tabla 3: Oligonucledtidos internos y externos utilizados: Secuencia de oligonucledtidos internos y
externos en orientaciéon 537, utilizados en la técnica de RT-nPCR.

2.1.5.3 Sintesis de ADNc

Para la obtencion de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN extraido, se llevo
a cabo una transcripcién reversa (RT- PCR). Se utilizé la enzima M-MLV RT (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega). Primeramente, se colocaron
1,5 pmol de cada uno de los oligonucleétidos especificos (B1 y B2A), 6,25 ul de agua
DEPC y 6,25 ul de ARN en un tubo de reaccién para PCR. Se le agregé 13 ul de una
mezcla conteniendo 5 pl de M- MLV buffer 5X (Promega), 0,25 pl de RNAsIn®
(Promega), 1 ul de DTT (ditiotreitol) 0,1 M, 1 ul de dNTPs (Promega), 0,5 pl de M-MLV
RT (Promega) y 10,25 pl de agua DEPC (Sigma). Una vez preparada la mezcla de
reaccion, se llevd a cabo la transcripcion reversa segun el siguiente programa: se incubé
la mezcla a 42 °C durante 60 minutos y luego la enzima fue inactivada mediante una
incubacion de 5 minutos a 95 °C. Una vez obtenido, el ADNc se almacend a -20 °C hasta
su utilizacion.
2.1.5.4 Nested PCR

El primer round se llevo a cabo en 25 pl de mezcla de reaccién conteniendo 5 ul de
GoTagq buffer 5X (Promega), 1,5 pl de MgCl; 25 mM, 0,5 pl de dNTPs 10mM (Promega),
1,5 pmol de cada oligonucleétido externo (B1y B2A), 0,25 ul de GoTaq Polymerase 5U/
ul (Promega), 5 pl de ADNc y 11,75 ul de agua DEPC (Sigma). La amplificacion se llevé
a cabo en un termociclador (T-18 IVEMA) con un perfil de ciclado como se detalla a

continuacion:

94 °C 5 min

94 °C 45 seg

50 °C 45 seg 35 ciclos
72 °C 1 min 30 seg
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72 °C 7 min

El segundo round se llevé a cabo amplificando 1 pl del producto de PCR del primer
round, en las mismas condiciones de reaccién, pero utilizando en este caso 15 pmol de
los oligonucleétidos internos (B3 y B4A). La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador (T-18 IVEMA) con un perfil de ciclado como el descripto para el primer

round.

2.1.5.5 Electroforesis en gel de agarosa

A fin de observar los productos de amplificacion se realizé una electroforesis en gel
de agarosa. El gel se prepar6 con buffer TAE 1X (0,484 % m/v Tris/ 0,1142 % v/v Acido
acético 99.7 %, 0,05M EDTA 0,5 M, pH 8) y 1 % p/v de agarosa y luego se agrego
bromuro de etidio en una concentraciéon de 0,5 ug/ml de gel. Para sembrar las muestras
se utilizé un buffer de siembra de concentracion 10X (glicerol 50 %, TAE 5X, azul de
bromofenol 1 %). La separacion electroforética fue llevada a cabo en buffer TAE 1X 'y
aplicando un voltaje constante de 100 V, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Terminada la corrida, se verifico la amplificacion mediante la visualizacion de las bandas
de ADN en el gel en un transiluminador de luz UV.

Los geles se fotografiaron utilizando un transiluminador de luz ultravioleta y se
digitalizaron utilizando el equipo GelDoc (BioRad) y el software Quantity One 1-D

Analysis Software (versidon 4.6.3) provisto por el fabricante.
2.1.6 Estudios epidemioldgicos

2.1.6.1 Estudio de prevalencia

2.1.6.1.1 Disefio estadistico del muestreo para el estudio de seroprevalencia en
bovinos

Para determinar la prevalencia de BRSV en la regiébn pampeana, se disefié un
muestreo aleatorio en dos etapas. En la primera etapa se seleccionaron los
establecimientos (unidades primarias de muestreo) y en la segunda los animales
(unidades secundaria de muestreo) a incluir en el muestreo. Se seleccionaron entonces
establecimientos de cria, tambos y engordes a corral con una cantidad mayor o igual a
200 animales. De los establecimientos seleccionados sdélo animales mayores a 6 meses
de edad se incluyeron en el estudio, para evitar la deteccidén de anticuerpos calostrales.
Se evaluo la presencia de AN contra BRSV mediante la técnica de SN.

Las muestras para el estudio provinieron de las provincias de Buenos Aires, Cérdoba
y Santa Fe, las cuales concentran el 54.7% de las existencias del pais (Indicadores
Ganaderos 2016, SENASA (SENASA 2017)). Los muestreos se hicieron durante el
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periodo junio 2011- junio 2016 y todos ellos se realizaron con el consentimiento de los
propietarios de los establecimientos.

Para determinar el tamafio de la muestra se consideré un nivel de confianza del 95
%, un error relativo maximo aceptable del 20% dependiendo de la categoria de bovinos
y del sistema productivo. La prevalencia esperada “a priori’, fue establecida en base a
datos bibliograficos.

Para los célculos del tamafio de muestra fue utilizado el software CSurveyVersion
2.0, desarrollado por el Departamento de Epidemiologia de la Universidad de California,
(UCLA).

Las siguientes tablas resumen el disefio del muestreo en los tres sistemas
productivos analizados (Tablas 4 y 5).

Los muestreos realizados en rodeos de cria y tambos se hicieron en dos rangos
etarios distintos mientras que los realizados en establecimientos de engorde a corral,
s6lo abarcaron animales mayores a 6 meses. Esto es asi debido al propio manejo
productivo dentro de cada sistema, resultando imposible hacer una division etaria en
establecimientos de engorde a corral ya que estos van a faena a los 14-15 meses de
edad (Costa y col. 2003; Robert y col. 2009; Pordomingo 2004).

Rodeo de cria y tambo
Edad n° establecimientos | n° bovinos/establecimiento Total
6-18 meses 25 10 250
>18 meses 25 5 125
Total 50 15 375

Tabla 4. Disefio de la toma de muestras para animales de rodeos de criay tambos. Se muestrearon
animales de dos rangos etarios.

Engorde a corral
Edad n° establecimientos n° bovinos/establecimiento Total
> 6 meses 10 180 180

Tabla 5. Disefio de la toma de muestras para animales de establecimientos de engorde a corral. Se
muestrearon animales mayores a 6 meses.

2.1.6.1.2 Evaluacién de la presencia de AN contra BRSV en otras especies

animales de interés agropecuario

Se obtuvieron muestras de especies no bovinas (caprinos, camélidos, ovinos y
bubalinos) de interés productivo de las provincias de Corrientes, Chaco, Salta y de la
region de la Patagonia, a través de muestreos no aleatorios por conveniencia, aportados
por varios grupos de trabajo de las EEA (Estacion Experimental Agropecuaria, INTA)
con los que se han implementado colaboraciones técnicas de diagnéstico (Tabla 6). Se

evaluo la presencia de AN contra BRSV mediante la técnica de SN.
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Regién n
_ Patagonia 130
Caprinos Salta 89
, Patagonia 14
Ol Corrientes 36
Camélidos Corrientes 10
Bufalos Corrientes - Chaco 309

Tabla 6. Muestras obtenidas de especies no bovinas.

2.1.6.2 Estudio de circulacioén viral

2.1.6.2.1 Disefio de estudios longitudinales para la evaluacién de la circulacion de
BRSV

Toma de muestras en establecimientos de engorde a corral.

Se tomaron muestras de sangre de 30 bovinos al tiempo 0 (ingreso al
establecimiento), 30 y 60, en establecimientos de la provincia de Buenos Aires en dos
afos consecutivos (2014 y 2015). Ademas, se tomaron muestras de hisopados a los
tiempos 0, 15y 30.

En estos establecimientos, también se tomaron muestras de pulmén de aquellos
animales que murieron durante los muestreos y que presentaban lesiones compatibles

con enfermedad respiratoria.

Toma de muestras en tambos.

Se evaluaron los niveles de anticuerpos neutralizantes contra el BRSV en bovinos de
un tambo cerrado (rodeo de reposicion propia, es decir, que no incorporan animales de
otros origenes) de la provincia de Santa Fe. Se tomaron muestras de sangre de 60

animales desde su nacimiento hasta los 36 meses de edad, cada tres meses.

Se evalud la presencia de AN contra BRSV mediante la técnica de SN.

2.1.6.3 Analisis estadisticos de los datos

La prevalencia aparente de AN contra BRSV y los intervalos de confianza analizados
para cada uno de los sistemas productivos evaluados se calcularon utilizando el
programa PROMESA para disefios de muestreo en dos etapas.

Para el analisis del muestreo con disefio transversal de engordes a corral, a
proporcién de animales seropositivos entre grupos se comparé mediante el test Chi-
cuadrado y la comparacion del titulo de AN entre grupos se llevé a cabo mediante el test

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons.
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Los datos epidemiolégicos se colectaron mediante entrevistas a los productores de
cada establecimiento de engorde a corral muestreado. Se incluyeron las variables edad,
raza (Holstein, Aberdeen Angus, Hereford) y el peso de cada animal muestreado.
También se recopilaron datos del origen de los animales, el tamafio de la tropa, el
tamanio del establecimiento al cual la tropa fue introducida y el tiempo de permanencia
(nimero de dias desde el ingreso) y la presencia de signos de enfermedad respiratoria
de cada muestra.

Las asociaciones entre las variables independientes (obtenidas a partir del
cuestionario) y el estado seroldgico de BRSV se llevaron a cabo utilizando el test Chi-
cuadrado y se expresé como razon de prevalencia (PR). Se evaluaron ademas, dos
variables dependientes: seropositividad (positivo/negativo) y positivo con titulos de AN
mayores a 32 (Si/No). Para homogeneizar las escalas de las variables explicatorias,
todas las variables cuantitativas se transformaron en cualitativas con dos categorias,

tomando la mediana como el punto de corte.
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2.2 Resultados

2.2.1 Estudio epidemiolégico de BRSV en bovinos de Argentina

2.2.1.1 Obtencion de las muestras

El disefio de obtencién de las muestras se encuentra detallado en la seccion

2.1.6.1.1 de materiales y métodos de este capitulo.

2.2.1.2 Seroprevalencia de BRSV en bovinos de rodeos de cria, tambos y

engordes a corral.

Se obtuvieron 856 muestras de bovinos, tal como se describe en el apartado
materiales y métodos, pertenecientes a los 3 sistemas productivos. La evaluacién de las
mismas por SN mostré una seropositividad del 84,11 %.

En la figura 4 se detallan los porcentajes de seroprevalencia y el promedio de AN de

los animales seropositivos para cada uno de los sistemas productivos y sus respectivos

subgrupos.
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Figura 4. Prevalencias de BRSV en rodeos de cria, tambos y establecimientos de engorde a corral.
Se muestran en el eje X los sistemas productivos con sus respectivos rangos etarios. En el eje Y de la
izquierda se grafico el porcentaje de seroprevalencia (barras) y en el eje Y de la derecha el promedio del
titulo de AN de los animales seropositivos (rombos).
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2.2.1.3 Seroprevalencia en rodeos de cria

Se evaluaron rodeos de cria de las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Cordoba.
En este caso, para cada grupo etario se muestrearon 25 establecimientos, obteniéndose
entre 10-20 muestras y entre 5-25 muestras, de suero, por establecimiento,
respectivamente.

Se analizaron en total 303 muestras para el grupo 6-18 meses. Se detectaron AN
especificos contra BRSV en 242 de las mismas, siendo la prevalencia individual
aparente igual a 79,9 % (intervalo de confianza 95 % (IC= 70,1-89,7 %)).

En el caso del grupo etario de animales mayores a 18 meses se analizaron en total
197 muestras de las cuales 186 resultaron ser seropositivas. La prevalencia individual
aparente fue de 94,42 % (IC = 89,9-98,7 %).

La mediana de las prevalencias intrapredio result6 ser del 85,7 % (rango= 0-100 %) para

el primer rango etario y de 100 % (rango= 66,7-100 %) para el segundo grupo.

2.2.1.4 Seroprevalencia en tambos

El muestreo de tambos presentd conflictos logisticos, debido a la dificultad para
encontrar tambos en los que no se vacunara para BRSV.

Debido a ello, sélo se pudieron analizar en total 59 muestras para el grupo 6-18
meses y se detectaron AN especificos contra BRSV en 44 de esas muestras de suero
analizadas para dicho rango etario. La prevalencia individual aparente fue de 74,4 %
(IC=58,1-92,6 %).

En el caso del grupo de animales mayores a 18 meses se analizaron en total 57
muestras de las cuales 56 resultaron ser seropositivas, siendo la prevalencia individual
aparente igual a 98,25 % para el grupo de 6-18 meses (IC= 94,1-100 %).

Las medianas de las prevalencias intrapredio resultaron ser de 90 % (rango= 30-100

%) para el primer rango etario y de 100 % (rango= 90-100 %) para el segundo grupo.

2.2.1.5 Seroprevalencia en engordes a corral

Se detectaron AN especificos contra BRSV en 160 de 230 muestras de suero
obtenidas. La prevalencia individual aparente de BRSV fue de 78.64 % (IC=66.55-90.75
%).

La mediana de la prevalencia intrapredio resulté ser de 83,33 % (rango= 31,6-100
%).

35



Resultados Capitulo 1. Estudio epidemiolégico del BRSV en Argentina

2.2.1.5.1 Analisis de factores asociados a la seroprevalencia para BRSV en
engordes a corral

Con el objetivo de identificar potenciales factores asociados a la seropositividad a
BRSV, junto al muestreo de los establecimientos de las provincias de Santa Fe y
Cérdoba para evaluar la prevalencia se llevé a cabo un cuestionario a los encargados
de dichos establecimientos a fin de registrar parametros considerados de relevancia
para la infeccién por BRSV. Los factores que se registraron fueron elegidos a partir de
una busqueda bibliogréfica: edad, peso y raza de los animales, tamafio de la tropa,
tiempo de estadia en el establecimiento (nUmero de dias desde la llegada), origen de
los animales, presencia/ausencia de signos de enfermedad respiratoria durante el
muestreo y temporada en la que se realiz6 el muestreo.

Las asociaciones entre variables independientes (factores obtenidos a partir del
cuestionario) y el estado seroldgico de BRSV se analizaron usando el test Chi-cuadrado
y expresadas como razén de prevalencia (PR). Se llevaron a cabo 2 analisis
independientes, utilizando como variables dependientes:  seropositividad
(Positivo/Negativo) y positividad con titulo de AN >32 (Si/No), debido a que, en base a
datos bibliogréaficos, titulos mayores a 32 se consideran elevados. Con el objetivo de
homogeneizar las escalas de las variables explicatorias, todas las variables cuantitativas
se transformaron a variables cualitativas con dos categorias, tomando las medianas
como el punto de corte.

Los establecimientos de engorde a corral en Argentina suelen comprar animales de
diferentes fuentes, algunos provienen por compra directa de rodeos de cria mientras
gue otros provienen por compra indirecta en ferias o remates. Debido a esto, la mezcla
de animales de distintos origenes es comun. En muchos trabajos, esta practica ha sido
altamente asociada con una mayor frecuencia de ERB, como una consecuencia
evidente de mezclar animales con diferentes estados inmunolégicos o infecciosos
(Hilton 2014; Martin y col. 1982; Martin 1983).

Mediante un analisis preliminar en un test Chi-cuadrado se observé asociacion de la
edad vy el origen de los animales con la presencia de AN contra BRSV en el andlisis
univariable. El resto de las variables ensayadas (raza, temporada de muestreo,
presencia de signos clinicos y tamafio de la tropa) no mostraron asociacion significativa

con la seropositividad.
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Con respecto a la segunda variable analizada, es decir positividad a titulo de AN >32
(Si/No), el test Chi-cuadrado preliminar mostré asociacion (p<0,10) entre la presencia
de altos titulos de AN contra BRSV y los factores de riesgo: edad, origen de los animales,

presencia de signos clinicos y tamafio de la tropa (Tabla 7).

Variables Categorias PR 95%IC
<9*

Edad (meses) 1,39 [1,07-1,79]
>9

Compradirecta*
Origen 2,27 [1,45-3,56]
Compraindirecta

<2000~

Tamafio de la tropa 2,09 [1,21-3,58]
> 2000
No *

Signos clinicos 1,79 [1,17-2,74]
Si

Tabla 7. Variables asociadas a nivel individual (p<0.1) con presencia de altos titulos de AN (>32) en
establecimientos de engorde a corral de Argentina. *Categoria de referencia

A su vez, como los animales de dicho relevamiento fueron muestreados en diferentes
periodos de dias luego de su llegada al establecimiento, (Mediana de 35 dias; rango=
4-70) resulté de nuestro interés evaluar la asociacion entre los titulos de AN y el tiempo
de permanencia en el engorde a corral. Para ello, el total de animales se dividié en dos
grupos: animales que habian pasado menos de 35 dias (Grupo A: <35) o animales que
habian superado los 35 dias de estadia en el establecimiento (Grupo B: >35) al
momento del sangrado.

Los porcentajes de prevalencia de animales seropositivos en los dos grupos variaron
de 70,2 % a 89,6 %, siendo esta diferencia significativa (x?>=13,64, p<0,0002). Ademas,
el grupo B mostré una media de titulos de NA (igual a 64) significativamente mayor que

el grupo A (igual a 8) (p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5: Frecuencia de los titulos de AN en los grupos definidos de acuerdo al tiempo de
permanencia en el establecimiento de engorde a corral. Las barras negras representan a aquellos
animales que permanecieron < 35 dias en el establecimiento mientras que las barras grises representan a
aquellos que permanecieron por mas de 35 dias.

Estos resultados representan una evidencia indirecta de la circulacion activa del
agente en el sistema productivo. Por lo que posteriormente, se propuso realizar ensayos
longitudinales en el sistema de engorde a corral, para poder, por un lado, corroborar

circulacion del virus y, por el otro, intentar la identificacién del agente.

2.2.2 Estudio de prevalencia en otras especies animales de interés agropecuario

En paralelo a los estudios de prevalencia descriptos anteriormente, a través de
muestreos no aleatorios por conveniencia, se evaluo la presencia de AN en cabras,
ovejas, bufalos y llamas de distintas regiones de Argentina. En la siguiente figura se

detallan los resultados obtenidos (figura 6).
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Figura 6. Prevalencias del BRSV en otras especies de interés agropecuario. Se muestran en el eje X
las especies analizadas con sus distintos origenes. En el eje Y de la izquierda se grafico el porcentaje de
seroprevalencia (barras) y en el eje Y de la derecha el promedio del titulo de AN de los animales
seropositivos (rombos).

En todas las especies evaluadas se pudo detectar AN contra el BRSV. Aunque el
muestreo no tuvo un disefio estadistico, los valores observados entre las distintas
especies y regiones evaluadas podrian sugerir diferencias tanto en la prevalencia de AN

contra BRSV como en el titulo de los mismos.

2.2.3 Estudios longitudinales para evaluar la dinamica de infeccién y la

circulacion de BRSV

2.2.3.1 Estudio de dinamica de la infeccién en un tambo
Durante el muestreo llevado a cabo para el estudio de prevalencia, surgié la

oportunidad de disefar y llevar a cabo un estudio longitudinal en un tambo cerrado de
la provincia de Santa Fe, con el objeto de evaluar la circulacion viral y estudiar la
dindmica de AN contra este virus. Para esto, se tomaron muestras de sangre de 60
animales desde su nacimiento hasta los 36 meses de edad a intervalos de 3 meses.
Ninguno de los animales ni las madres de los mismos recibieron vacunacion para BRSV
durante el ensayo. La deteccién de anticuerpos contra BRSV se realiz6 mediante la

técnica de seroneutralizacion viral.
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En la figura 7 se esquematizan las etapas del el manejo productivo dentro del tambo.
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Figura 7. Manejo productivo dentro del tambo. Se muestran las distintas etapas que atraviesan los
animales dentro de un ciclo productivo, desde que nacen hasta los 3 afios de edad.

Con el fin de determinar la dinamica de infeccién y el titulo de AN, se analizé entonces

la seroprevalencia y el promedio del titulo de AN contra BRSV a lo largo del tiempo

(figura 8).
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Figura 8. Seroprevalencia 'y promedio del titulo de AN contra BRSV a lo largo del tiempo. Las barras
representan el porcentaje de seroprevalencia de cada tiempo evaluado y la curva del promedio de AN de
los animales seropositivos en cada tiempo.
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En la etapa 1, se observaron altos niveles de AN calostrales al momento del
nacimiento, lo que sugiere la transferencia pasiva calostral y la infeccion de las madres.
Luego estos niveles descendieron abruptamente resultando en su mayoria (95 %)
seronegativos al mes 8.

En la etapa 2, cuando ocurre el primer movimiento de los animales hacia pasturas
con otros animales de su misma edad, se observé que al mes 11 ocurrié la primo-
infeccién, evidenciada por el aumento del titulo de AN que luego se mantuvo constante
con valores de seroprevalencia de 60 %.

En la etapa del parto, se produjo un descenso significativo del porcentaje de
seroprevalencia.

Por dltimo, en la etapa 3, una vez ocurrido el parto y con el ingreso de los animales
al ciclo productivo (rodeo de ordefie), se observd un aumento del valor de
seroprevalencia alcanzando una prevalencia del 100 % en el mes 27 conjuntamente con
un aumento del promedio del titulo de AN significativamente superior a los titulos
obtenidos durante la etapa 2.

Se analizaron también, los porcentajes de seroconversion en cada uno de los
tiempos. Se consideré que un animal seroconvirtid cuando el titulo de AN habia variado

en un total de 4 diluciones en base 2 (figura 9).
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Figura 9. Porcentajes de seroconversion en un tambo en funcidon de la edad de los animales. Las
barras representan el porcentaje de animales que presentaron seroconversion en cada tiempo evaluado.

Se detectaron dos puntos criticos de infeccion y reinfeccion a los meses 11y 27 con

porcentajes de seroconversion de 30 % y 45,7 %, respectivamente.
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2.2.3.2 Estudio longitudinal de circulacion viral de BRSV en establecimientos de
engordes a corral

A partir de los resultados descriptos en la seccion 3.1.2.3 en colaboracion con el
grupo de Patologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de La Plata
(Dr.Luis Fazio y Vet. Nicolas.Streitenberger) se llevaron a cabo dos ensayos
longitudinales en engordes a corral (denominados, de ahora en mas, engorde a corral 1
y engorde a corral 2) de la provincia de Buenos Aires.

En ambos ensayos se tomaron muestras de sangre de 30 bovinos de entre 6 y 9
meses al comienzo del ensayo (t0) y a los 30 y 60 dias posteriores (t30 y t60). Estos
animales no habian recibido vacunacion previa para BRSV. Se midieron AN contra

BRSV mediante seroneutralizacién viral.

En el caso del engorde a corral 1, se observo que el 76,6 % (n=23) de los animales
seroconvirtieron al tiempo 30 (Figura 10).
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Figura 10. Titulo de AN de cada uno de los animales del establecimiento de engorde a corral 1 a los
tiempos 0, 30 y 60. Se expresa el titulo de AN en el eje Y en escala logaritmica. Las flechas indican los
animales que seroconvirtieron durante la experiencia.
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Para el caso del engorde a corral 2, se observo un 43,3 % de seroconversion al t30
(n=13) tal como se observa en la figura 11. Ademas, 1 animal evidenci6é seroconversion
al t60.
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Figura 11. Titulo de AN de cada uno de los animales del establecimiento de engorde a corral 2 a los
tiempos 0y 60. Se expresa el titulo de AN en el eje Y en escala logaritmica. Las flechas indican los animales
gue seroconvirtieron durante la experiencia.

2.2.3.1.1 Deteccion de ARN viral en muestras de casos clinicos

Durante los muestreos en los dos engordes a corral, se tomaron ademas, muestras
de hisopados nasales al inicio del muestreo y a los dias 14 y 30, asi como también, se
realizaron necropsias de los animales de esas tropas, que murieron por enfermedad

respiratoria, tomando muestras de pulmén para deteccion de ARN y aislamiento viral.

Hisopados nasales:

Se seleccionaron las muestras de los animales que presentaron seroconversion, y
se realizo el procesado de los hisopados nasales, tal como se describio en la seccion
2.1.4.3 de materiales y métodos de este capitulo.

Se detecto la presencia de ARN viral, en dos hisopos pertenecientes a los animales

n° 26 y n° 29 del primer ensayo longitudinal realizado (engorde a corral n°1) (figura 12).

43



Resultados Capitulo 1. Estudio epidemiolégico del BRSV en Argentina

ADNCc hisopados nasales
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Figura 12. RT- Nested -PCR a partir de ARN viral de hisopados nasales. A partir del ARN viral extraido
de las muestras numero 1, 4, 6, 10, 11, 14, 15, 21, 22, 24, 26, 29 y 30 se realiz6 una RT-nested PCR
utilizando un par de oligonucleétidos que amplifican especificamente un fragmento interno de 481 pb del
gen F. NT1, NT2, NT3: controles sin templado de cada uno de los pasos de la RT-Nested-PCR; C+: control
positivo (ARN extraido de células infectadas con BRSV): M: L100 kpb DNA Ladder (PB-L Productos Bio-
Légicos®).

Muestras de pulmon:

Tal como se mencioné previamente, durante los muestreos de los ensayos
longitudinales en engordes a corral, se realizaron también las necropsias de todos los
animales que murieron durante el ensayo, tomandose muestras de pulmén en los casos
gue presentaban lesiones compatibles con enfermedad respiratoria. Se analiz6 un total
18 pulmones, y se logré detectar la presencia de ARN viral en 5 de esas muestras (figura
13).

ADNCc pulmones ADNCc pulmones

M C+ NT1 NT2 NT3 1 2 3 4 5 NT1 NT2NT3 M C+

4481 pb

Figura 13. RT- Nested -PCR a partir de ARN viral de pulmones. A partir del ARN viral extraido de las
muestras namero 1, 2,3,4 y 5 se realizé una RT-nested PCR utilizando un par de oligonucleétidos que
amplifican especificamente un fragmento interno de 481 pb del gen F. NT1, NT2, NT3: controles sin
templado de cada uno de los pasos de la RT-Nested-PCR; C+: control positivo (ARN extraido de células
infectadas con BRSV): M: L100 kpb DNA Ladder (PB-L Productos Bio-L6gicos®).

A su vez, luego de realizar los andlisis bacteriol6gicos correspondientes, se
determiné que dos de los 5 pulmones positivos por RT-nPCR, presentaron aislamiento

positivo para Manhemmia haemolytica, bacteria perteneciente al CRB.
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Posteriormente, se llevé a cabo el aislamiento viral en células MDBK (ver apartado
2.1.4.4 de materiales y métodos de este capitulo) a partir de los extractos de los
pulmones e hisopados nasales en los que se detecto la presencia de genoma viral. Sin
embargo, aun habiendo realizado un total de 5 pasajes ciegos no se obtuvieron

resultados favorables.
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CAPITULO 2. Desarrollo de un candidato vacunal
basado en MVA.

3.1 Materiales y Métodos

3.1.1 Células y virus.

3.1.1.1 Células

Se emplearon cultivos primarios de fibroblastos de embrion de pollo (FEP)
preparados a partir de huevos embrionados de 10-11 dias, provistos por la Estacion
Experimental Agropecuaria (EEA) Pergamino del INTA, de acuerdo al protocolo
descripto por Staib y colaboradores (Staib, Drexler, y Sutter 2004). Las monocapas
celulares se sembraron en los recipientes de cultivo como se indica en la Tabla 8 y se

incub6 durante 24 h a 37 °C en estufa gaseada conteniendo 5 % de COa.

Recipiente de Superficie | Volumen sembrado | Densidad celular
cultivo pléastico (cm?) (ml) sembrada (cél/ml)
P60: Placa de Petri 6
de 60 mm (NUNC) 21 5 1x10
Frasco T25 (GBO) 25 7 1x10°
Frasco T75 (GBO) 75 30 1x10°
Frasco T175 (GBO) 175 50 1x10°
Placa de 6 pocillos 6
(NUNC)* 10 3 1x10
Placa de 24 pocillos 5
(NUNC)* 2 1 7,5x10

Tabla 8. Cantidad de fibroblastos de embrién de pollo sembrados en recipientes de cultivos
plasticos. *se indican las cantidades por pocillo.

3.1.1.2 Virus

En este trabajo se utilizé el virus MVAAQ008-Bgal (mencionado de ahora en adelante
como MVA-bgal) obtenido previamente en el Instituto de Biotecnologia, INTA Castelar
(Falivene y col. 2012). Este virus carece del gen MVAOOSL (que codifica para la proteina
de union a interleuquina 18) y se obtuvo por reemplazo alélico con un cassette para la
expresion de la enzima marcadora B-galactosidasa (gen lacZ rio abajo del promotor del
gen H6 del virus Vaccinia).

La multiplicacién de los virus MVA recombinantes se realiz6 en cultivos primarios de
FEP.
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Para los ensayos de inmunizacién, se utilizd, ademas, virus BRSV producido como
se describi6 en el punto 2.1.2.2 de Materiales y métodos del Capitulo 1. Para el desafio

viral, se prepar6 BRSV segun lo descripto en el apartado 1.1 del anexo.

3.1.2 Animales

Para los ensayos de evaluacion de la vacuna experimental se utilizaron ratones
hembras de la cepa BALB/c de 5 semanas de edad certificados como libres de
patégenos especificos (SPF). Los animales se adquirieron en el Bioterio de la Fundacién

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.
3.1.3 Obtencidn del vector de transferencia para MVA

3.1.3.2 Clonado del producto de amplificacion del gen codificante de la proteina

F en el plasmido pGEM-T Easy

3.1.3.2.1 Amplificacién del gen codificante de la proteina F mediante RT-PCR

Para la obtencion de ADN complementario (ADNc) del gen que codifica para la
proteina F se llevé a cabo una reaccion de transcripcion reversa y PCR (RT-PCR) a
partir del ARN extraido de virus BRSV cepa A51908 (ver apartado 2.1.5.1 de materiales
y métodos del capitulo 1) y los oligonucleétidos sentido y antisentido (Ffw y Frev),
disefiados para amplificar el gen completo de la proteina F (desde el ATG hasta el codon
STOP, indicados en negrita), que ademas aportan sitios de reconocimiento para
enzimas de restriccion (Nhe | y Nco |, subrayados) que permitiran el clonado
direccionado del amplicon en el vector de transferencia para MVA:

e F Fw (sentido): GCTAGCATGGCGACAACAGCCATGAGGATG

e Frev (antisentido): AGGCCTTTATATGGAGGTGTGTTGTTAG

La reaccion de transcripcion reversa se realizé de manera similar a la descripta en
elapartado 2.1.5.3 de materiales y métodos del capitulo 1 pero utilizando 0,1 pug de cada
uno de los oligonucleétidos F Fw y Frev. Una vez obtenido, el ADNc se almacené a -20
°C hasta su utilizacion.

Luego, la reaccion de amplificacion por PCR se realiz6 bajo las siguientes
condiciones: para 25 pl finales se utilizaron 1-3 ng de ADNc; 2,5 ul de buffer de la enzima
Tag ADN polimerasa 10X; 1,5 ul de MgCl; 25 mM; 0,5 pl de dNTPs 10 mM (Invitrogen);
0,01 pg de cada oligonucledtido (F fw y F rev); 0,5 ul (2U) de Tag ADN polimerasa
(Invitrogen) y agua DEPC (Sigma) c.s.p 25 pl. Como control negativo para asegurar la
ausencia de contaminantes se prepar6 un tubo de reaccién sin templado.

El perfil de ciclado se detalla a continuacion:
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94 °C 5 min

94 °C 1 min

55°C 1 min 35 ciclos
72 °C 1 min 30 seg

72 °C 7 min

La separacion electroforética de los productos de amplificacion se llevé a cabo tal
como se describié previamente en el punto 2.1.5.5 de materiales y métodos del capitulo
1.

Las amplicones resueltos mediante electroforesis en geles de agarosa fueron
escindidas del gel con bisturi y purificadas utilizando el kit Qiaex Il purification system
(Qiagen) segun el protocolo recomendado por el fabricante. EI ADN obtenido se

resuspendié en una solucién de Tris-HCI 10mM pH 8.

3.1.3.2.2 Reacciones de ligado molecular

Para el ligado molecular del producto de amplificacion correspondiente al gen F en
el plasmido pGEM-T Easy (Promega) se utilizaron 50 ng de vector y diferentes
cantidades de inserto para las relaciones molares de vector: inserto (1:1, 1:3 y 1:5). La
reaccion se llevé a cabo en un volumen de 10 pl, en presencia del buffer de ligacién
especifico y 0,1 U de la enzima T4 ADN ligasa (Promega). La reaccion se incub6 a 16
°C durante 16 h. Siempre se realizé un control de ligacién con vector y sin inserto para,
posteriormente, estimar el aporte de vector sin digerir o religado al nimero de colonias

transformantes.

3.1.3.2.3 Transformacion de bacterias Eschericha coli DH5a

Las bacterias se hicieron competentes para la transformacién mediante el método de
Hanahan (Hanahan 1985) y se guardaron congeladas a -70°C hasta su uso.

Las bacterias competentes se descongelaron y se mantuvieron en hielo por 10 min.
A 100 ul de bacterias se le agregaron 2,0-2,5 ul del producto de las reacciones de ligado,
se mezclaron por pipeteo e incubaron en hielo durante 30 min. Posteriormente, se
realizd un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y se dejé en hielo durante 2 min
adicionales. Luego, se agregaron 900 pl de medio Luria-Bertani (LB: triptona 5 g/l,
extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l), se incubaron durante 1 h con agitacion suave a
37 °C. A continuacion, se centrifugaron a 1000 x g durante 10 min. Una vez concluida
la centrifugacion, se descartaron 800 pl de sobrenadante y los 200 pl restantes se

utilizaron para resuspender las bacterias que luego se plaquearon en placas de LB agar
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(1,5 g/100 ml) suplementadas con ampicilina a una concentracion final de 100 ug/ml
para la seleccion de las bacterias transformadas con los plasmidos.

En el caso de las colonias bacterianas transformadas con plasmido pGEM-T Easy
gue portan como inserto el amplicon del gen F se realiz6 la identificacion mediante la
expresion del gen lacZ para lo cual se usaron placas de LB-agar/Ampicilina
suplementadas con 40 ul de IPTG (isopropil-1-tio-p-D-galactésido, 0,1 mM) y 60 pul de
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactésido, 20 mg/ml). De esta forma, se
identificaron las colonias blancas o azules que corresponden a bacterias transformadas
con el plasmido con inserto o sin inserto, respectivamente.

Las placas se incubaron a 37 °C toda la noche. Las colonias obtenidas se picaron e
inocularon en tubos conteniendo 3-5 ml de LB/ampicilina, los cuales se incubaron a 37
°C con agitacion durante toda la noche. Una alicuota de estos cultivos se mezcl6 en una
relacion 1:1 con glicerol 50 % para su conservacion a — 80 °C y el resto se utiliz6 para

extraer el ADN plasmidico.

3.1.3.2.4 Purificacién rapida de ADN plasmidico y andlisis de clones
recombinantes

Se utilizé el método de laboratorio denominado “boiling method”. Para ello se partié
de 1,5 ml de cultivo de bacterias crecidas durante toda la noche a 37 °C en presencia
del antibidtico de seleccion. Brevemente, el cultivo bacteriano se cosechd por
centrifugacion a 16000 x g en una microcentrifuga durante 2 min a temperatura
ambiente. Luego de descartar el sobrenadante, el pellet se resuspendié con 400 ul de
solucién STET-Sacarosa (sacarosa 8 %, Tris HCI 50mM, EDTA 50 mM, pH 8, Triton X-
100 5%) adicionada con lisozima (1 mg/ml). Las muestras se hirvieron durante 1 min y
se centrifugaron a 16000 x g durante 15 min a temperatura ambiente. Se recuperé el
sobrenadante en un microtubo nuevo, se agregaron 400 pl de isopropanol y se mezclé
por inversion. Luego, las muestras se centrifugaron a 16000 x g durante 15 min a
temperatura ambiente. Se descart6 el sobrenadante y se seco el pellet. Finalmente, se
resuspendio el pellet en 20 pl de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH: 7,6).

Para corroborar la presencia del inserto correspondiente al gen de interés, los
plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccion Nhe |y Nco | y se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa (punto 2.1.5.5 de materiales y métodos del
capitulo 1), identificando los plasmidos recombinantes por la presencia de un fragmento

de aproximadamente 1700 pb.
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3.1.3.2.5 Preparacién de ADN plasmidico de alta calidad

Para la obtencion de ADN plasmidico de alta calidad para secuenciacion se utilizaron
los kits comerciales Wizard Minipreps (Promega), Wizard Midipreps (Promega) y
Plasmid Purification Mini Kit (Qiagen) segun especificaciones del fabricante. En general,
el ADN se resuspendié en 50-100 pl de agua bidestilada estéril y el rendimiento
promedio fue de 200-400 ng/pl.

Para purificar ADN plasmidico de alta calidad para la transfeccion de células
eucariotas y para las inoculaciones en ratones, se emplearon los kits comerciales
Plasmid Purification Midi Kit (Qiagen) y Plasmid Purification Mega Kit (Qiagen)
respectivamente. La concentracion de ADN se determind a 260 nm en un Nanodrop ND-
1000 (Thermo Scientific). El rendimiento promedio de las midi preparaciones de ADN

fue de 500-600 ng/pl y el de las mega preparaciones de ADN fue de 3-4 pg/pl.

3.1.3.2.6 Secuenciacion de ADN

Para verificar la identidad de los clones recombinantes se realiz6 la secuenciacion
automatica de los mismos en el Servicio Interno de Genotipificacion y Secuenciaciéon
Automatizada (UGB) del Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar. Los plasmidos
purificados por los kits comerciales previamente descriptos se secuenciaron con los
oligonucledtidos correspondientes, empleando el kit de secuenciacibn BigDye
Terminator v3.1 y el secuenciador automatico Genetic Analyzer de Applied Biosystems
(ABI) 3130xl.

3.1.3.3 Clonado del gen de la proteina F de BRSV en el vector de transferencia
para MVA.

El gen de la proteina F de BRSV (A51908) se obtuvo a partir del plasmido pGEM-T-
F obtenido en este trabajo.

Se utilizé el vector de transferencia denominado VT-MTK-GUS-EL (figura 14) (Maria
Florencia Ferrer y col. 2011), el cual permitié la insercién del gen de interés dentro del
genoma de MVA interrumpiendo en el gen viral MVAO86R que codifica para la enzima
timidina quinasa (TK) viral. Este vector de trasferencia posee el cassette de expresion
de la enzima marcadora B-glucuronidasa (GUS, codificada por el gen uid A) rio abajo
del promotor del gen H6 del virus vaccinia. Por la estrategia de clonado la expresion del

gen foraneo esta dirigida por el promotor temprano/tardio sintético pE/L de poxvirus.
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Nhe | —=Nco | —Stu |

A
— 7Ki | pE/L > uidA < pH6 | TKd |—
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VT-MTK-GUS-EL

_| AmpR I

Figura 14. Esquema del vector de transferencia VT-MTK-GUS-EL.

El vector (VT-MTK-GUS-EL) y el inserto (pGEM-T-F) se digirieron con las enzimas
de restriccion Nco | y Nhe |. Brevemente, se utilizaron 1-10 yg del ADN, 5 U de cada
enzima, buffer de restriccion apropiado en un volumen final de 20-50 pl. Las reacciones
se incubaron de 2 a 3 h a 37 °C y las enzimas se inactivaron durante 30 min a 70°C. El
fragmento F digerido se purificd en geles de agarosa como se describié previamente.
Para evitar la religacion del plasmido, se realiz6 la remocién de los grupos fosfato de los
extremos 5’ del vector digerido tratando el ADN plasmidico purificado a partir de geles
de agarosa con 5 U de la enzima fosfatasa alcalina de camaron (SAP, Promega) por 15
min a 37 °C. La inactivacién de la enzima SAP se realizd por calor y se procedi6 a
realizar la reaccion de ligado molecular sin necesidad de pasos adicionales de
purificacion del ADN.

Para el ligado molecular del inserto F al plasmido VT-MTK-GUS-EL, se utilizaron
entre 35y 50 ng de vector y diferentes cantidades de inserto para las relaciones molares
de vector: inserto (1:1, 1:3 y 1:5). La reaccion se llevo a cabo en un volumen de 10 pl,
en presencia de buffer de ligacion especifico y 0,1 U de T4 ADN ligasa (Promega). La
reaccion se incubd a 16 °C durante 16 horas. Se realiz6 un control de ligacién con vector
y sin inserto para, posteriormente, estimar el aporte de vector sin digerir o religado al
numero de colonias transformantes.

Posteriormente, se utilizaron 2-5 pl de la reaccidon de ligado molecular para
transformar bacterias Eschericha coli DH5a competentes (segun lo descripto en
apartado 3.1.3.2.3 de materiales y métodos de este capitulo). A partir de las colonias
bacterianas transformantes se purificé el ADN plasmidico, se realiz6 el analisis de los
clones por digestion con enzimas de restriccion y posterior secuenciacion de los clones
positivos, denominados VT-MTK-F, segun la metodologia descripta en los apartados

3.1.3.2.4 a 3.1.3.2.6 de materiales y métodos de este capitulo.

3.1.4 Técnicas para la obtencién de virus MVA recombinantes
Todos los procedimientos se llevaron a cabo en flujos laminares verticales, utilizando

medios y sueros estériles precalentados a 37 °C y tips con filtro.
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Los medios utilizados fueron:

Medio de crecimiento: medio minimo esencial modificado por Dulbecco (MEM-D;
Gibco) suplementado con 0,3 mg/ml de L-glutamina, 3,7 mg/ml de bicarbonato de sodio
(ICN), 10 % de suero fetal bovino irradiado (Internegocios), 50 ug/ml de gentamicina, 66
ug/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina.

Medio de mantenimiento: medio de crecimiento pero conteniendo 2 % de suero
fetal bovino y suplementado con antibiético/antimicético 1X (100 U/ml de penicilina, 100
ug/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de antimic6tico Fungizone®, Gibco), Hepes (acido
4-(2-hidroximetil) 1-piperazin-etan-sulfénico, Sigma) 25 mM pH 7,5.

Medio de placa semisélido: MEM-D 2X suplementado con 2 % de suero fetal
bovino, antibiético/antimicético 1X (Gibco), Hepes 25 mMy 0,7 % de agarosa de tipo VII
de bajo punto de fusion (Sigma).

Medio de placa semisolido con sustrato: medio de placa semisdélido suplementado
con 0,35 mg/ml de Bluo-gal (5-bromo-3-indolil-B-D-galactopiranésido) para B-
galactosidasa o0 0,2 mg/ml de X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido) para 3-

glucuronidasa.

3.1.4.1 Preparacion de stock viral de MVA recombinantes

Monocapas de FEP 80-90 % confluentes, crecidas en botellas plasticas de 25, 75 o
175 cm?se lavaron con PBS y se infectaron con 0,5-1 ml de virus a una multiplicidad de
infeccion (MOI) [unidad formadora de placa (ufp)/célula] de 0,01-0,05. Se incubaron
durante 45 min a 37 °C, CO, 5 % y posteriormente se agregaron 5-30 ml de medio de
mantenimiento. Las células se incubaron durante 3-4 dias hasta la observacion de
efecto citopatico. Finalmente las células y los sobrenadantes de infeccién se juntaron y
se congelaron a -70 °C. Con el propdsito de lisar las células y favorecer la liberacién del

virus, se realizaron 3 ciclos de congelado (-70 °C) y descongelado (37 °C).

3.1.4.2 Titulacién de los stocks de MVA recombinantes

Se realizaron diluciones seriadas al décimo de la suspensién viral. Las monocapas
de FEP 90% confluentes, crecidas en placas de 6 pocillos (P6) o en placas de 60 mm
de didmetro (P60), se lavaron con PBS y se infectaron con 300-500 pl de las diluciones
virales correspondientes. Luego de 45 min de adsorcion a 37 °C, con agitacion cada 15
min, los inéculos se descartaron y las monocapas se lavaron nuevamente.
Posteriormente, se agregaron 3 ml de medio de placa semisdlido. Se dejé solidificar a
temperatura ambiente durante 20 min y luego se incub6 en estufa gaseada hasta la
visualizacién de las placas de lisis (aproximadamente 5 dias posteriores a la infeccion).

En ese momento, se agregaron 2 ml de medio de placa semisdlido con el sustrato
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correspondiente para cada enzima marcadora (Bluo-gal para el virus MVA-bgal o X-gluc
para el virus MVA-F) y las células se incubaron hasta la visualizacién de placas de lisis
azules.

El titulo del stock viral se expresé como unidades formadoras de placas de lisis (ufp)
por ml, eligiendo la dilucién viral donde se pudieran contar 30-100 placas de lisis / P60

0 10-50 placas de lisis/ pocillo de P6.

3.1.4.3 Obtencién de los virus MVA-F

Se utilizé el protocolo implementado previamente en el Instituto de Biotecnologia. Se
infecté una monocapa de FEP (60-70 % de confluencia) crecida en una botella plastica
de 25 cm?con 0,8 ml de virus MVA-bgal a una multiplicidad de infecciéon de 0,01. Para
permitir la adsorcion y entrada del virus se incubé durante 2 h (con agitacién cada 15
min) a 37°C, con 5 % de CO,. Posteriormente, se agregaron 5 ml de medio de
mantenimiento y se incubd por 1-2 horas en las mismas condiciones.

Mientras tanto, se prepar6 la mezcla ADN/lipofectamina y para ello, en 2 tubos de
microcentrifuga se incubaron por separado 6,25 pl de lipofectamina (Lipofectamine
2000, Invitrogen) y 10 ug de ADN plasmidico VT-MTK-F, diluidos en 120 pl de MEM-D,
durante 30 min a temperatura ambiente. Los complejos ADN-lipofectamina se
prepararon mezclando los 120 pl de ADN con los 120 pl de lipofectamina en un tubo
plastico de 5 ml e incubando durante 15 min a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de incubacion, a los complejos se les agreg6 2 ml de MEM-D.
Las monocapas se lavaron dos veces con PBS, se agreg6 la mezcla ADN/lipofectamina
lentamente y se incubd durante al menos 1 h a 37°C, CO; 5 %. Posteriormente, se
agregaron 3 ml de medio de mantenimiento y se incub6 durante 16 horas a 37 °C, CO;
5 %. Al dia siguiente, se descart6 el medio y se agregaron 5 ml de medio de
mantenimiento. Se incubd hasta la visualizacion de efecto citopéatico generalizado, se
colectaron juntos el sobrenadante y las células, y se conservaron a -70 °C.

Luego de 3 ciclos de congelado (-70 °C) y descongelado (37 °C), el virus obtenido se
titul6 en monocapas de FEP segun el protocolo descripto anteriormente. Una vez
visualizadas las placas de lisis (4-5 dias posteriores a la infeccion) se realiz6 el
screening de los virus recombinantes por su capacidad de producir placas de lisis azules
en presencia del sustrato X-gluc. Brevemente, se agregaron 2 ml de medio de placa
semisélido con sustrato, las células se incubaron hasta la visualizacién de placas de lisis
azules y utilizando tips con filtro se picaron algunas placas de lisis azules en un
microtubo conteniendo 500 pl de medio MEM-D. Las suspensiones virales se

sometieron a 3 ciclos de congelado (-70 °C) y posterior descongelado (37 °C).
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Se repitié el clonado viral once veces hasta obtener un stock viral recombinante
homogéneo, es decir, que producia 100 % de placas de lisis azules. Finalmente, se

amplificé el virus recombinante MVA-F para su posterior caracterizacion.

3.1.4.4 Purificacion de los stocks virales MVA recombinantes

Se infectaron FEP con los virus MVA-bgal o MVA-F (10 T175/irus) segun el
protocolo detallado anteriormente (punto 3.1.4.1 de materiales y métodos de este
capitulo).

Con el propésito de lisar las células y favorecer la liberacion del virus, se realizaron
3 ciclos de congelado (-70 °C) y descongelado (37 °C). Luego, se realizaron 4 ciclos de
sonicado utilizando el equipo Sonics VCX-750 Vibra Cell Ultra Sonic Processor. Cada
ciclo consistio de 5 pulsos de 2 seg cada uno con 1 seg sin sonicar entre pulso y pulso.
El tiempo de pausa entre ciclo y ciclo fue de 30 seg. Se sonicaron 200 ml por ronda,
utilizando un tip de 13 mm de diametro (1/2"), a intensidad alta (amplitud=80 %), en
hielo. Luego, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm en rotor JA-10
(Beckman Coulter), a 4 °C. Los sobrenadantes se filtraron a través de una gasa estéril
mientras que los pellets se resuspendieron en 10 ml de medio MEM-D, se sonicaron y
se centrifugaron de igual manera a la descripta anteriormente. Los sobrenadantes
obtenidos luego de las dos centrifugaciones se recuperaron.

Para concentrar las muestras, los sobrenadantes se centrifugaron durante 90 min a
20500 rpm en rotor 45Ti (Beckman Coulter), a 4 °C. Los sobrenadantes se descartaron
y los pellets obtenidos se resuspendieron en 1 ml de buffer TMN (Tris HCI 0,01 M pH
7,5, MgCl; 1,5 mM, NaCl 10 mM) por pipeteo y se agitaron con vortex durante varios
minutos. Las suspensiones virales obtenidas se sonicaron de manera similar a la
descripta anteriormente pero utilizando un tip de 3 mm de diametro (1/8"), a intensidad
media (amplitud=30 %).

Las suspensiones virales se clarificaron por centrifugacion a 445 x g durante 5 min,
a 4 °C. Los pellets se descartaron y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios.

Se procedi6 al armado de un colchén de 10 ml de sacarosa 25 % v/v (100 g
sacarosa/300 ml de buffer TMN) y las suspensiones virales se depositaron suavemente
sobre el colchén (8 ml por virus). Se ultracentrifugd durante 2,5 h a 39000 rpm en rotor
70Ti (Beckman Coulter), a 4 °C. El pellet final obtenido se resuspendié en buffer TMN
(entre 0,75 y 1,5 ml totales) y se agité con vortex vigorosamente. Por ultimo, la
suspension viral purificada se alicuoté en tubos de microcentrifuga y se almacené a —70
°C.

Una alicuota de los virus purificados se utilizé para infectar FEP y calcular el titulo de

los stocks virales (ver apartado 3.1.4.2 de materiales y métodos de este capitulo).
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3.1.5. Caracterizacién molecular de los virus MVA-F recombinantes
3.1.5.1 Analisis de los MVA recombinantes mediante PCR

Se infectaron FEP crecidos en placas P60 con 500 pul del virus MVA-F (diferentes
clones) o MVA-bgal. Para permitir la adsorcion y entrada del virus las placas se
incubaron durante 45 min a 37 °C y, posteriormente, se agregaron 3 ml de medio de
mantenimiento. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C y a los 5 dias posteriores a
la infeccion (dpi) se descarté el medio de cultivo. Las monocapas se lavaron dos veces
con PBS y los extractos celulares se cosecharon en 1 ml de PBS. Se realizaron 3 ciclos
de congelado (-70 °C) y descongelado (37 °C).

Para la extraccion del ADN se utilizaron 350 pl de los extractos celulares, a los cuales
se les agregaron 350 ul de buffer de extraccion 2X (Tris 200 mM pH 8, EDTA 20 mM,
NaCl 200mM, SDS 2 % y B-mercaptoetanol 20mM; (Dellaporta, Wood, y Hicks 1983).
La mezcla se agitd6 mediante vortex durante 5 segundos. Se incub6 a 65 °C durante 10
min. Luego se agregaron 250 Ul de acetato de potasio 5 M, mezclando por inversion 20
veces y se incubd en hielo durante 20 min. Luego se centrifugd a 10000 x g durante 5
min en microcentrifuga a 4 °C. La fase acuosa (700 pl aproximadamente) se recupero
en un tubo de microcentrifuga limpio. Se agregaron 700 ul de isopropanol absoluto y se
mezcloé por inversién durante 30 seg. Se centrifugd en microcentrifuga a 12000 rpm
durante 20 min a temperatura ambiente. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se lavo
2 veces con 500 pl de etanol 70 % y se centrifugd durante 15 min a 10000 rpm. Se
descarto el sobrenadante y el pellet final, previamente secado a 50 °C, se resuspendio
en 40 ul de agua bidestilada incubando a 50 °C durante 10-20 min.

Para la caracterizacién de los MVA recombinantes se realizaron amplificaciones por
PCR para confirmar la presencia del genoma de MVA (gen MVA165R, no relacionado
con el sitio blanco de insercién del gen de interés) y del gen F de BRSV (gen de interés).

En la siguiente tabla se indican las secuencias de los oligonucledétidos utilizados para

cada reaccion de amplificacion por PCR:
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Regidn
Oligonucledétido | Secuencia nucleotidica | Producto | gendmica Fuente
amplificada
HAL TCCCCGCGGATGACAC
GATTACCAATA MF
Ferrer,
™ GGGGTACCAGAATATTG | 20Pb | MVALBSR | o pei'y
CCACGGCCG Calamant
e 2007)
B1 AATCAACATGCAGTGCA
GTTAG 711 pb Gen F, nt (Vilcek y
B2A TTTGGTCATTCGTTATAG 114-803 col. 1994)
GCAT
B3 GTGCAGTTAGTAGAGGT
TATCTTAGT 481 pb GenF,nt | (Vilceky
B4A TAGTTCTTTAGATCAAGT 126-581 col. 1994)
ACTTTGCT

Para 12,5 pl de reaccion se utilizaron 1,5 ul de templado de ADN total obtenido de

células infectadas con los virus MVA o sin infectar (como control), 2,5 ul de buffer Green

de la enzima GoTag ADN polimerasa 5X (Promega), 1,2 pl de MgCl; 25 mM, 0,5 ul de

dNTPs 5mM (Promega), 1 ul de cada oligonucleotido (sentido y antisentido, 100 ng/ul),

0,1 pl de GoTaq ADN polimerasa (5 U/ul, Promega), y 4,7 ul agua DEPC (Sigma).

Como control negativo se realiz6 una reaccion de amplificacion por PCR con todos

los reactivos excepto el ADN para confirmar la ausencia de contaminantes.

Los perfiles de ciclado para cada amplificacion se detallan a continuacion:

MVAI165R:

95 °C
95 °C
56 °C
72 °C
72 °C

Fragmentos del gen codificante de la proteina F:

5 min
1 min
1 min
1 min
5 min

30 ciclos

94 °C
94 °C
50 °C
72 °C
72 °C

5 min
45 seg
45 seg

35 ciclos

1 min 30 seg

7 min
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Los productos de amplificacion por PCR se resolvieron en geles de agarosa tefiidos
con bromuro de etidio y se visualizaron utilizando luz U.V. como se describié

previamente.

3.1.5.2 Evaluacion de la transcripcion del gen F mediante RT-PCR

Se infectaron FEP crecidos en placas P60 con 500 pl de los virus MVA-F o MVA-bgal
como se describi6é en el punto anterior. A las 16 h post infeccion se descarté el medio
de cultivo, las monocapas se lavaron dos veces con PBS y los extractos celulares se
cosecharon en 0,3 ml de TRIzol® (Invitrogen™). Luego se almacenaron a 4 °C hasta su
utilizacion. La extraccion del ARN total se realizé segln las instrucciones del fabricante.

Luego, las muestras de ARN se trataron con la enzima DNAsa | (Invitrogen) para
eliminar los restos de ADN contaminante. Brevemente, se preparé una mezcla con 1 pl
de buffer 10X, 1 pl de DNAsa | y 1 ul de agua DEPC libre de nucleasas y se agregaron
8 pl de la muestra de ARN. Se incubé 15 min a temperatura ambiente y luego se agreg6
1 ul de EDTA 25mM para inactivar a la enzima incubando a 65 °C durante 15 min. El
ARN tratado se guardd a -70 °C hasta su utilizacion.

Para la obtencion de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN extraido, se
realizé la reaccion de transcripcion reversa (RT) utilizando la enzima M-MLV RT
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega). Primeramente, una
mezcla conteniendo 50 ng de oligonucleétidos al azar (6-mer), 2,5 pl de agua DEPCy 2
pl de ARN se coloco en un bafio seco a 72°C durante 10 minutos. Luego, se enfrio 5
min a 4°C y se agrego a dicho tubo una mezcla conteniendo 2 pl de M-MLV buffer 5X
(Promega), 1 yl de DTT (ditiotreitol) 0,1 My 1 ul de dNTPs 5mM (Promega). Se incubd
durante 2 min a 42 °C y luego se agregaron 0,5 ul de M-MLV RT, dejando proceder la
reaccion durante 70 min a 42 °C. Posteriormente, la enzima fue inactivada mediante una
incubaciéon de 10 min a 72 °C y el ADNc se almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

Las amplificaciones por PCR se realizaron utilizando como templado los ADNc o los
ARN tratados con DNAsa | (como control para verificar la ausencia de ADN
contaminante). Se realizaron amplificaciones para determinar la expresion de: a) gen
aviar que codifica la subunidad 16S del ARNr (control positivo de expresion celular) b)
gen MVAL157L (control positivo de expresion de genes virales) y ¢) gen F de BRSV (gen

de interés).
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Se utilizaron los oligonucleétidos iniciadores que se indican en la siguiente tabla:

Oligonucleétido | Secuencia nucleotidica | Producto ameﬁi%ilggda Fuente
AFE MMCAAGTATTGAAGG _
TGA 500pb ARNr_ 16S (Roellig
AR CTGATCCAACATCGAG aviar y col.
GTCGT 2013)
157int E GGAAATGCTTACTTTT (Holgad
GCTA 320 pb MVA157L, nt | oy col.
TTATTCTGATTCTTCTA 724-1041 2016)
157stop GCC
B1 AATCAACATGCAGTGC (Vilcek
AGTTAG 711 pb Gen F, nt. y col.
B2A TTTGGTCATTCGTTAT 114-803 1994)
AGGCAT

Las condiciones para 12,5 ul de reaccién fueron similares a las descriptas en el punto

anterior.

Los perfiles de ciclado para cada amplificacién se detallan a continuacién:

ARNTr 16S aviar:

94 °C
94 °C
52°C
72 °C
72 °C

MVAI157L:

95 °C
95 °C
60 °C
72 °C
72 °C

2 min 30 seg
45 seg

1 min

1 min 15 seg
1 min

35 ciclos

5 min
1 min
1 min
30 seg
5 min

30 ciclos

Fragmento del gen codificante de la proteina F de BRSV:

94 °C
94 °C
50 °C

5 min
45 seg

35 ciclos
45 seg
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72°C 1 min 30 seg |
72 °C 7 min

Los productos de amplificacion por PCR se resolvieron en geles de agarosa tefiidos
con bromuro de etidio y se visualizaron utilizando luz U.V. como se describié

previamente.

3.1.6 Evaluacion de la respuesta inmunitaria inducida por la vacuna

recombinante MVA-F en un modelo animal de raton.

Todos los experimentos realizados con animales fueron evaluados y aprobados por
el comité institucional para el cuidado y uso de animales de experimentacion (CICUAE)
del INTA Castelar.

3.1.6.1 Evaluacion de la respuesta inmunitaria inducida por MVA-F en ratones

utilizando una via de inmunizacién de mucosas (Experimento n°1)

Grupos de 5 ratones fueron inmunizados 2 veces a los dias 0 y 21 por la via

intranasal (i.n.) en un volumen final de 50 pl por raton segun la siguiente tabla:

Grupo eerrimentaI Inmunégeno Dosis
(n=5)
1 MVA-F 5,6 x 10° ufp
2 MVA-bgal 5,6 x 10° ufp
3 PBS ]

Los virus MVA-bgal o MVA-F se purificaron por ultracentrifugacion a través de
colchén de sacarosa, como se describi6 en el apartado 3.1.4.4 de materiales y métodos
de este capitulo

Para evaluar la respuesta humoral sistémica anti-BRSV por ELISA vy
seroneutralizacion (ver apartados de materiales y métodos 3.1.9.2 de este capitulo y
2.1.3 del capitulo 1) se colectaron muestras de sangre por puncién de la vena
submandibular antes de cada inmunizacion (dias 0 y 19) y 14 dias después de la 2°
inmunizacioén (dia 35).

A los 35 dias post inoculacién (dpi) los animales fueron sacrificados toméandose
muestras de lavados nasales y broncoalveolares (BAL), como describieron Ferrer y
colaboradores (Maria Florencia Ferrer y col. 2011). Brevemente, los animales se

sacrificaron, se inmovilizaron y se les realiz6 una traqueotomia. Todos los lavados se
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realizaron mediante la inyeccién de 500 pl de PBS conteniendo el inhibidor de proteasas
Aprotinina (Sigma), en una concentracion final de 20 ug/ml, con la ayuda de una aguja
20G (diametro interno 0,9 mm), sin bisel. En el caso de los lavados nasales, se recolectd
el fluido saliente por las fosas nasales del animal, mientras que en el caso de los lavados
broncoalveolares se inyect6 la solucion de PBS-Aprotinina y luego dicho fluido fue
aspirado y descargado en un tubo colector. Una vez obtenidas todas las muestras, las
mismas se centrifugaron durante 10 min a 3000 x g, a 4 °C, con el objetivo de remover
los restos celulares presentes. Por ultimo, se colectaron los sobrenadantes obtenidos y
se guardaron a -20 °C hasta su posterior andlisis por ELISA. Asimismo, se extrajeron
los bazos para aislar los esplenocitos y evaluar la respuesta inmunitaria celular

especifica (ver apartado 3.1.10 de materiales y métodos de este capitulo).

3.1.6.2 Evaluacion de la respuesta inmunitaria en ratones utilizando una via de
inmunizacion sistémica.
3.1.6.2.1 Inmundgenos

e MVA-bgal y MVA-F: se utilizaron 3 x 10° ufp/dosis de los virus MVA-bgal o MVA-
F, clarificados y sonicados a intensidad media como se describi6 en el apartado
2.4.5, y se inocularon por la via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 1 ml por
raton.

e BRSV: se utilizaron 4,7 x 10* dosis infectivas cultivo de tejidos 50 % (DICT50)
de BRSV/dosis previamente clarificado (ver apartado 2.1.2.2 de materiales y
métodos del capitulo 1). El virus BRSV clarificado se formulé en adyuvante
oleoso incompleto (MONTANIDE ISA 50 V2, Seppic) en una relacion 40 % de
antigeno y 60 % de adyuvante. Para lograr la emulsion se agregé gota a gota la
suspension viral sobre el adyuvante con agitacion continua. Este inmundgeno se
inoculé por la via i.p. en un volumen de 300 pl por raton.

e Vacuna génica pTT5-F: se utilizaron 100 pg/dosis del plasmido pTT5 que porta
la secuencia codificante de la proteina F del BRSV, purificado con el kit comercial
Plasmid Purification Mega Kit (Qiagen) (punto 3.1.7 de este capitulo). Esta
vacuna génica se inoculo por la via intradérmica (i.d.) en un volumen de 200 pl
por ratén (100 ul en dos puntos de inoculacién distintos).

e Vacuna a subunidad proteica Ft: se utilizaron 300 ng de proteina Ft/dosis,
(cuantificada por Western Blot con un anticuerpo anti-histidina (PentaHis,
Qiagen) y utilizando una curva de cuantificacién con una proteina no relacionada
que, aligual que la proteina F, posee el mismo tag de histidinas) obtenida a partir
de sobrenadante de células H5 infectadas que expresan al proteina Ft formulada
en adyuvante oleoso incompleto (MONTANIDE ISA 50 V2, Seppic) en una
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relacion 40 % de antigeno y 60 % de adyuvante. La proteina Ft, obtenida

previamente en nuestro laboratorio (Mozgovoj y col. 2013), es una version

truncada de la proteina F de BRSV que carece de la regién de anclaje a

membrana. Se expresa mediante el sistema de baculovirus. Este inmundgeno

se inoculd por la via intraperitoneal en un volumen de 300 pl por ratén.

3.1.6.2.2 Disefio experimental:

Experimento n°2

Grupos de 5 ratones fueron inmunizados 3 veces a los dias 0, 21 y 44 segun la

siguiente tabla:

Grupo . . , . , .
experimental Inmundgeno dosis Inmundgeno dosis Inmunogeno dosis
- 1 (t0) 2 (121) 3 (t44)

(n=5)
1 MVA-F MVA-F MVA-F
2 MVA-bgal MVA-bgal MVA-bgal
3 BRSV BRSV BRSV
4 PBS PBS PBS

Para evaluar la presencia de anticuerpos especificos anti-BRSV (anticuerpos totales,

isotipos de IgG y neutralizantes) se colectaron muestras de sangre por puncién en la

vena submandibular antes de la primera inmunizacion y a los 19, 35y 53 dpi.

Al dia 53, los ratones fueron sacrificados y se colectaron los bazos para evaluar la

respuesta inmunitaria celular especifica (ver apartado 3.1.10 de materiales y métodos

de este capitulo).

Experimento n°3:

Grupos de 5 ratones fueron inmunizados con 3 dosis a los dias 0, 21 y 44 segun la

siguiente tabla:

Grupo . . , . , .
experimental Inmunégeno dosis | Inmunogeno dosis Inmundégeno dosis
_ 1 (t0) 2 (t21) 3 (t44)

(n=5)
1 MVA-F Ft MVA-F
2 pTT5-F MVA-F MVA-F
3 Ft Ft Ft
4 MVA-F MVA-F MVA-F
5 PBS PBS PBS
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Se colectaron muestras de sangre por puncion en la vena submandibular antes de la
primera inmunizaciony a los 19, 35, 53 y 59 dpi para evaluar la presencia de anticuerpos
especificos (totales y neutralizantes) anti-BRSV.

Los animales se desafiaron con BRSV al dia 54 (ver anexo) y se sacrificaron a los 5
dias post desafio (dpd). Se colectaron los pulmones para el analisis histopatolégico (ver

anexo), y los bazos para evaluar la respuesta inmunitaria celular especifica.

3.1.7 Obtencién de la vacuna génica pTT5-F

El gen de la proteina F de BRSV (A51908) se obtuvo a partir del plasmido pGEM-T-
F, obtenido en este trabajo de Tesis (apartado 3.1.3.2 de materiales y métodos del
capitulo 2). Como vector de destino se utilizo el plasmido pTT5 (Cedido gentiimente por
el Dr. Yves Durocher, National Research Council, Canada, figura 15) que permite la
expresion de genes de interés en células de mamifero. Este vector posee un sitio de
clonado multiple rio abajo del promotor de Citomegalovirus, del enhancer transcripcional
y de la secuencia intrénica, y rio arriba de una secuencia de poliadenilacion. Las
regiones aportadas por el vector garantizan tanto una fuerte expresion del gen de interés
a nivel nuclear, donde ocurre el splicing de la secuencia intrénica presente en el

transcripto, como la estabilidad del ARNm por estar poliadenilado.
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Figura 15. Esquema del plasmido pTT5.

El vector (pTT5) y el plasmido pGEM-T-F se digirieron con las enzimas de restriccion
Nhe | y Not I. Brevemente, se utilizaron 1-10 ug del ADN plasmidico, 5 U de cada

enzima, buffer de restriccién apropiado y un volumen final de 20-50 ul. Las reacciones
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se incubaron de 2 a 3 h a 37 °C y las enzimas se inactivaron durante 30 min a 70 °C.
Los productos de la digestion con enzimas de restriccidbn se resolvieron a través de
electroforesis en geles de agarosa y los fragmentos del tamafio esperado se escindieron
del gel y procesaron como fue descripto anteriormente (apartados 2.1.5.5y 3.1.3.2.4 de
materiales y métodos de los capitulos 1y 2, respectivamente).

Para evitar la religacion del plasmido, se realizé la remocién de los grupos fosfato de
los extremos 5’ del vector digerido como se describié previamente.

Para el ligado molecular del inserto F con el plasmido pTT5, se utilizaron entre 35y
45 ng de vector y diferentes cantidades de inserto para las relaciones molares de vector:
inserto (1:1, 1:3 y 1:5). La reaccién de ligado molecular, transformacion de bacterias
competentes Eschericha coli DH5a y la purificacion de ADN plasmidico de los clones
recombinantes se realizd6 como se describié en el apartado 2.3.2 de materiales y
métodos del capitulo 2.

El ADN plasmidico purificado de los clones bacterianos transformantes se analizé
por digestién con las enzimas de restriccion Nhe | y Not | (figura 16). La secuenciacion
de los clones recombinantes se realiz6 segun la metodologia descripta en el punto

3.1.3.2.6 de materiales y métodos de este capitulo.

pTT5-F pTT5

1 2 3 4 ML M2

pTT5>“_Uu;——,‘

F» ]

Figura 16. Construccion del vector pTT5-F. Andlisis de un clon de pTT5-F (calles 1y 2) y del plasmido
pTT5 (calles 3 y 4) mediante digestién con las enzimas de restriccion Nhe | y Not I. Los productos de la
reaccion se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% y tincién con bromuro de etidio.
Calles 1y 3: plasmidos digeridos con la enzima Nhe [; calles 2 y 4: plasmidos digeridos con las enzimas
Nhe Iy Not I. M1: L1 kpb plus DNA Ladder, M2: L100 kpb DNA Ladder (PB-L Productos Bio-L&gicos®).

Para corroborar la presencia del inserto especifico, los plasmidos de los clones
bacterianos transformantes se digirieron con las enzimas de restriccion Nhe | y Not | y
se analizaron los fragmentos mediante electroforesis en geles de agarosa 1 %. Se
seleccionaron los clones que presentaban un inserto de aproximadamente 1700 pb

(tamafio esperado del inserto F). La identidad del inserto clonado se confirmé mediante
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secuenciacién de manera similar a la descripta en los apartados 3.1.3.2.5y 3.1.3.2.6 de

materiales y métodos de este capitulo.

3.1.8 Infeccion experimental de ratones con BRSV

Como se describié previamente, en el experimento n°3, a los 10 dias luego de la
tltima inoculacion se realiz6 el desafio viral inoculando por via intranasal el virus BRSV

tal como se detalla en el anexo 1.

3.1.9 Evaluacion de anticuerpos contra el BRSV mediante ELISA
3.1.9.1 ELISA de isotipos basado en BRSV purificado

Se purificé un stock viral de BRSV utilizando una modificacién del protocolo descripto
por Domingues y colaboradores (H.G. Domingues y col. 2002). Brevemente, a partir de
500 ml de un stock viral (obtenido como se describié en el apartado 2.1.2 de materiales
y métodos del capitulo 1) con un titulo de 1 x 10° DICT50/ml se realiz6 un ciclo de
congelado a -70°C y posterior descongelado a temperatura ambiente. Luego, el lisado
celular se clarifico por centrifugacion a 1000 x g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante
se ultracentrifugé a 30000 x g en rotor 45 Ti (Beckman Coulter) durante 2 h a 4 °C. El
pellet se resuspendié en 4,5 ml de buffer TC (Tris HCI1 0,01 M, CaCl; 1,5 mMpH 7,4) y
se clarifico por centrifugacion (4 min, 1000 rpm en rotor 5810 (Eppendorf) a 4 °C. El
sobrenadante se sembré en un gradiente discontinuo de sacarosa preparado con 1,5 ml
y 7,5 ml de sacarosa 55 y 35 % p/p, respectivamente, preparado en buffer TC. Se realiz6
la ultracentrifugacion a 17500 rpm en rotor SW41 (Beckman Coulter) durante 1,5 h a 4
°C. La suspension viral se recuper6 de la interfase 30-55 %, se diluy6 en buffer TC y se
removi6 la sacarosa proveniente del gradiente por ultracentrifugacion durante 1 h a
30000 x g en rotor SW41 (Beckman Coulter), a 4°C. El pellet final se resuspendi6 en 2

ml de PBS y el virus purificado se almacené en alicuotas a -70 °C

Los anticuerpos anti-BRSV se determinaron mediante un ensayo de ELISA segin un
protocolo descripto por Kovarcik (Kovarcik 2001). Brevemente, se sensibilizaron placas
Immulon 1b (Dynatech Laboratories) con una dilucion 1:80 de BRSV purificado
preparado en buffer carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,2. Después de la adsorcion a
4 °C durante 16 h, las placas se bloquearon 1 h a 37 °C con buffer de bloqueo (PBS
conteniendo 0,05% de Tween 20, 5 % de suero normal equino y 5 % de leche
descremada). Se prepararon diluciones seriadas de las muestras incognita (sueros, BAL
o lavados nasales de los ratones inmunizados) en buffer de bloqueo, se agregaron 50
pl/pocillo y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados

con PBST (PBS adicionado con 0,05% de Tween 20) y se incubé durante 1 h a 37 °C
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con el anticuerpo secundario correspondiente. Se utilizaron los siguientes anticuerpos:
anti IgG1 de raton conjugado con biotina (CALTAG) diluido 1/2000, anti IgG2a de raton
conjugado con biotina (CALTAG) diluido 1/2000, anti IgA de ratén hecho en cabra
(Bethyl) diluido 1/2000. Luego de una hora de incubacion se lavé como se describié
previamente y se agregaron los siguientes conjugados: Streptavidina conjugado con
HRP (peroxidasa de rabanito picante, horseradish peroxidase, (CALTAG)) diluido
1/2000, para la deteccion de IgG1 e IgG2a; o un anticuerpo anti-cabra hecho en conejo
conjugado con HRP (KPL) diluido 1/1000 para la deteccion de IgA. Finalmente, las
placas se lavaron exhaustivamente con PBST y la reaccién se revel6 mediante el
agregado de 50 pl/pocillo de solucién reveladora: para el ELISA de I1gG1 e IgG2a se
utilizaron 10 ml de buffer citrato de sodio (acido citrico 46 mM, pH 5), 300 pl de una
solucion de ABTS (ABTS: 2-2’-azino-bis (3-etilbentiazolina-6-sulfénico) (0,01g/0,06 ml
de H20) y 10 pl de peroxido de hidrogeno 30 volumenes y para el ELISA para medir IgA
se utiliz6 TMB (3,3,5,5-tetrametilbencidina) siguiendo las indicaciones del fabricante
(Beckton Dickinson Labware). Se leyé la absorbancia a 405 nm (para ABTS) o 450nm
(para TMB) en un espectrofotometro (Multiskan, Labsystems) a los 30 min. Cada
muestra se evalu6 por duplicado y el resultado se expresé como el promedio del valor

de densidad 6ptica (D.O.) de las réplicas de cada suero incégnita.

3.1.9.2 ELISA comercial INgezim BRSV Compac

Los anticuerpos totales anti-BRSV se determinaron mediante el ELISA comercial de
competicién INgezim BRSV Compac (INGENASA) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Todas las soluciones utilizadas son provistas por el fabricante. Brevemente,
sobre una placa de 96 pocillos, en donde se encuentra adsorbido el antigeno (BRSV
inactivado), se afadieron 50 pl de las muestras de suero a evaluar en una dilucion % en
simultdneo con 50 pl de un anticuerpo monoclonal (AcM) especifico anti- BRSV
conjugado con HRP. Posteriormente, se lavaron las placas seis veces con 300 pl de
buffer de lavado y se revel6 tras la adicién de la solucion de sustrato TMB. Luego de 10
min de incubacidn, la reaccion de revelado se detuvo por el agregado de 50 ul/pocillo
de solucidon Stop, se incubd durante 5 min y se leyé la DO a 450 nm en un
espectrofotbmetro (Multiskan, Labsystems). La presencia de color indica la ausencia de
anticuerpos especificos de BRSV en el suero ensayado, mientras que la ausencia o
disminucién de color corresponde a muestras seropositivas. En cada ensayo se agrego
un control positivo (CP) y un control negativo (CN) provistos por el fabricante. El punto

de corte se calculé segun la siguiente férmula: CN — [(CN-CP) x 0,40].
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3.1.9.3 Andlisis estadistico de los resultados de ELISA

Las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales se analizaron de
acuerdo a la naturaleza de los datos considerando los supuestos de normalidad y
homocedacia, y seleccionando test paramétrico o no paramétrico adecuado para cada
caso.

Para estos andlisis se empled el programa Graph Pad® version 6.0 para Windows
(La Jolla, CA). Los valores de p < 0.05 fueron tomados como estadisticamente

significativos.

3.1.10. Evaluacion de la respuesta inmunitaria celular

3.1.10.1 Obtencién de esplenocitos de raton para cultivo in vitro.

Se extrajeron los bazos de ratones y se disgregaron mecénicamente, utilizando
portaobjetos esmerilados, en medio de cultivo RPMI (Invitrogen) suplementado con L-
glutamina 2 mM (Sigma — Aldrich), penicilina 100 U/ml (GIBCO), estreptomicina
100mg/ml (GIBCO), HEPES 10 mM (GIBCO), 2 - mercaptoetanol 50 mM (Sigma —
Aldrich), y 10% SFB (Gibco). Se lavaron los esplenocitos, se removieron los glébulos
rojos por lisis osmética con buffer de lisis de NH4Cl 0,5 M y se realizé el recuento al
microscopio en camara de Neubauer de las células viables tefiidas con azul de Trypan
0,4 % (GIBCO).

3.1.10.2 Cuantificacién de IFN-y, IL-12 e IL-4 en sobrenadantes de esplenocitos

estimulados in vitro

Para la cuantificacion de IFN-y, IL-12 e IL-4, se cultivaron 1 x 10° esplenocitos por
pocillo en placas de 96 pocillos con fondo en U (GBO) y se realizé la estimulacion de los
linfocitos con 20 pl de un stock de BRSV de titulo 10° DICT50/ml producido en células
MDBK, clarificado e inactivado mediante exposicion a luz UV durante 1 min (se utilizd
ademads, un control mock, es decir, células MDBK sometidas al mismo tratamiento que
el stock de BRSV, a fin de detectar una posible reaccién inespecifica con los antigenos
celulares). Las placas se incubaron a 37 °C, 5 % CO; durante 36 h para la determinacion
de IL-4 e IL-12 y durante 72 h para la determinacion de IFN-y. Transcurrido ese tiempo
se recogieron los sobrenadantes y se preservaron a -80 °C hasta su uso.

Los niveles de IFN-y, IL-12 e IL-4 secretados se determinaron por ELISA de captura,
utilizando los kits comerciales OptEIA™ (Beckton Dickinson Labware) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se sensibilizaron placas Maxisorp de 96
pocillos fondo plano (NUNC) con 100 pul por pocillo de la dilucién recomendada por el
fabricante del anticuerpo monoclonal de captura correspondiente (anti-mouse IFN-y,

anti-mouse IL-12 (p70) o anti-mouse IL-4) en buffer carbonato/bicarbonato, 100 mM, pH:

66



Materiales y métodos Capitulo 2. Desarrollo de un candidato vacunal basado en MVA.

9.6 y se incubaron toda la noche a 4 °C. Posteriormente se lavaron las placas tres veces
con 100 pl de buffer de lavado PBST y se bloquearon durante 1 h con 100 pl de PBS
1X - SFB 10% a temperatura ambiente. Luego de realizar cinco lavados, se colocaron
los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos estimulados en una dilucién 1/10 y los
puntos de la curva estandar diluidos en PBS 1X - SFB 10 %. Las placas se incubaron a
temperatura ambiente por 2 h (todas las determinaciones se realizaron por duplicado).
Luego, se lavaron las placas tres veces y se agregaron 100 pl/pocillo de la mezcla
compuesta por el anticuerpo de deteccién biotinilado (anti-mouse IFN-y, anti-mouse IL-
12 (p70) o anti-mouse IL-4) en una dilucién 1:250 y el reactivo enzimatico estreptavidina
— HRP en una dilucién 1:250 y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. A
continuacién, se lavaron las placas cinco veces y se agregé la solucién de revelado
(TMB en 30 % de H»0,). La reaccién se detuvo mediante el agregado de 50 pl/pocillo
de H,SOs 2 N y la DO se leyé a 450 nm en un espectrofotbmetro (Multiskan,
Labsystems). La concentracion de IFN-y, IL-12 e IL-4 secretados se calcul6 con la curva
estandar del kit y se expresé como ng/ml de citoquina detectada.
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3.2 Resultados

3.2.1 Obtencioén del vector de transferencia VT-MTK-F

Dado que no existen sistemas comerciales para la obtencion de virus MVA
recombinantes, se utilizé la metodologia implementada y las construcciones plasmidicas
disponibles en el Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar (M F Ferrer, Zanetti, y
Calamante 2007). El gran tamafio del genoma de los virus MVA (> 130 kpb) impide la
manipulacion directa del mismo y el ADN foraneo se inserta por recombinacion
homaloga in vivo. Los métodos generales para la obtencion de poxvirus recombinantes
emplean vectores plasmidicos de transferencia (VT) que llevan secuencias homélogas
a las regiones del genoma viral que seran el blanco de insercion de los genes de interés.

En este trabajo de tesis, se utilizé el vector de transferencia VT-MTK-GUS-EL que
posee como sitio blanco de insercion el gen MVAO86R, que codifica para la proteina
timidina quinasa (TK) viral. Este gen no es esencial para la replicacion del virus MVA in
vitro (Scheiflinger, Falkner, y Dorner 1996) y ha sido exitosamente usado en el desarrollo
de vectores virales (Ramirez, Gherardi, y Esteban 2000; M F Ferrer, Zanetti, y
Calamante 2007). Ademas, este VT posee el cassette de expresion de la enzima
marcadora beta-glucuronidasa bacteriana (GUS), bajo regulacién del promotor poxviral
H6, que permite el aislamiento de los clones virales recombinantes por su capacidad de
formar placas de lisis azules en presencia del sustrato X-gluc. Por la estrategia de
clonado, la expresion del gen foraneo esta dirigida por el promotor temprano/tardio
sintético de poxvirus (pE/L)

Para la construccién del vector de transferencia VT-MTK-F se amplificé por RT-PCR
un fragmento de 1725 pb que comprende las posiciones 5557 a 7458 del genoma viral
de BRSV, correspondiente a la secuencia codificante de la proteina de fusion (F). El
fragmento de interés se clono en el vector VT-MTK-GUS-EL utilizando los sitios Nhe |y
Nco I. El primer paso consistio en el clonado del producto de amplificacion por RT-PCR
en el plasmido pGEM-T® Easy (Figura 17). La seleccion de los clones positivos (n° 2 y
4), se realiz6 mediante un mapeo por restriccion utilizando las enzimas Nhe |y Nco |I.
La identidad del inserto se confirm6 mediante secuenciacion en los dos clones
seleccionados y se eligio el clon recombinante n° 4 para realizar la construccion del

vector de transferencia VT-MTK-F.
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Figura 17. Amplificacion del gen codificante para la proteina F y clonado en el plasmido pGEM-T
Easy. A) Esquema de clonado del gen codificante para la proteina F en el plasmido pGEM-T Easy. B)
Amplificacién por RT-PCR, a partir de ARN viral de BRSV utilizando los oligonucleétidos Ffw y Frev. Calle
1: amplicon del gen codificante de la proteina F. C) Andlisis de los clones pGEM-T-F recombinantes (n°1 a
n°8) mediante digestion con las enzimas de restriccion Nhe | y Nco . En todos los casos, los tamafios de
los fragmentos se confirmaron por electroforesis en geles de agarosa 1% y tincién con bromuro de etidio.
M: L1 kpb plus DNA Ladder (PB-L Productos Bio-LAgicos®).

Luego, el plasmido pGEM-T-F fue digerido con las enzimas de restriccion Nhe | y Nco
I, y el inserto liberado se purific6 de gel de agarosa y se subcloné en el plasmido VT-
MTK-GUS-EL, previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. En la figura
18 se muestra el analisis de los clones recombinantes VT-MTK-F obtenidos, mediante
digestion con las enzimas Nhe 1y Nco I. La identidad del inserto de los clones n°5y n°6
del VT-MTK-F se confirm6 mediante secuenciacion.

De esta manera, se obtuvo el VT-MTK-F que se utiliz6 como vector de transferencia

para la obtencion de los poxvirus recombinantes.
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Figura 18. Analisis de los clones VT-MTK-F. A) Esquema de los vectores de transferencia VT-MTK-GUS-
EL y VT-MTK-F. B) El ADN plasmidico de los clones recombinantes (n° 1 al n° 6) se analiz6 mediante
digestion con las enzimas de restriccion Nhe | y Nco I. Los productos de digestion se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% Yy tincién con bromuro de etidio. 1 al 6: clones recombinantes; s/d:
ADN plasmidico de VT-MTK-F n° 5 sin digerir; M1: L1 kpb plus DNA Ladder; M2: L100 kpb DNA Ladder
(PB-L Productos Bio-Logicos®).

3.2.2 Obtencion y caracterizacion de virus MVA-F

Los virus MVA-F se obtuvieron por recombinacion homdloga in vivo entre el genoma
de MVA-bgal y el VT-MTK-F segun el protocolo descripto en materiales y métodos
(apartado 3.1.4.3). El screening de los virus MVA-F recombinantes se realiz6 por
clonado de las particulas infectivas bajo agar y andlisis de la expresién del gen marcador
uidA (figura 19). Las placas de lisis que presentaban color azul se aislaron y se
amplificaron en cultivos de FEP. En total se realizaron once pasajes de clonado viral

hasta obtener un stock homogéneo que produjo el 100% de placas de lisis azules.
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Figura 19. Screening de los virus MVA-F. El screening de los virus MVA-F se realizé por clonado de las
particulas infectivas bajo agar y andlisis de la expresion de la proteia marcadora GUS utilizando el sustrato
especifico X-gluc. Se muestran 4 pocillos de placas de 6 pocillos (P6) infectadas con las diluciones 1/10,
1/50, 1/100 y 1/1000 de un clon viral. Cada punto azul corresponde a una placa de lisis de virus
recombinante.

Debido a que el proceso de aislamiento de MVA-F (clon viral n° 74) se realiz6 por

screening de la actividad enzimética de GUS, fue necesario corroborar la presencia y
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expresion del gen de interés (gen codificante de la proteina F) mediante las técnicas de
PCR y RT-PCR, segun se describe en el ver apartado 3.1.5 de materiales y métodos
del capitulo 2.

Como se observa en la figura 20 B, se confirmé la presencia de ADN viral en las
muestras provenientes de células infectadas con MVA-F y MVA-bgal mediante la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 950 pb correspondiente al gen viral
MVA165R (codificante para la proteina viral hemoaglutinina, HA).

Luego, se evalué la presencia del gen de interés mediante amplificacion por PCR
utilizando los pares de oligonucleétidos B1-B2A y B3-B4A que amplifican productos de
ADN de 711 y 481 pb, respectivamente, correspondientes a fragmentos internos de la
secuencia codificante para la proteina F del BRSV (figura 20 C y D). Estos amplicones
se detectaron en las muestras provenientes de células infectadas con MVA-F mientras
gue no se observaron productos de amplificacién en las reacciones de PCR realizadas

con los ADN extraidos de FEP no infectados o infectados con MVA-bgal.
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Figura 20. Caracterizacion molecular de los virus MVA-F por PCR. A) Esquema de los virus MVA-bgal
y MVA-F. B) Amplificaciéon del gen MVA165R (HA) empleando los oligonucléotidos HA1 y HA4. C y D)
Amplificacién de dos fragmentos internos de la secuencia codificante de la proteina F de BRSV empleando
los oligonucledtidos B1 - B2A y B3-B4A, respectivamente. En todos los casos, los fragmentos de
amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% y tincion con bromuro de etidio.
Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir de ADN extraido de células FEP infectadas con MVA-F
(Vr), MVA-bgal (V) o sin infectar (s/i). Se incluyeron controles sin ADN (-) o con ADN de VT-MTK-F (VT). M:
1Kb DNA ladder Plus (Invitrogen), M1: L1 kpb plus DNA Ladder, M2: L100 kpb DNA Ladder (PB-L Productos
Bio-L&gicos®).
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Luego de confirmar la presencia del gen que codifica para la proteina F de BRSV se
evalud la transcripcion de dicho gen mediante la técnica de RT-PCR segun se describe
en el apartado 3.1.5.2 del capitulo 2 de materiales y métodos.

En primer lugar, para determinar la correcta purificacion del ARN total y la ausencia
de inhibidores, se realizé la amplificacién por RT-PCR de un fragmento del ARNr 16S,
de expresién constitutiva. Solo se observaron productos de amplificaciéon en las
muestras provenientes de ADNc obtenidas por RT-PCR, descartando la presencia de
ADN celular contaminante en las muestras de ARN y de inhibidores de la reaccion
(figura 21 A).

Luego, por RT-PCR, se confirmd la presencia de los transcriptos del gen viral
MVA157L en las muestras de ADNc provenientes de cultivos celulares infectados con
MVA-F o MVA-bgal. No se observaron productos de amplificacién en las muestras
provenientes de células sin infectar (Figura 21 B).

Finalmente, se confirmé la expresion del gen F de BRSV, a nivel de transcripcién,
mediante la amplificacion por RT-PCR en las muestras de ADNc provenientes de células
infectadas con MVA-F (figura 21 C).
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Figura 21. Evaluacion de transcripcidon del gen F en células infectadas con el virus MVA-F. A)
Amplificacién por PCR o RT-PCR del ARNr 16S. B) Amplificacién por RT-PCR del transcripto del gen viral
MVA157L. C) Amplificacion por RT-PCR del transcripto del gen F. En todos los casos, los productos de la
reaccion de amplificacion por PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% y tincion
con bromuro de etidio. Las amplificaciones por PCR o RT-PCR se realizaron a partir de ARN extraido de
células FEP infectadas con MVA-F (Vr), MVA-bgal (V) o sin infectar (s/i). Se incluy6 un control de lareaccién
de PCR sin templado (-) y un control positivo con ADN de VT-MTK-F (VT). M1: L1 kpb plus DNA Ladder,
M2: L100 kpb DNA Ladder (PB-L Productos Bio-L6gicos®).

Por ultimo, una vez confirmada la presencia y expresion del gen de interés mediante
PCR y RT-PCR, respectivamente, la identidad del gen F incorporado mediante

recombinacion homaloga in vivo al MVA se confirmé mediante secuenciacion.

3.2.3 Evaluacion de lainmunogenicidad de MVA-F en ratones por via de mucosas

y sistémica.

3.2.3.1 Inmunogenicidad de los MVA-F en ratones inoculados por via intranasal.

Para evaluar la respuesta inmunitaria inducida por los virus MVA-F por la via
intranasal se llevé a cabo el experimento n°1 en el cual se inocularon ratones con dos
dosis del correspondiente inmundégeno a los dias 0y 21.

Los animales se sangraron a los 19 dias post inoculacién vy, luego de las dos

inoculaciones, se sacrificaron al dia 35, recolectando el bazo para las mediciones de
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respuesta celular y muestras de sangre y de lavados nasales y broncoalveolares para
evaluacion de respuesta humoral sistémica y de mucosas, respectivamente.

La presencia de anticuerpos totales especificos contra BRSV en suero se evalué por
ELISA de competencia. Los grupos control se mantuvieron seronegativos durante todo
el experimento. En cambio, en el grupo vacunado con MVA-F se observo el efecto de la
dosis refuerzo, ya que luego de la primera dosis no se detectaron anticuerpos
especificos contra BRSV, mientras que a los 14 dias posteriores a la segunda dosis
(t35) se observ6 una respuesta positiva, (figura 22 A). Sin embargo, en ninguna de las
muestras de suero fue posible detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes (AN)
de la infeccion de BRSV (resultados no mostrados).

Posteriormente, se llevé a cabo un ELISA para detectar la presencia de IgG1 e IgG2a
especificas contra BRSV. Sélo se detectaron diferencias significativas (p<0,01) en los
niveles de 1gG2a entre el grupo inoculado con MVA-F y los grupos MVA-bgal y PBS
(figura 22 B). En cuanto a la presencia de IgG1 especifica contra BRSV, en las muestras
de los animales inmunizados con MVA-F se observa un leve aumento respecto de los

grupos control.
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Figura 22. Evaluacién de la respuesta inmune humoral inducida por MVA-F inoculado por via
intranasal (experimento n°1). Ratones BALB/c fueron inmunizados por la via intranasal (i.n.) con 5,6 x 10°
unidades formadoras de placas (ufp) de MVA-F y MVA-bgal. Todos los ratones recibieron dos dosis (a los
dias 0 y 21). A) Cinética de los niveles de anticuerpos totales especificos contra BRSV en respuesta a las
inmunizaciones. Los sueros se evaluaron en una dilucién ¥. B) Evaluacion de la presencia de isotipos 1gG1
e lgG2a en los animales inmunizados a los 35 dias. Los sueros se evaluaron en una dilucién 1/25. C)
Evaluacion de la presencia de IgA especifica contra BRSV en lavados nasales y broncoalveolares (BAL) a
los 35 dias. Las muestras se evaluaron sin diluir. **p<0,01.
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Respecto a las muestras de lavados nasales y broncoalveolares (BAL), no fue posible
detectar anticuerpos IgA especificos contra BRSV en BAL, pero se observo la presencia
de dichos anticuerpos en lavados nasales, obteniéndose diferencias significativas entre
el grupo vacunado con MVA-F y los grupos control (p= 0,0011; figura 22 C).

Finalmente, se evalud la presencia de IFN-y, IL-12 e IL-4 en el sobrenadante de
esplenocitos reestimulados in vitro utilizando un ELISA comercial (BD OptEIA Team). Si
bien todos los sobrenadantes se evaluaron puros, no fue posible detectar las citoquinas
mencionadas.

En conjunto, los resultados indican que dos dosis de MVA-F administrado por via
intranasal induce una respuesta inmunitaria humoral especifica contra BRSV con

presencia de IgG sérica e IgA a nivel del tracto respiratorio superior.

3.2.3.2 Inmunogenicidad de los MVA-F en ratones inoculados por via sistémica.

3.2.3.2.1 Evaluacién de la inmunogenicidad de los MVA-F en esquemas prime-
boost homologo

Para evaluar la respuesta inmunitaria inducida por los virus recombinantes por una
via sistémica se inocularon ratones por via intraperitoneal (experimento n°2) con los
inmunégenos detallados en el apartado 3.1.6.2.1 de materiales y métodos de este
capitulo.

Primeramente, se evalud la presencia de anticuerpos especificos contra BRSV en
suero mediante un ELISA de competencia. La figura 23 A muestra los niveles de
anticuerpos totales inducidos por la vacunacion a lo largo del tiempo. Se observé que
luego de la primera dosis (19 dpi) solo los ratones del grupo inoculado con MVA-F fueron
capaces de inducir anticuerpos contra BRSV, mientras que los otros grupos, se
mantuvieron por debajo del punto de corte del ELISA. A los 35 dpi (14 dias después de
la segunda inmunizacion) los animales de los grupos inoculados con MVA-F o con BRSV
presentaron anticuerpos contra BRSV. Los grupos control se mantuvieron seronegativos
durante todo el experimento. Luego de la tercera dosis, no se observaron cambios en
los niveles de anticuerpos. Es importante destacar que al ser un ELISA de competencia,
una vez que los niveles de anticuerpos alcanzan un nivel al cual se produce un
desplazamiento del 100% del anticuerpo de competencia, los niveles de absorbancia
alcanzan su punto minimo, con lo cual un mayor nivel de anticuerpos no seria detectable
a la dilucion de uso establecida por el fabricante.

Posteriormente, se evaluaron los niveles de AN mediante la técnica de
seroneutralizacion viral. Como se observa en la figura 23 B, una sola dosis no fue

suficiente para inducir AN. Sin embargo, luego de la segunda dosis los grupos
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inoculados con MVA-F o BRSV presentaron titulos de AN cercanos a 32, que se
mantuvieron constantes luego de la tercera dosis.

Con el objetivo de determinar el perfil de respuesta inducido por la vacunacion, se
llevd a cabo la medicion de los isotipos IgG1 e IgG2a, mediante un ELISA indirecto. En
la figura 23 C se observa que, para los dos tiempos ensayados, el grupo inoculado con
MVA-F indujo una respuesta balanceada, con niveles similares de IgG1 e IgG2a. Por su
parte, el grupo de BRSV mostré niveles significativamente superiores de 1gG1,

indicativos de un perfil de tipo Th2.
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Figura 23. Evaluacién de la respuesta inmune humoral de MVA-F inoculado por via intraperitoneal
(experimento n°2). Ratones Balb/c se inmunizaron con 1 x 108 ufp de los MVA'y 4,7 x 104 DICT50 de BRSV
a los dias 0, 21 y 44. A) Cinética de los niveles de anticuerpos totales anti-BRSV en respuesta a las
inmunizaciones determinada por ELISA de competencia (Ingezim, INGENASA). B) Niveles de AN
especificos contra BRSV determinados por seroneutralizaciéon viral. C) Perfil de isotipos séricos 1gG1
(barras negras) e 1gG2a (barras blancas) luego de 2 (35 dpi) y 3 (53 dpi) dosis de cada inmundgeno.
*+*n<0,001.

Posteriormente, se evalud la secrecién de citoquinas por los esplenocitos de los
ratones vacunados reestimulados in vitro con BRSV (estimulo especifico), mock
(estimulo inespecifico), Concanavalina A (ConA, mitdgeno) y medio de cultivo RPMI
(estimulacion basal). Se colecté el sobrenadante de cultivo y se evalud la presencia de
IL-12, IL-4 e IFN-y, mediante ELISA (BD OptEIA Team). Si bien no fue posible detectar
la presencia de IL-12 ni IL-4 en los sobrenadantes de cultivo, se observé que el grupo

inoculado con MVA-F indujo un nivel de IFN-y (84 ng/ml aproximadamente)
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significativamente mayor al inducido por los inmunégenos de los otros grupos

experimentales (p < 0,001; Figura 24).
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Figura 24. Evaluacion de la respuesta inmunitaria celular inducida por MVA-F inoculado por via
intraperitoneal (experimento n°2). Cuantificacion por ELISA sandwich (OptiEIA, BD) del nivel de IFN-y
(expresado como nanogramos por ml) secretado en los sobrenadantes (dilucién de uso 1/50) de cultivo de
esplenocitos reestimulados con BRSV (barras negras) o con mock (barras blancas). ***p<0,001.

En base a los resultados presentados, se determiné que la via de inoculacion por la
gue MVA-F otorga un mejor perfil de respuesta inmunitaria especifica contra BRSV es
la intraperitoneal. Este perfil de respuesta se caracteriza por la presencia de anticuerpos
totales especificos contra BRSV, incluso con una sola dosis de MVA-F. Ademas, luego
de dos dosis fue posible detectar AN que se mantuvieron en niveles cercanos a 32 a lo
largo del tiempo. Por otra parte, el grupo inoculado con MVA-F indujo niveles de IFN-y
significativamente mayores a los otros grupos ensayados en respuesta al estimulo
especifico y un perfil de isotipos IgG1 e IgG2a que indicarian una respuesta balanceada
Th1/Th2, mientras que el grupo inoculado con BRSV indujo un perfil de tipo Th2.

3.2.3.2.2 Evaluacién de la inmunogenicidad de los MVA-F en esquemas prime-
boost heterdlogo.

Unavez elegida la via de inoculacion, se evalud la respuesta inmunitaria inducida por
los MVA-F en combinacién con una vacuna a subunidad o con una vacuna génica. Para
ello, se llevé a cabo el experimento n°3, en el que se inocularon ratones por via
intraperitoneal (MVA-F o Ft) o intradérmica (pTT5-F) tal como se detalla en el apartado
3.1.6.2.1 de materiales y métodos del capitulo 2.

En primer lugar, se evalud la presencia de anticuerpos anti BRSV en suero a lo largo
del tiempo mediante un ELISA comercial (Ingezim BRSV Compac, Ingenasa) (figura
25A). Como era de esperar, los animales del grupo control inoculado con PBS fueron

seronegativos durante todo el experimento. En cambio, luego de la primera dosis (19
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dpi), solo los grupos inoculados con MVA-F fueron capaces de inducir anticuerpos
contra BRSV, mientras que los otros grupos, se mantuvieron por debajo del punto de
corte. Sin embargo, al tiempo 35 (14 dias post booster), todos los grupos experimentales
presentaron anticuerpos contra BRSV y se mantuvieron seropositivos hasta el final del
experimento.

Luego, se evaluaron los niveles de AN mediante la técnica de seroneutralizacion viral
(figura 25 B). Tal como se observo en el experimento n°2, una sola dosis de MVA-F no
fue suficiente para inducir AN. Sin embargo, luego de la segunda dosis todos los grupos
experimentales presentaron titulos de AN anti BRSV que fluctuaron entre 16 y 32,
manteniéndose constantes después de la tercer inoculacion. Luego del desafio, el grupo

inoculado con la combinacién MVA-F y Ft, mostré un aumento del titulo de AN.
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Figura 25. Evaluacion de la inmunogenicidad de MVA-F en esquemas de vacunacién prime-boost
heterélogo (experimento n°3). Todos los ratones recibieron tres dosis de inmundgenos (a los dias 0, 21y
44 pi), se desafiaron al dia 53 pi y se sacrificaron a los 5 dpd. A). Cinética de los niveles de anticuerpos
totales anti BRSV determinado por ELISA de competencia (Ingezim BRSV Compac, INGENASA). B)
Niveles de AN especificos contra BRSV determinados por seroneutralizacion viral. C) Perfil de isotipos
séricos IgG1 (barras negras) e IgG2a (barras blancas) luego de 2 (35 dpi) y 3 (53 dpi) dosis de cada
inmundégeno. ***p<0,001; **p<0,01, *p<0,05.

Con el objetivo de determinar el perfil de respuesta inducido por la vacunacion, se
llevé a cabo la medicién de los isotipos IgG1 e IgG2a en suero, mediante un ELISA
indirecto. Se observo que luego de la segunda dosis de inmundgenos, todos los grupos
indujeron una respuesta balanceada Th1/Th2. Luego de la tercera dosis, se observé un

aumento en el nivel de anticuerpos especificos contra BRSV. El grupo que recibi6 el
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esquema de prime- boost heterélogo MVA/proteina (MVA-F/Ft/MVA-F) presenta una
respuesta predominante del isotipo IgG1, significativamente mayor a los otros grupos
(figura 25 C).

Luego, se evalud la presencia de IL-4, IL-2 e INF-y en el sobrenadante de los
esplenocitos de los ratones de todos los grupos reestimulados in vitro con BRSV. Si bien
no fue posible detectar IL-12 ni IL-4, se observé produccién de INF-y en todos los grupos
gue recibieron MVA-F (tanto en esquemas de prime-boost homologo como heterdlogo)
(Figura 26), siendo la respuesta méas potente la observada en el grupo que recibié el
esquema prime-boost homélogo.
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Figura 26. Evaluacion de la respuesta inmune celular inducida por MVA-F en esquemas de prime-
boost heter6logo (experimento n°3). Cuantificacion por ELISA sandwich (OptiEIA, BD) de los niveles de
IFN-y (expresados como nanogramos por ml) secretado en los sobrenadantes (dilucion de uso 1/50) de
cultivo de esplenocitos reestimulados con BRSV (barras negras) o con mock (barras blancas). ***p<0,001.

Finalmente, con el objetivo de evaluar la proteccién inducida por la vacunacion, a los
54 dpi (10 dias después de la tercera inmunizacion) los animales fueron desafiados con
BRSV por via i.n. A los 5 dpd los animales se sacrificaron y se tomaron las muestras
para analizarlas como se describe en el Anexo.

Luego del analisis histopatolégico de los pulmones y del establecimiento de un score
histopatoldgico por animal (ver detalles en anexo) se observo una alta variabilidad entre
los individuos de cada grupo, por lo que, lamentablemente, los resultados del desafio

con BRSV no son concluyentes.

Los resultados obtenidos demuestran que la inmunizacion de ratones con tres dosis
de MVA-F fue capaz de inducir una respuesta inmune especifica contra BRSV,
balanceada Th1/Th2 donde se observo el efecto de cada dosis refuerzo. Si bien los

anticuerpos totales contra BRSV eran detectables luego de 1 dosis, la aplicaciéon de la
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segunda dosis permiti6 detectar AN de BRSV y la tercera dosis aumentd
significativamente los niveles de IFN-y.

En cambio, como era de esperar, la aplicacion de tres dosis de la vacuna a subunidad
Ft indujo solamente una respuesta inmune de tipo humoral. Por Gltimo, con respecto al
prime-boost heterdlogo, se observé que la aplicacién de vacuna génica no mejoroé la
respuesta inducida por MVA-F mientras que la combinacion de MVA-F/Ft también indujo
una respuesta inmune balanceada, detectdndose IFN-y luego de las tres dosis y con

presencia de AN, que aumentaron luego del desafio.
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Discusion

El complejo respiratorio bovino (CRB) es una de las principales entidades que
producen pérdidas productivas en rodeos de cria, tambo y establecimientos de engorde
a corral (Hanzlicek y col. 2010) y es considerado la mayor causa de enfermedad
respiratoria en terneros. Las pérdidas econdmicas generadas relacionadas al CRB se
deben al aumento de las tasas de morbilidad y mortalidad, al incremento de los costos
por tratamientos veterinarios y a la disminucion de parametros productivos tales como
la ganancia diaria de peso (Baker y Frey 1985; Brodersen 2010).

El BRSV es uno de los agentes virales involucrado en este complejo y es causal de
neumonias severas en terneros de temprana edad. La importancia de BRSV en el
contexto del CRB ha sido ampliamente descripta en numerosos estudios (Elvander
1996; Klem y col. 2013; Raaperi y col. 2012; Tuncer y Yesilbag 2015; Kimman y col.
1988; Citterio y col. 2003). Su epidemiologia también ha sido estudiada, resultando ser
endémico en la mayoria de los paises. En Argentina, la informacién acerca de este virus
es escasa. La deteccion del virus fue reportada por primera y Unica vez por Bagnis y
colaboradores en el afio 1999 (Bagnis y col. 1999) y, desde entonces, sé6lo un estudio
describié la presencia de anticuerpos contra BRSV en terneros en Argentina (Odeén y
col. 2001).

Por ese motivo, el primer objetivo de este trabajo de tesis fue actualizar los datos de
seroprevalencia del BRSV en Argentina, de manera de conocer el estatus sanitario de
este agente viral. En este sentido, se llevaron a cabo muestreos en rodeos de cria,
tambos y establecimientos de engorde a corral de las provincias de Buenos Aires, Santa
Fe y Cdrdoba, las cuales concentran la mayor cantidad de cabezas de ganado vacuno
en el pais y se evalu6 la presencia de AN mediante seroneutralizacion viral debido a la
alta sensibilidad que posee esta técnica para estudios de seroprevalencia, tal como
describieron Westenbrink y colaboradores (Westenbrink y col. 1985). Dichos autores
demostraron que el ensayo de SN permitié detectar anticuerpos de BRSV en un mayor
porcentaje de sueros con enfermedad en fase aguda, en comparacién con un ELISA,
en muestras de campo y en sueros obtenidos luego de una infeccién experimental en
terneros. ElI ELISA permite la deteccién de anticuerpos totales, sin embargo, no

necesariamente estos anticuerpos son neutralizantes.

Se ha descripto que el titulo de anticuerpos y el porcentaje de animales seropositivos

aumenta con la edad, ya que el animal puede reinfectarse a lo largo de toda su vida
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(Luzzago y col. 2010). Por otro lado, los anticuerpos calostrales contra BRSV decaen
siendo indetectables luego de los 5 meses de vida (Baker, Ames, y Markham 1986;
Uttenthal y col. 2000). Por todo esto, la evaluacion de los porcentajes de seroprevalencia
llevada a cabo en este trabajo de Tesis se realizd6 en animales que no recibieron
vacunacion para BRSV y mayores a 6 meses de edad. A su vez, se ha descripto que
las reinfecciones con BRSV son comunes a lo largo de toda la vida de un bovino incluso
con un virus de la misma cepa, debido al descenso del titulo de AN luego de un periodo
corto luego de la infeccion (Glezen y col. 1960; Sacco y col. 2014). En este sentido, para
los sistemas productivos de cria bovina y tambos, el andlisis se realizé en dos rangos

etarios: animales de 6 a 18 meses de edad, y animales mayores a 18 meses de edad.

Los resultados obtenidos mostraron porcentajes de seroprevalencia mayores al 70
%, que variaron segun el tipo de sistema productivo y edad de los animales
muestreados.

En los rodeos de cria analizados, los porcentajes de prevalencia individual resultaron
ser significativamente mayores a los detectados en el estudio realizado por Ode6n y
colaboradores (Odedn y col. 2001). En dicho trabajo, se determinaron porcentajes de
seroprevalencia de 10,7 % y 40,7 % en animales de entre uno y dos afios y mayores a
dos afios, respectivamente. Esta discrepancia puede deberse a las diferencias en la
sensibilidad de la técnicas empleadas para medir anticuerpos en muestras de suero
(Westenbrink y col. 1985).

El estudio realizado en tambos, si bien conté con menor cantidad de animales
muestreados de lo que el disefio estadistico requeria, también evidenci6 la presencia
de animales con AN contra BRSV en ambos grupos etarios y estas seroprevalencias
también resultaron tener porcentajes mas elevados en el rango etario de mayor edad.
Las prevalencias intrapredio detectadas fueron de 90 y 100 % para cada grupo etario.
Estos resultados coinciden con lo observado por Bidokhti y colaboradores, quienes
evidenciaron altos niveles de prevalencia intra-predio en tambos y también mostraron
una mayor seropositividad cuanto mayor es la edad de los animales (Bidokhti y col.
20009).

Los niveles de prevalencia individual detectados para los sistemas de cria bovina y
tambos, resultaron ser similares para cada grupo etario. En los animales de 6 a 18
meses, las prevalencias fueron cercanas al 75 % mientras que para aquellos mayores
a 18 meses fueron del 95 % aproximadamente. Estos resultados mostraron porcentajes
de seroprevalencia mayores a los detectados por Luzzago y colaboradores quienes

evidenciaron 56 % y 81 % de animales seropositivos, para terneras y vacas adultas,
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respectivamente (Luzzago y col. 2010). Se observé ademas, que los animales de mayor
rango etario presentaron mayores porcentajes de seroprevalencia. Esto podria
explicarse ya que, como se describié previamente, los bovinos pueden reinfectarse a lo
largo de toda su vida, incluso con un virus de la misma cepa, por lo que los porcentajes
de seroprevalencia parecieran ser funcion del tiempo de exposicién a BRSV (Luzzago y
col. 2010).

En este trabajo de tesis el promedio del titulo de AN para BRSV en los sistemas
productivos analizados fue de 64 para el grupo de 6 a 18 meses mientras que este
resultd ser aproximadamente 128 para el grupo de animales mayores a 18 meses. A su
vez, en ambos tipos de establecimiento, las medianas de las prevalencias intra-predio
fueron superiores al 80 %, indicando que la infeccién es altamente endémica en la
mayoria de los rodeos.

En los muestreos realizados en establecimientos de engorde a corral, se evaluaron
animales mayores a 6 meses de edad. Si bien la seroprevalencia contra BRSV reportada
por Van Vuuren y colaboradores en establecimientos de engorde a corral de Sudafrica
fue menor que las detectadas en este trabajo de tesis (Van Vuuren 1990), nuestros
resultados no varian significativamente con los reportados por otros grupos (Edwards
2010; Gulliksen y col. 2009; Anna Ohlson y col. 2010; Paton y col. 1998; Uttenthal y col.
2000).

Los animales de los establecimientos de engorde a corral fueron muestreados en
diferentes periodos luego de su llegada al establecimiento (Mediana de 35 dias) a fin de
evaluar la asociacion entre los titulos de AN y el tiempo de permanencia en el rodeo.
Para ello, el total de animales se dividi6 en dos grupos: animales que habian
permanecido menos de 35 dias (Grupo A) o animales que habian superado los 35 dias
de estadia en el establecimiento (Grupo B) al momento del muestreo.

La prevalencia entre animales que habian permanecido méas de 35 dias en
establecimientos de engorde a corral fue significativamente mayor a la detectada en
aquellos animales que habian permanecido menos tiempo. Mas aln, se encontraron
diferencias significativas en la mediana de titulos de AN entre grupos (p<0,05). Si bien,
nuestro muestreo no tuvo un disefio longitudinal necesario para determinar la incidencia
de infeccion mediante seroconversion, estos resultados mostraron una asociacion entre
la seroprevalencia y el tiempo de permanencia en el rodeo; esto constituye una
evidencia indirecta de circulacion viral en establecimientos de engorde a corral.

Los factores predisponentes del CRB fueron descriptos por Taylor y colaboradores.
Entre ellos se destacan la edad, el tamafio de la tropa, el tiempo de estadia en el

establecimiento, el origen de los animales (compra directa o en ferias) y la temporada
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(J. D. Taylor y col. 2010a). En relacién a los factores de riesgo asociados al BRSV, cabe
mencionar que, como muchas variables pueden actuar como inductoras de otras, los
investigadores deben ser cautelosos al momento de definir el rol de los factores de
riesgo en el desarrollo o prevencion del CRB. En nuestro estudio, la edad de los
animales resultdé estar significativamente asociada con la seropositividad de BRSV,
independientemente al tiempo de permanencia en el rodeo (datos no mostrados). Por
otro lado, la prevalencia detectada resulté estar asociada al tiempo de permanencia en
el establecimiento de engorde. También se encontrd asociacion entre la edad y el alto
titulo de AN, en donde la proporcion de animales de mayor edad que presentaban altos
titulos de AN (PR=11,38, [CI= 1,07-1,79]) fue mayor que en los animales mas jévenes.
Esto fue observado también por otros investigadores que describieron que la distribucién

de AN especificos parece ser una funcién de la exposicion a BRSV (Bidokhti y col. 2009).

Otra caracteristica comun en las operaciones de los establecimientos de engorde a
corral de Argentina es la mezcla de animales, debido a que muchos animales
pertenecientes a pequefios grupos de diferentes origenes se juntan para completar cada
rodeo. En muchos trabajos, esta practica ha sido altamente asociada con una mayor
frecuencia de enfermedad respiratoria, como una consecuencia evidente de mezclar
animales con diferentes estados inmunolégicos o infecciosos (Hilton 2014; Martin 1983;
Martin y Meek 1986b; Martin y col. 1982). Los establecimientos de engorde a corral en
Argentina suelen comprar animales de diferentes fuentes. Nuestros resultados
coinciden con trabajos previos que muestran una mayor seroprevalencia en animales
provenientes de ferias que en aquellos adquiridos por compra directa (Step y col. 2008).

Independientemente de la prevalencia de BRSV en el rodeo de origen, un elevado
numero de animales por lote, representa altas chances de contacto con mudltiples
fuentes virales (J. D. Taylor y col. 2010a). Este escenario favorece la dispersion del virus
entre animales que estan en contacto directo. En este sentido, el tamafio de los rodeos
ha sido reportado como un importante factor de riesgo para el CRB. Nuestros resultados
coinciden con esta hipétesis, mostrando una asociacion significativa entre aquellos
rodeos con mas de 1000 cabezas de ganado y altos titulos de AN (PR=2,09; [CI=1,2-
3,58]). Yesilbag y colaboradores demostraron que los tambos con mayor capacidad de
animales presentaban mayores seroprevalencias contra BRSV, entre otros virus
respiratorios, que aquellos con menor capacidad (Yesilbag y Glingér 2008). Ademas,
Raaperi y colaboradores demostraron que el tamafio del rodeo estaba directamente
relacionado con una mayor ocurrencia de enfermedad respiratoria en vaquillonas

prefiadas y vacas (Raaperiy col. 2012).
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Se ha descripto que la infeccion por BRSV ocurre principalmente durante el invierno
(W. H. M. V Van Der Poel y col. 1993). Sin embargo, en este trabajo de tesis, no fue
posible detectar asociacion entre la seropositividad y estacionalidad. En concordancia
con nuestros resultados, otros trabajos evidenciaron que las infecciones ocurren de
manera independiente a la estacion observandose brotes tanto en las temporadas de
invierno como en las de verano (Klem y col. 2013).

En este trabajo de tesis, se mostro una alta seroprevalencia en establecimientos de
engorde a corral y una asociacion entre los signos clinicos y los animales que
presentaron altos titulos de AN especificos contra BRSV. Los resultados de este estudio
coinciden con otros reportes que demuestran el rol de BRSV como un agente causal de
neumonia en bovinos de este tipo de establecimientos (J. K. Collins y col. 1988; Durham
y Hassard 1990; Martin y Meek 1986a).

En base a nuestros resultados, se demostré la presencia de AN contra BRSV
con altos porcentajes de seroprevalencia individual en rodeos de cria, tambos y
establecimientos de engorde a corral. De esta manera, el estudio epidemiolégico
realizado en los tres sistemas productivos mencionados permitié cumplimentar

el primer objetivo de este trabajo de Tesis.

La interaccion entre animales ungulados domésticos y salvajes representa un
potencial problema en cuanto al contagio de enfermedades infecciosas por contacto
directo entre los mismos. La cohabitacion entre especies es comun en cierto tipo de
establecimientos extensivos de cria, en donde bovinos se encuentran en contacto con
otras especies no bovinas. Si bien los bovinos son los hospedadores naturales de
BRSV, otras especies como ovejas, cabras, camélidos y bufalos pueden infectarse.
(Sausker y Dyer 2002; W. H. Van der Poel y col. 1995; Rivera, Madewell, y Ameghino
1987; Dunbar y col. 1985; Akca y col. 2001; Intisar y col. 2010). Por este motivo, resulta
interesante evaluar la presencia de anticuerpos contra BRSV en especies no bovinas,
gue podrian estar actuando como reservorios potenciales del virus.

En este trabajo de tesis se evidenci6é un porcentaje de seropositividad de 85,9 % en
caprinos de la Patagonia Argentina y de 89,1 % en caprinos de la provincia de Salta.
Estos porcentajes son similares a los determinados por Van der Poel y colaboradores
en cabras de Paises Bajos, quienes determinaron mediante ELISA que el 77% de las
cabras muestreadas resultaron ser seropositivas para BRSV (W. H. Van der Poel y col.
1995). De manera interesante, Trudel y colaboradores demostraron que las cepas de

RSV bovino y caprino se encuentran altamente relacionadas (Trudel y col. 1989).
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El virus respiratorio sincicial ovino (ORSV) ha sido aislado de una oveja de un afio
de edad con rinitis (Evermann y col. 1985). A su vez, una infeccion experimental con
ORSV en terneros resultd en enfermedad respiratoria moderada (D. G. Bryson y col.
1978). Sin embargo, no se ha descripto su contribucién en la enfermedad respiratoria
bovina (N. Z. Eleraky, Kania, y Potgieter 2001). La presencia de BRSV se ha descripto
en ovejas y terneros de ltalia, con porcentajes significativos de prevalencia para dicho
agente viral (Gaffuri y col. 2006b). Dicho autor reportdé una seroprevalencia de 82 % en
ovejas, similar a lo que se detectdé en este trabajo en ovinos de la provincia de
Corrientes, mientras que en muestras de ovinos de la Patagonia, el porcentaje detectado
resultd inferior. Esto podria deberse a las diferencias en cuanto al manejo de los
animales implementado en cada rodeo de cada region.

Para el caso de los camélidos, en un trabajo realizado en Sudan, se reporto la
presencia de anticuerpos contra RSV en el 27,3 % de las muestras evaluadas y la
presencia del genoma de RSV mediante RT-PCR (Intisar y col. 2010). En nuestro
trabajo, el 60 % de las muestras de camélidos provenientes de la provincia de Corrientes
resultaron seropositivos para BRSV

En este trabajo de tesis, también se detect6 la presencia de AN contra BRSV en
bufalos de las provincias de Corrientes y Chaco, con un porcentaje de seropositividad
del 44 % aproximadamente. Estos resultados superan los valores descriptos por Akca,
Y y colaboradores, quienes describieron la presencia de anticuerpos contra BRSV en
bufalos de Turquia con 28 % de seropositividad (Akca y col. 2001). El hecho de que el
BRSV infecte a otras especies animales de interés productivo, que estan en contacto
directo con bovinos, es un factor importante a tener en cuenta al momento de estudiar
la transmisién y dispersion de este virus en la poblacion. En este sentido, seria
interesante evaluar el rol de los bufalos y otras especies no bovinas como reservorios
naturales para los virus respiratorios (Maidana y col. 2012).

Trudel y colaboradores demostraron que las cepas de RSV caprino y bovino
comparten caracteristicas morfoldgicas, polipeptidicas y serolégicas (Trudel y col.
1989). A su vez, Oberst y colaboradores evidenciaron que los aislamientos de RSV
ovino pueden ser reconocidos por anticuerpos contra aislamientos del RSV caprino,
humano y bovino (Oberst y col. 1993). Este reconocimiento antigénico cruzado entre
RSV ovino y BRSV puede estar dado por la elevada identidad aminoacidica (94 %) que
existe entre la proteina F de ambas cepas (N. Z. Eleraky, Kania, y Potgieter 2001).

En este sentido, es posible que los AN contra RSV detectados en las muestras de
especies no bovinas evaluadas en este trabajo de tesis sean contra RSV de cada
especie en particular y debido a la reactividad cruzada, hayan podio neutralizar de igual

manera al BRSV utilizado en el ensayo de SN.
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Con la deteccién de AN contra BRSV en especies no bovinas de interés
agropecuario se logré cumplir el segundo objetivo de este trabajo de Tesis
demostrando la presencia de BRSV en camélidos, bufalos, ovinos y caprinos de
Argentina. A nuestro entender, este es el primer trabajo que reporta la presencia

de AN contra BRSV en dichas especies, en nuestro pais.

Los estudios epidemioldgicos observacionales se pueden clasificar, de acuerdo a su
temporalidad, en transversales y longitudinales. Los primeros estudian la distribucion de
la enfermedad en un determinado punto, tales como los estudios de prevalencia
discutidos previamente, pero no permiten sacar conclusiones acerca de los factores
predisponentes, ni acerca de la dindmica de distribucion de la enfermedad en la
poblacién. A diferencia de los primeros, los estudios longitudinales, tanto retrospectivos
como prospectivos, buscan establecer la relacién entre variables o posibles factores
causales (variables independientes) y el surgimiento y/o evolucién de la enfermedad en

esa poblacién (variables dependientes).

Hasta el momento, no se han reportado estudios longitudinales caracterizando la
epidemiologia de BRSV en bovinos en Argentina. Ademas, la informacion disponible
acerca de la circulacion e importancia del BRSV en los diferentes sistemas productivos
es practicamente inexistente. A nivel mundial, Van der Poel y colaboradores
demostraron, en un estudio realizado en 6 tambos de Suecia durante un afio, la
presencia de altos titulos de anticuerpos sin evidenciar seroconversiéon durante el verano
(W. H. M.V Van Der Poel y col. 1993). Como se desconoce la edad de dichos animales,
es posible que la ausencia de seroconversién se deba a que dichos animales eran
adultos, donde los titulos elevados de anticuerpos no permiten detectar variacion
significativa en el titulo de anticuerpos en dichos animales. Hagglund y colaboradores,
por su parte, llevaron a cabo un estudio durante un afio en Suecia y lograron demostrar
la presencia de seroconversion en terneros, principalmente durante el invierno
(Hagglund y col. 2006b). Olhson y colaboradores demostraron que la dinamica de
anticuerpos contra BRSV diferia segun las condiciones climaticas en las que se
encontraban los establecimientos y evidenciaron circulacion viral durante el verano (A
Ohlson y col. 2013).

Como se menciond anteriormente, en nuestro pais, los datos acerca de la circulacion
del BRSV son muy escasos. Dada la importancia que tiene el conocimiento de la
circulacion del virus, particularmente, como causa de neumonia en bovinos de diferentes

sistemas productivos, en este trabajo de tesis se llevaron a cabo estudios longitudinales
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en bovinos, de manera de determinar la dinamica de infeccién y la circulacién de este
agente viral.

En primer lugar, se realiz6 un analisis en un tambo cerrado de la provincia de Santa
Fe, en el que se evalud la presencia de AN contra BRSV en bovinos, desde su
nacimiento hasta los 3 afios. Se observé que al nacimiento (julio-agosto 2006), la
mayoria de los animales eran seropositivos y presentaban altos titulos de AN,
evidenciando la correcta transferencia pasiva mediante el calostro. Estos resultados
coindicen con los obtenidos por Tuncer y colaboradores, quienes detectaron la
presencia de anticuerpos maternales en el 100 % de los terneros muestreados en
tambos de Turquia (Tuncer y Yesilbag 2015). En nuestro trabajo, dicho resultado
evidencid, también, la infeccion previa de las madres con BRSV, debido a que éstas
tampoco habian sido vacunadas contra este agente viral.

En nuestro estudio, el nivel de AN comenz6 a descender paulatinamente a partir del
segundo mes, coincidiendo con lo descripto por Tuncer y colaboradores (Tuncer y
Yesilbag 2015). El titulo de AN descendi6 abruptamente al mes 5, hasta el mes 8, en el
qgue el 95 % de los animales muestreados resultdé ser seronegativo para BRSV. Estos
resultados coinciden con lo descripto por varios autores, quienes postulan que le nivel
de anticuerpos resulta indetectable al mes 5 (Baker, Ames, y Markham 1986; Uttenthal
y col. 2000).

El 30 % de los animales analizados del tambo evidencié seroconversion al mes 11,
indicando, en ese momento, la primera infeccion con BRSV. Este hecho coincide con el
primer movimiento de los animales hacia pasturas con otros animales de su misma
edad. Estas practicas de manejo, sumadas a la ausencia de AN especificos contra
BRSV desde el mes 8, aumenta la susceptibilidad de los animales a la infeccion.
Ademas, es importante destacar que esta primera infeccién ocurrié en los meses de
invierno. Nuestros resultados coinciden con lo descripto por otros autores, quienes
postulan que las practicas de manejo dentro de los establecimientos son factores de
riesgo predisponentes para la infeccion por BRSV (Snowder 2006; J. D. Taylor y col.
2010a) y que la primera infeccion en tambos ocurre mayormente en periodos de uno o
dos meses en otofio o invierno (Baker, Ames, y Markham 1986).

En nuestro estudio, se observé que el titulo de AN se mantuvo constante con
porcentajes de seroprevalencia de 60 % durante los meses subsiguientes. El descenso
significativo del porcentaje de seroprevalencia al mes 24 podria estar asociado
nuevamente al manejo, ya que en ese momento, los animales habian sido apartados en
zonas de preparto, aislados del resto de los animales motivo por el cual no hay contacto

directo entre los mismos que favorezca la infeccion.
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En este trabajo de tesis se observdé un aumento del valor de seroprevalencia
(alcanzando valores del 100 %) en el mes 27 (posterior al parto), periodo en el que los
animales reingresan al ciclo productivo (rodeo de ordefie), entrando nuevamente en
contacto con otros animales. Ademés se observé un aumento asociado del promedio
del titulo de AN significativamente superior a los titulos obtenidos durante la etapa 2
(momento en el los animales se encontraban en pasturas con otras vaquillonas y vacas,
previo al parto). En el mes 27, se observo la segunda seroconversion, en el 45 % de los
animales. Esto coincide con lo reportado por Van der Poel y colaboradores quienes
demostraron reinfecciones y altas seroprevalencias en animales mayores a los 2 afios
y que dichas reinfecciones pueden causar un aumento significativo de anticuerpos en
animales seropositivos (W. H. M. V Van Der Poel y col. 1993). Debido a que el tambo
analizado en este trabajo de tesis es cerrado, es decir, que no se produce un ingreso de
animales de otros origenes, existirian bajas probabilidades de que el virus haya sido
introducido de otras fuentes. Por este motivo, un aumento en el titulo de AN y de las
seroprevalencias evidencia indirectamente la circulacion viral de BRSV, intra-rodeo, en
este sistema productivo.

Como ya se menciond, el BRSV se transmite principalmente por contacto directo
entre animales infectados o mediante aerosoles (Mars, Bruschke, y Van Oirschot 1999)
con tasas de infectividad altas (Sarmiento-Silva, Nakamura-Lopez, y Vaughan 2012).
Sin embargo, no esta claro si el BRSV persiste en los rodeos o si éste es reintroducido
de otras fuentes antes de cada brote (De Jong y col. 1996; L H Thomas y Stott 1984; W.
H. M. V Van Der Poel y col. 1993; Baker, Ames, y Markham 1986). Las hipétesis acerca
de la forma en la que un virus permanece en un rodeo o si es reintroducido son
controvertidas. Es posible que factores como latencia y reactivacion, bajo nivel de
circulacion del virus inter o intra-rodeo u hospedadores que actlien como reservorio
jueguen un rol en el mantenimiento del BRSV (A Ohlson y col. 2013). Estudios de
andlisis del genoma viral a partir de aislados indicaron que el virus dentro de los rodeos
durante un brote es idéntico, pero varia entre brotes, sugiriendo que éstos son causados
probablemente por “nuevos” virus mas que por latencia o por la existencia de animales
que actlen como carriers (Larsen y Tjgrnehgj 2000; Bidokhti y col. 2012).

Una de las conclusiones importantes de este estudio en particular es que en el mes
8 posterior al nacimiento de los terneros, todos los animales se seronegativizaron. Este
resultado evidencia la necesidad de revisar el cronograma de vacunacion de los
animales en el tambo a fin de lograr proteccién frente a la infeccibn mediante la
vacunacion. Esto es importante ya que, es bien sabido que los anticuerpos maternales
pueden fallar en prevenir la infeccién viral (W. H. M. V Van Der Poel y col. 1993)

observandose enfermedad respiratoria en terneros recién nacidos que poseian altos

89



Discusion

titulos de anticuerpos maternos (Baker, Ames, y Markham 1986). Aun asi, si bien no
existen evidencias que demuestren que el nivel de anticuerpos adquiridos protege frente
a la infeccién, se ha demostrado que la gravedad de la enfermedad respiratoria es

inversamente proporcional al nivel de anticuerpos maternos (Larsen 2000).

Con el fin de evaluar la infeccion causada por BRSV en establecimientos de engorde
a corral, se llevaron a cabo estudios longitudinales en bovinos de dos establecimientos
de la provincia de Buenos Aires. Los porcentajes de seroconversion detectados variaron
entre el 60 y el 80 %, evidenciando de manera indirecta la circulacion de BRSV en dichos
sistemas productivos. Dado que las infecciones con BRSV pueden ocurrir de manera
asintomatica y que éste seria un mecanismo importante mediante el cual el BRSV se
mantiene en el rodeo (Helena Gallicchio Domingues, Spilki, y Arns 2011), resulté
relevante evaluar la presencia de genoma viral en los hisopados nasales de los bovinos
gue presentaron seroconversion. De un total de 42 hisopados analizados, dos de ellos
resultaron positivos para BRSV (0,84 %). Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Domingues y colaboradores quienes pudieron detectar genoma viral solamente en
el 2 % de las muestras de hisopados nasales analizadas (Helena Gallicchio Domingues,
Spilki, y Arns 2011). En base a nuestros resultados pudimos establecer una correlacion
entre seroconversién y presencia de genoma viral, lo cual, constituye una evidencia real

de la circulacién de BRSV en este sistema productivo.

La enfermedad respiratoria, esta caracterizada por una infeccion viral primaria que
predispone a una infeccion bacteriana secundaria, la cual empeora el cuadro respiratorio
y produce, en algunos casos, la muerte de los animales. En este sentido, la deteccién
de BRSV en pulmones de animales con lesiones compatibles con enfermedad
respiratoria es un proceso dificultoso, debido a la presencia de patdgenos bacterianos
gue llenan los espacios pulmonares. En este trabajo de tesis fue posible detectar la
presencia de BRSV en 5 de los 27 pulmones analizados de los bovinos que murieron
durante los ensayos longitudinales en los establecimientos de engorde a corral
estudiados y que presentaban lesiones compatibles con enfermedad respiratoria.
Ademas, una vez realizados los estudios bacterioldgicos correspondientes, dos de ellos
presentaron aislamientos positivos para Manhemmia haemolytica, bacteria
perteneciente al CRB. Este resultado confirma, por un lado, la circulacion del virus en
los establecimientos de engorde a corral, y mas importante aun, demuestra que el BRSV
estaria involucrado en el CRB en terneros de establecimientos de engorde a corral. Si
bien el virus s6lo pudo detectarse en muestras de pulmones de 5 terneros, el hecho de

detectar el genoma viral en hisopados de animales asintomaticos evidencia que el virus
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circula y que podria ser el responsable de enfermedad respiratoria en los animales
evaluados, coincidiendo con lo descripto por numerosos autores en diferentes paises.
Este hallazgo es de gran importancia para nuestro pais ya que desde el afio 1998, no
hay estudios que describan la epidemiologia del BRSV. Por ello, la mayoria de los
establecimientos no vacunan contra el virus y adjudican las infecciones respiratorias a
otros agentes del CRB. En este trabajo demostramos que el virus circula y que pudo
detectarse en pulmones de terneros que murieron a causa de neumonia, demostrando
gue el BRSV, en nuestro pais, debe ser tenido en cuenta al momento de disefiar
estrategias de prevencién para el control de la enfermedad respiratoria en terneros.
Los estudios de epidemiologia molecular son herramientas importantes para
investigar la evolucion, dispersion y transmision del BRSV (Dus Santos y Mozgovoj
2016). En este sentido, se han llevado a cabo numerosos estudios moleculares de
diversos aislados de BRSV, identificando y caracterizando genéticamente la cepa
analizada (Helena Gallicchio Domingues, Spilki, y Arns 2011; Lerch, Anderson, y Wertz
1990; Elvander y col. 1998). Reportes previos mostraron que la secuencia nucleotidica
y aminoacidica del gen codificante de la proteina G es la mas variable y que los aislados
analizados mostraron una variabilidad genética baja del gen F (Lerch, Anderson, y Wertz
1990; Elvander y col. 1998). Por este motivo, nuevos ensayos de PCR deberian llevarse
a cabo a partir del ARN de las muestras positivas detectadas en este trabajo de tesis,
de manera de amplificar mediante RT-PCR fragmentos del gen G y realizar los analisis

filogenéticos que permitan caracterizar molecularmente a la cepa detectada.

A partir de dichas muestras que resultaron positivas para BRSV, tanto de pulmones
como de hisopados nasofaringeos, se realizaron pasajes en cultivos de células. Sin
embargo, no fue posible aislar el virus. Tal como se describié previamente, el BRSV es
un virus labil, de manera que su aislamiento es muy dificultoso (Arns y col. 2003;
Tannock y col. 1987). Se ha descripto que no necesariamente se obtiene el aislamiento
en cultivo celular a partir de muestras de tejidos de animales infectados que contienen
altas concentraciones de BRSV (Dubovi 1993). Una posible explicacién, es el escaso
numero de receptores presentes en las lineas celulares necesarios para la adsorcién
del virus (Arns y col. 2003). Del mismo modo, resulta importante destacar, que al
detectar la presencia de bacterias pertenecientes al CRB en las muestras de los
animales infectados, es posible que la progresion de la enfermedad respiratoria ya
estuviera en un estadio en el que la cantidad de BRSV viable no fuera suficiente para
crecer en cultivo. Cabe mencionar, sin embargo que, aunque no se logré el aislamiento,
fue posible detectar al virus en las muestras de pulmones de los bovinos de

establecimientos de engorde a corral, debido a la elevada sensibilidad de la técnica de
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RT-nPCR empleada. De esta manera, logramos confirmar casos positivos para BRSV

en bovinos de los establecimientos evaluados.

Nuestros resultados indican que la infeccion por BRSV esta ampliamente distribuida
en la poblacion bovina, lo que sugiere que la importancia del BRSV en la presentaciéon
de la enfermedad respiratoria, en la regidn, podria estar subestimada.

Por otra parte, se detecto la presencia de AN contra BRSV en especies no bovinas,
como bufalos, camélidos, caprinos y ovinos. Este resultado es interesante ya que, Si
bien esté descripta la circulacion del virus a nivel mundial en especies no bovinas, es la
primera vez que se reporta la circulacién de este agente viral en nuestro pais, en esas
especies, abriendo el interrogante acerca del rol que cumplirian en la transmisién del

BRSV y como reservorio del mismo.

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio epidemiolégico que demuestra
una elevada seroprevalencia y circulacion de BRSV en los distintos sistemas
productivos de la Argentina. Estos resultados confirman la presencia del BRSV como
agente infeccioso en bovinos de cria, tambos y establecimientos de engorde a corral,
aportando datos significativos en cuanto a los momentos criticos de intervencién para la

prevencion de la enfermedad respiratoria.

A su vez, fue posible detectar la presencia de genoma viral en hisopados nasales de
animales de establecimientos de engorde a corral que presentaron seroconversion para
este agente viral y en pulmones de animales con lesiones compatibles con enfermedad
respiratoria. Debido a la cantidad de establecimientos de engorde a corral en Argentina
que no vacunan contra BRSV y a que los resultados de este trabajo demuestran la
circulacion del virus, es importante reevaluar la inclusién del BRSV en los programas de
vacunacion con el objetivo de controlar la infeccion. En este aspecto, los estudios
longitudinales llevados a cabo, evidenciaron seroconversion durante los primeros 30
dias de permanencia en el establecimiento de engorde a corral. En la practica cotidiana,
siguiendo el cronograma de vacunacion tradicional recomendado, la primera dosis de
vacuna contra el BRSV (monovalente o en combinacion con otros agentes virales del
CRB) se aplica al momento del ingreso al establecimiento, momento en el cual segin
los resultados aqui presentados, seria el periodo de mayor incidencia de la infeccion por
BRSV. Por esta razdn, la vacunacion contra este agente viral no estaria siendo efectiva
ya gue los animales se estarian infectando naturalmente, al mismo tiempo que reciben
la vacunacién. Sin embargo, como se describid previamente, la mayoria de los

establecimientos no vacunan para BRSV. De este modo, los resultados aqui descriptos
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sugieren que seria necesario redisefiar el cronograma de vacunacion de manera que
estos animales se encuentren inmunolégicamente preparados al momento de ingreso
al establecimiento, proponiendo que las inmunizaciones ocurran de manera previa al
movimiento de los bovinos hacia los nuevos sistemas, tal como establecen los nuevos

cronogramas de pre-acondicionamiento.

Para el caso de tambos, se detectaron dos momentos criticos de infeccién, los cuales
consideramos deberian tenerse en cuenta al momento de organizar el cronograma de
vacunacion. En este sistema productivo, la primera dosis de vacunacién se aplica a las
4-6 semanas de edad, momento en el cual los anticuerpos maternales aln son
elevados, de manera que bloguearian la induccién de la respuesta inmunitaria activa de
los terneros. En base a nuestros resultados, resultaria interesante realizar la vacunacion
entre los 3 y 4 meses de edad, momento en el que los anticuerpos calostrales
descienden, de modo de lograr que los animales cuenten con un adecuado titulo de AN
frente a la potencial infecciébn con BRSV a partir del mes 6. En este sentido, también
resulta interesante el desarrollo de nuevos candidatos vacunales que sean capaces de
evadir el efecto inhibitorio de los anticuerpos maternales, de manera de inducir una
respuesta inmunitaria adecuada en los terneros.

En conclusion, los resultados de esta tesis demuestran la importancia de contar con
informacién epidemioldgica completa y actualizada del BRSV en una region especifica,
para realizar una revision critica de las medidas preventivas a incorporar a fin de mejorar

las practicas de manejo.

La vacunacién es el método mas efectivo y econémico de control y erradicacion de
enfermedades infecciosas. La bUsqueda de vacunas alternativas que aseguren una
adecuada proteccion de la poblacion susceptible y reduzcan los riesgos y costos que
implican la produccion y uso de vacunas convencionales es prioritaria para las
campafas de erradicacion de enfermedades de interés veterinario. El control de la
infeccidn por el BRSV puede lograrse, por un lado, mejorando las medidas de manejo
y, por el otro, mediante la vacunacion. Desde hace varios afios, existen numerosas
vacunas disponibles en el mercado destinadas a la prevencion de la enfermedad
respiratoria bovina. Sin embargo, esta demostrado que, pese a los esfuerzos para
prevenir la infeccion por el BRSV empleando diversas vacunas, no fue posible eliminar
la circulacion del mismo (G. Meyer, Deplanche, y Schelcher 2008).

La infeccién por BRSV induce altos titulos de anticuerpos neutralizantes del virus que
serian protectores ya que disminuyen la severidad de la enfermedad, y una respuesta T

citotoxica transitoria y débil (Antonis y col. 2003). Sin embargo, la reinfecciéon con este
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virus ocurre aln en presencia de anticuerpos neutralizantes (Kimman y Westenbrink
1990) y se observo que los anticuerpos maternos presentes en los terneros no confieren
100 % de proteccion frente a la infeccion (Kimman y col. 1988).

Esto indica que, a diferencia de otros virus respiratorios, la infecciéon primaria con el
BRSV no confiere inmunidad protectora a largo plazo frente a infecciones secundarias
por el mismo virus (Glezen y col. 1960), por lo cual, el animal puede sufrir sucesivas
infecciones a lo largo de toda su vida, incluso con la misma cepa (Beem 1967).

En base a estos antecedentes se postuldé que en el disefio racional de una vacuna
contra BRSV no se debe imitar la respuesta inducida por la infeccion con este agente
viral, sino que la respuesta deberia ser diferente y, teniendo en cuenta que la respuesta
deltipo Th2 inducida por las vacunas inactivadas no es protectora, deberia estar dirigida
hacia un perfil de respuesta del tipo Th1.

En este contexto, el desarrollo de nuevos candidatos vacunales que sean seguros y
eficaces para prevenir la infeccion por BRSV constituye un nuevo desafio.

Los poxvirus han sido utilizados eficientemente como vectores para la expresion in
vivo de genes heterdlogos y para la construccion de vacunas contra enfermedades
infecciosas (Paoletti y col. 1984; Moss 1996; Pastoret y Vanderplasschen 2003). Estos
sistemas de vectores virales inducen principalmente una respuesta inmunitaria celular
contra el antigeno foraneo sintetizado de novo en el hospedador vacunado (M. a Liu
2010; Rollier y col. 2011). A su vez, si la proteina heterbloga se expresa como proteina
de membrana o0 es secretada al espacio extracelular, se inducen respuestas
inmunitarias humorales especificas (Lewis y col. 1997; Lewis, van Drunen Littel-van den
Hurk, y Babiuk 1999; Maria Florencia Ferrer y col. 2011; Cottingham y Carroll 2013).

En el mercado existen vacunas basadas en poxvirus recombinantes que estan
licenciadas para uso veterinario contra patdgenos virales (virus de la rabia felina, virus
de la enfermedad de Newcastle, influenza equina y aviar, virus West Nile, virus
distemper canino y virus de la leucemia felina) (Meeusen y col. 2007; Poulet y col. 2007).
Estas vacunas utilizan como vectores a cepas vacunales de los virus canarypox y
fowlpox.

En cambio, para las vacunas basadas en virus vaccinia Ankara modificado (MVA)
existen numerosos reportes de su eficacia en ensayos clinicos de vacunas humanas y
veterinarias pero aun no estan comercialmente disponibles (Sanchez-Sampedro y col.
2015). En la mayoria de las células de mamiferos la morfogénesis del virus MVA no es
completa y esto permite que la inmunizacién se consiga en ausencia de replicacion viral,
eliminado la posibilidad de una diseminacion del vector en los animales vacunados v,
por consiguiente, evitando la dispersién por contacto hacia individuos no vacunados o

hacia el ambiente en general. Esta caracteristica le otorga un alto perfil de seguridad
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por ser no replicativo en mamiferos, mientras que en el laboratorio se puede amplificar
en cultivos de células BHK-21 o FEP.

Los antigenos foraneos insertados en el genoma de MVA pueden ser sintetizados,
procesados y presentados en la superficie celular desencadenando respuestas
inmunitarias humorales y celulares protectoras (Weidinger y col. 2001; Olszewska y col.
2004; Bisht y col. 2004).

Nuestro grupo de investigacion demostré que el vector MVA que carece del gen
codificante de la proteina de unién a IL-18 (MVAAO008) indujo un aumento en la
respuesta celular T CD4+ y CD8+ respecto del vector viral convencional, tanto frente a
antigenos del propio vector como frente a la proteina Nef de HIV (Falivene y col. 2012).
Estos resultados sugieren que el vector optimizado MVAAOOS8 constituye una interesante
herramienta a utilizar al momento de disefiar vacunas de nueva generacion,
especialmente por el rol que IL-18 presenta en la produccion de IFN-y y en el desarrollo
de una respuesta inmune tipo Thl (Shoda y col. 1999; Muneta y col. 2005).

Para el disefio de una vacuna es necesario escoger un inmundégeno que represente
a la poblacién de virus que esta circulando a campo. Sin embargo, como hemos
descripto previamente, en Argentina hay un Unico aislamiento de BRSV obtenido por
Bagnis y colaboradores, pero dicho virus no ha sido caracterizado ni esta descripta su
secuencia (Bagnis y col. 1999). Cabe mencionar, ademas, que el aislamiento no esta
disponible.

Si bien en este trabajo de tesis fuimos capaces de detectar genoma viral especifico
para BRSV, los fragmentos amplificados son pequefios y corresponden a una regién
altamente conservada de la secuencia codificante de la proteina F. Dicha regién se
amplificé mediante una RT-nPCR, que se utiliza para diagnédstico molecular del BRSV
en muestras clinicas (Vilcek y col. 1994). En este sentido, consideramos necesario
continuar con el andlisis molecular de otros fragmentos del genoma viral de BRSV, y asi
poder caracterizar a la cepa circulante. Como continuacion de este trabajo de tesis nos
proponemos amplificar las secuencias completas de las proteinas F y G, las cuales
permitirdn la realizacién de estudios filogenéticos y la caracterizacion del genoma del
BRSV circulante en Argentina. Mas aun, resulta de gran interés continuar trabajando en
la posibilidad de obtener el aislamiento en cultivo celular. Esta tarea es laboriosa, ya que
muchas veces se requieren de mas de 9 pasajes ciegos para lograr el objetivo deseado.
Sin embargo, la posibilidad de contar con un aislamiento nacional, nos permitirhd conocer
y caracterizar la cepa circulante a fin de poder disefiar mejores inmunédgenos para el

tratamiento y prevencién de la enfermedad causada por este virus.
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Como se describi6é previamente, los principales antigenos blanco para el desarrollo
de vacunas recombinantes contra BRSV son las glicoproteinas F y G y, en menor grado,
las proteinas Ny M (G Taylor y col. 1997). En este sentido, la proteina F es el candidato
mayormente elegido, debido a que su secuencia se encuentra altamente conservada
dentro de las distintas cepas de RSV, incluso de distintas especies como humano,
bovino, ovino y caprino (Trudel y col. 1989; Oberst y col. 1993; N. Eleraky, Kania, y
Potgieter 2001; Pastey y Samal 1993). Walravens y colaboradores evidenciaron
homologias en las secuencias nucleotidicas de la proteina F de BRSV y HRSV
(Walravens y col. 1990). A su vez, Valarcher y colaboradores demostraron que el
porcentaje de divergencia entre distintos aislamientos de BRSV es mas bajo para los
genes Ny F (2 %) que para el gen G (8%). Incluso al comparar los genes F y G de BRSV
y HRSV, evidenciaron diferencias del 22 % y 48 %, respectivamente (J. F. Valarcher,
Schelcher, y Bourhy 2000).

Teniendo en cuenta que en el area de sanidad de los bovinos no existen vacunas
eficaces contra el BRSV y gque la respuesta inmunitaria protectora debe inducir
anticuerpos neutralizantes junto con un perfil Thl, en este trabajo de tesis se propuso
desarrollar un inmunégeno basado en el vector viral no replicativo MVAAOO8 que
expresa la glicoproteina F del BRSV. En particular, se utilizé la secuencia codificante de
la proteina F de la cepa A51908 (ATCC) ya que, como se describié previamente,
encuentra altamente conservada dentro de las distintas cepas de RSV, incluso de
distintas especies (Trudel y col. 1989; Oberst y col. 1993; Pastey y Samal 1993; N.
Eleraky, Kania, y Potgieter 2001). Las elecciones del vector y antigeno fordneo estan
relacionadas con el perfil de respuesta inmunitaria (tipo Thl) y la capacidad de inducir

anticuerpos seroneutralizantes de BRSV, respectivamente.

De esta manera, en el segundo capitulo de este trabajo de tesis se obtuvo un
candidato vacunal basado en MVA. Para ello se construy6 el vector de transferencia
gue portaba el gen que codifica para la proteina F del BRSV, VT-MTK-F. Luego se
procedi6 a la obtencién, seleccién y caracterizacion molecular de virus MVA-F
recombinantes. Se obtuvieron stocks virales puros y se confirmé la expresion del gen

foraneo a partir de virus MVA-F recombinantes.
La obtencién de los virus MVA-F recombinantes y su posterior caracterizacién

molecular permitié cumplimentar el tercer objetivo especifico de este trabajo de

Tesis.
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Posteriormente, se evalud la capacidad inmunogénica de los virus MVA-F en un
modelo murino para determinar el efecto de la via de inmunizacién (de mucosas o
sistémica) sobre la respuesta inmunitaria inducida.

Como se describié previamente, el BRSV infecta células epiteliales, ingresando por
las vias respiratorias, afectando el tracto respiratorio superior y, en casos mas graves,
el inferior (J.-F. Valarcher y Taylor 2007; Guzman y Taylor 2015). La superficie de las
mucosas contiene células del sistema inmunitario, incluyendo linfocitos B y T,
plasmocitos y otros elementos celulares involucrados en la induccién de la respuesta
inmunitaria (Ogra, Faden, y Welliver 2001). Las respuestas locales de anticuerpos en
las mucosas juegan un rol importante en la proteccion frente a virus respiratorios como
RSV (Garg y col. 2016). La funcidn efectora mas importante del sistema inmunitario de
mucosas es la produccién de IgA, ya que esta inmunoglobulina neutraliza a los
patdégenos en el sitio de entrada. Taylor y colaboradores lograron inducir una inmunidad
esterilizante contra BRSV en el modelo de rata, aportando evidencias acerca de la
importancia de inducir una buena respuesta inmune en la via de ingreso del virus para

lograr proteccion frente a la infeccién (J. D. Taylor y col. 2010b).

En este trabajo mostramos que cuando los ratones se inoculan con dos dosis de
MVA-F por la via intranasal se induce una respuesta inmunitaria local, con presencia de
anticuerpos IgA especificos contra BRSV en lavados nasales. Ademas, se detectaron
anticuerpos séricos 1gG especificos, con valores de IgGl e IgG2a que no difirieron
significativamente entre si, indicando que el candidato vacunal indujo un tipo de
respuesta balanceada Th1/Th2. Sin embargo, estos anticuerpos no fueron capaces de
neutralizar al BRSV in vitro. Por otro lado, tampoco fue posible detectar la induccién de
ninguna de las citoquinas evaluadas (IFN-y, IL-2 e IL-4).

Nuestros resultados coinciden con otros trabajos donde se mostré la capacidad de
MVA de inducir una respuesta inmunitaria especifica a nivel de mucosas al ser inoculado
por via intranasal, expresando antigenos de otros virus respiratorios tales como
influenza (Bender y col. 1996), parainfluenza (Durbin y col. 1998) y herpesvirus bovino
1 (Maria Florencia Ferrer y col. 2011; Del Medico Zajac y col. 2017).

En el caso particular de la proteina F (vacuna a subunidad) de HRSV se mostr6 que
puede inducir niveles significativos de IgA en mucosas s6lo cuando se utiliza combinado
con adyuvantes (Tebbey 2000; Singh y col. 2007). La capacidad inmunoestimulante de
MVA es una gran ventaja ya que elimina los riesgos, y los costos, que representa la
utilizacion de adyuvantes de mucosas.

Diversos autores reportan la induccién de anticuerpos IgA en BAL luego de

administrar por via intranasal vectores de Adenovirus y MVA que expresaban la proteina
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F, Ny M2-1 de RSV (PanAd3-RSV) o la proteina F como vacuna a subunidad (Garg y
col. 2016; Pierantoni y col. 2015). En nuestro trabajo, no logramos detectar anticuerpos
IgA especificos contra BRSV en BAL. Si MVA-F se propusiera como inmundgeno de
mucosas, es necesario continuar con las investigaciones para determinar si la falta de
deteccion de respuesta local en BAL se debe a caracteristicas intrinsecas del
inmunégeno o a la dificultad que presenta la obtencién de las muestras en el modelo
raton.

Los isotipos de los anticuerpos séricos juegan roles diferentes en la inmunidad
antiviral. Las vacunas contra influenza que estimulan las subclases 1gG1 e IgG2a
inducen mejor proteccibn que aquellas que solo inducen IgGl con actividad
neutralizante (Victor C Huber y col. 2006). Diversos autores proponen que los
anticuerpos lgG2a son mas adecuados para inducir respuestas celulares citotoxicas
mediadas por anticuerpos (C. Liu, Workman, y Vignali 2016; Tjiam y col. 2015; Yendo y
col. 2016), las cuales demostraron contribuir al clearance del virus presente en las
células infectadas (V C Huber y col. 2001).

El vector MVA induce principalmente un perfil de respuesta del tipo Thl debido a que
se produce la sintesis de novo de los antigenos foraneos que, luego de ser degradados
intracelularmente, se presentaran en la superficie celular en el contexto del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC). En el caso particular de MVA-F, se selecciono
como antigeno la proteina F completa del BRSV, por lo cual, al ser sintetizada de novo,
alcanzara la localizacion final anclada a la membrana celular de acuerdo a su secuencia
aminoacidica. Esta localizacion permitira su reconocimiento por células presentadoras
de antigeno en el contexto de MCH I, induciendo, finalmente, la produccion de
anticuerpos (respuesta de perfil Th2). Una forma indirecta de identificar el perfil de
respuesta inducida es analizando los isotipos de los anticuerpos séricos. Los ratones
inoculados con MVA-F presentaron una respuesta balanceada Thl/Th2. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Wu y colaboradores, quienes demostraron
una respuesta mixta Th1/Th2 en ratones inoculados por via intranasal con una vacuna
génica que contenia la secuencia codificante del gen F de RSV (Wu y col. 2009).

Una de las mayores ventajas de la vacunacion intranasal es que se necesitan dosis
relativamente bajas para lograr la inmunidad deseada comparada con otras rutas
(Almeida and Alpar, 1996; Olszewska, 2001; Holmgren, 2005). Sin embargo, esta via de
inmunizacién en ratones es dificultosa ya que se puede administrar sélo un pequefio
volumen de in6culo y se producen pérdidas de la dosis por una mala aspiracién de los
ratones al momento de la inoculacion. Estos factores no aseguran la buena absorcion
de la dosis administrada y por lo tanto la induccién de respuestas especificas por los

inmunogenos es muy variable.
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En medicina veterinaria existe una vacuna comercial contra BRSV, basada en una
cepa naturalmente termosensible (INFORCE™ 3, Zoetis), que se inocula por via
intranasal. En los estudios de eficacia llevados a cabo por la empresa que la
comercializa, todos los terneros vacunados sobrevivieron al desafio con BRSV, mientras
gue el 95 % de los animales no vacunados murieron. Ademas, los animales vacunados
mostraron menos lesiones pulmonares y se observd una reduccion de la diseminacion
viral indicando que los terneros eran menos propensos a sufrir enfermedad crénica por
BRSV e incluso a transmitir la enfermedad. Sin embargo, la vacuna debe ser
administrada mediante canulas por los orificios nasales de los animales para lograr una
inmunizacién exitosa. En este sentido, si bien la inmunizacion por la via de mucosas es
capaz de evadir el efecto inhibitorio de los anticuerpos calostrales y de primar al sistema
inmunitario de terneros seropositivos para BRSV (Kimman, Westenbrink, y Straver
1989; J. Ellis y col. 2014), el uso de vacunas por la via sistémica continua siendo el
elegido por veterinarios y productores debido a la practicidad en el modo de inoculacion
(Stokka 2010; Gorden y Plummer 2010).

En este trabajo de Tesis se evalud la capacidad inmunogénica de MVA-F por via
intranasal en ratones con el propésito de caracterizar al nuevo inmunégeno
desarrollado. Sin embargo, la via intranasal no seria la de eleccion para la vacunacion
de bovinos.

En este contexto, en este trabajo de tesis se continud la evaluacion del candidato
vacunal MVA-F inoculado por via sistémica en el modelo ratén. La administracion de
una sola dosis de MVA-F por via intraperitoneal (i.p) fue suficiente para inducir una
respuesta de anticuerpos séricos especifica contra BRSV. Esta respuesta fue incluso
mejor que la inducida por la vacuna que contenia BRSV formulado en adyuvante oleoso,
la cual requirié de dos dosis para alcanzar niveles similares de anticuerpos especificos.
En el grupo de animales inmunizados con MVA-F se observd el efecto de la dosis
refuerzo, que potencio los niveles de anticuerpos especificos contra BRSV, confirmando
gue la respuesta anti-vector no afecto el efecto de la re-vacunacion. Es de destacar que
luego de administrar dos dosis de MVA-F por via i.p. se obtuvieron titulos de AN
similares a los inducidos por la vacuna convencional. La vacunacién con MVA-F indujo
niveles similares de IgG1 e IgG2a, indicando un perfil de respuesta balanceada Th1/Th2.
Por otro lado, a diferencia de lo observado en la inmunizacion intranasal, la inoculacion
de dos dosis de MVA-F por una via sistémica fue capaz de inducir una respuesta inmune
celular especifica, cuantificada como nivel de IFN-y secretado por esplenocitos
estimulados con BRSV in vitro. Esta respuesta fue significativamente mayor que la
inducida por la inmunizacién con BRSV. En cambio, la presencia de IL-12 e IL-4 no pudo

ser detectada en ninguno de los grupos experimentales.
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Olszewska y colaboradores también observaron que una sola dosis de MVA-F (de
HRSV) administrado por la via i.p en ratones era suficiente para inducir anticuerpos 1gG
totales, pero obtuvieron mayores titulos en los ratones inoculados con HRSV inactivado
con formalina (FI-RSV) (Olszewska y col. 2004).

Los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de AN inducidos por MVA-F en el
modelo murino son alentadores porque coinciden con otros trabajos publicados donde
vectores de MVA que expresan antigenos de BRSV o HRSV indujeron AN al ser
inoculados en bovinos 0 macacos, respectivamente (Antonis y col. 2007; de Waal y col.
2004).

En el caso de las vacunas vectorizadas por virus, una estrategia que se utiliza para
mejorar la respuesta inmune inducida por la vacunacion y para sobrepasar la respuesta
anti-vector inducida por la aplicacion de multiples dosis, consiste en utilizar regimenes
prime-boost heterdlogos. Esta estrategia se basa en iniciar (prime) la respuesta
inmunitaria utilizando un inmunégeno como por ejemplo una vacuna génica que
codifiqgue para el antigeno de interés o una vacuna a subunidad, para luego reforzar
(boost) la respuesta inmune desencadenada inmunizando con un vector viral (como por
ejemplo MVA) que exprese el mismo antigeno. Este tipo de estrategia aumenta
significativamente la inmunidad celular especifica lograda inicialmente, incluso en
animales con inmunidad preexistente contra al vector (Zavala y col. 2001; Gherardi y
col. 2003; Webster y col. 2005; Gémez y col. 2007).

En este trabajo de tesis se continud la caracterizacién de la respuesta inmunitaria
inducida por el vector MVA-F utilizando regimenes de prime-boost heterélogos,
seleccionando la via i.p que fue la que indujo una mejor respuesta especifica. Para ello,
se utilizaron una vacuna génica que porta la secuencia de la proteina F de BRSV (pTT5-
F, desarrollada en este trabajo), una vacuna a subunidad (proteina F truncada, Ft,
desarrollada previamente en nuestro laboratorio) y el vector MVA-F.

Luego de recibir la primera dosis de los inmun6genos, solo los grupos inmunizados
con MVA-F presentaron anticuerpos totales especificos contra BRSV.

La vacuna génica pTT5-F no estimuld una respuesta detectable de anticuerpos
especificos luego de una Unica dosis, resultado que coincide con lo publicado por otros
autores que evaluaron vacunas geénicas que codifican para la proteina F de HRSV o de
BRSV (Park y col. 2001; Boxus y col. 2007).

Una Unica dosis de Ft no indujo una respuesta humoral anti-BRSV detectable. Sin
embargo, la aplicacion de Ft como dosis refuerzo fue capaz de aumentar los niveles de
anticuerpos en animales que recibieron la primera inoculaciéon con MVA-F o Ft.

La presencia de AN especificos pudo ser detectada en todos los regimenes

ensayados luego de la aplicacién de la segunda dosis. Los niveles mas altos de AN se
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observaron cuando se aplicé el esquema de inmunizacién prime-boost homoélogo de
MVA-F, reafirmando la capacidad inmunoestimulante de este vector viral. La aplicacion
de la tercera dosis no modificé significativamente los niveles de AN.

En cuanto al perfil de respuesta, luego de recibir la segunda dosis de inmundégeno,
todos los grupos inoculados con MVA-F indujeron una respuesta mixta Th1l/Th2
mientras que el grupo inoculado con Ft evidencié una leve tendencia hacia un perfil de
tipo Th2 con mayores niveles de IgG1. Luego de la tercera dosis, los niveles de ambos
isotipos aumentaron para todos los grupos. En particular, los mayores niveles de 1gG1
se observan en los grupos que recibieron MVA-F combinado con Ft o solamente Ft. Esta
respuesta polarizada hacia un perfil Th2 esta de acuerdo a lo esperado ya que las
vacunas a subunidad inducen este tipo de respuesta y por su parte, dado que MVA-F
expresa la proteina anclada a membrana, se favoreceria la induccion de respuesta
humoral.

Como se indic6 anteriormente, para que una vacuna prevenga la infeccion por BRSV
es también necesario que induzca la secrecion de IFN-y. El esquema de inmunizacion
con tres dosis de la proteina Ft no indujo la secrecién especifica de IFN-y, resultado que
coincide con el perfil de respuesta de tipo Th2 inducido por este tipo de inmundgeno. En
cambio, todos los animales que recibieron MVA-F desencadenaron una respuesta
inmunitaria celular caracterizada por la secrecién de IFN-y. Es importante destacar que
los niveles mas elevados de IFN-y secretado se detectaron en el grupo de animales que
recibi6 tres dosis de MVA-F (esquema prime-boost homologo). En estos animales, los
niveles de esta citoquina fueron significativamente mayores que los observados para los
ratones inmunizados con el régimen prime-boost heterdlogo. Teniendo en cuenta que la
vacuna génica no fue capaz de iniciar una respuesta inmunitaria especifica y que la
proteina Ft induce un perfil Th2, consideramos que los niveles de IFN-y observados en
los animales vacunados con los esquemas prime-boost heter6logo ADN/MVA o
MVA/proteina fueron inducidos exclusivamente por MVA-F.

La caracterizacion de la capacidad inmunogénica de MVA-F en ratones

constituyo el cuarto objetivo especifico de este trabajo de Tesis.

Por otro lado, la proteccién frente al desafio es un parametro que muchos
investigadores incluyen como una medida para evaluar la eficacia de una vacuna
(Antonis y col. 2007; Olszewska y col. 2004; Wyatt y col. 2000; Geraldine Taylor y col.
2015; Olmsted y col. 1986; Kohlmann y col. 2009). Frecuentemente se evallan
parametros relacionados al dafio tisular en pulmones, la presencia de determinados

tipos celulares, signos clinicos asociados, deteccion viral en pulmones, BAL y lavados
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nasales, entre otros. En este trabajo de Tesis se implementd un modelo de infeccién
con BRSV en ratdn, estableciendo la dosis requerida y el tiempo 6ptimo de sacrificio de
los animales luego del desafio viral para detectar dafio histopatoldgico en pulmones.
Los grupos de animales que recibieron los regimenes de inmunizacion prime-boost
homologo y heterdlogo fueron desafiados con BRSV pero al realizar el analisis
histopatolégico de los pulmones se obtuvieron scores con mucha variabilidad intra-
grupo lo cual imposibilité el analisis de los resultados para determinar la eficacia de los
distintos esquemas de vacunacion. Cabe mencionar que se necesitan dosis altas de
BRSV para inducir los signos clinicos de la enfermedad caracterizados por la pérdida
de peso corporal, piel rizada y una postura encorvada (G Taylor y col. 1984; Graham y
col. 1988). Teniendo en cuenta lo dificultoso que es obtener stocks virales con altos
titulos, seria interesante analizar nuevas metodologias de concentracion y purificacion
viral para aumentar el titulo del mismo y asi determinar la dosis de desafio para pruebas
de eficacia de vacunas. También, deberia evaluarse si la edad de los animales influye

en su susceptibilidad frente a la infeccién por BRSV.

En este contexto, el inmunégeno MVA-F inoculado por via sistémica indujo el perfil
de respuesta inmunitaria asociado con proteccion frente a BRSV.

En coincidencia con nuestros resultados, Olzsewska y colaboradores observaron que
los animales inoculados con FI-RSV mostraron respuestas polarizadas a un perfil de
citoquinas Th2 mientras que los vectores basados en MVA produjeron respuestas
balanceadas Th1/Th2 (Olszewska y col. 2004). Los subsets de linfocitos Thl y Th2 se
definen segun las citoquinas que producen. El subset Thl se define por la secrecion
aumentada de IFN-y y también puede tener una secrecion aumentada de IL-2. En
cambio, el subset Th2 esta definido por la secrecién aumentada de IL-4 y también puede
tener una secreciéon aumentada de IL-5, IL-6, IL-10, and IL-13 (Leonard 2003). En
numerosos modelos de infeccion de RSV, las respuestas de tipo Thl resultaron estar
asociadas a la resolucion de la enfermedad y las de tipo Th2 a la exacerbacion de la
enfermedad respiratoria (Alwan, Kozlowska, y Openshaw 1994; Mark Connors, Giese,
Kulkarni, Firestone, Morse, y Murph 1994; Griffin y col. 1999). Ambos tipos de
respuestas pueden estimularse o incluso inhibirse entre si, pero son complejas y no
necesariamente mutuamente antagonistas (Bukreyev y col. 2005).

Por otra parte, numerosos trabajos demostraron que la reduccién tanto de la
patologia pulmonar ocasionada por RSV como de la replicacion viral en ratones y
terneros esta fuertemente asociada con altos niveles de IFN-y (Letellier y col. 2008;
Mapletoft y col. 2006; Oumouna, Karvonen, y Babiuk 2005; West y col. 1999). Ademas,

en el modelo raton de RSV, la IL-12 promueve la produccion de IFN-y, disminuye la
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expresion de IL-4 e IL-5, puede prevenir eosinofilia pulmonar (Hussell, Khan, y
Openshaw 1997; Hussell y Openshaw 2000) y eliminar la respuesta exacerbada en las
vias aéreas (Gavett y col. 1995).

Se ha descripto que la induccion de anticuerpos de baja afinidad es un factor
importante en la exacerbacién de la enfermedad respiratoria (Delgado y col. 2010).
Diversos estudios en ratones y terneros sugirieron que la exacerbacién de la
enfermedad resulté de una respuesta inmunitaria polarizada al perfil Th2 mediante la
produccion aumentada de IL-4, altos niveles de IgG1 e IgE y la falta de linfocitos T CD8+
especificos contra BRSV, resultando en una eosinofilia pulmonar (Bukreyev y col. 2005;
Mark Connors, Giese, Kulkarni, Firestone, Morse, y Murphy 1994; L J Gershwin y col.
2000; Hussell y col. 1997; Kalina y col. 2004; Varga y col. 2001; Woolums y col. 1999).

Con respecto a la induccion de AN de BRSV, nuestros resultados coinciden
parcialmente con los de Connors y colaboradores quienes observaron que la
inmunizacién de ratas con la proteina quimérica FG expresada en baculovirus (Bac-FG),
0 con un virus vaccinia o adenovirus que expresaban la proteina F (Vac-F y Ad-F,
respectivamente) indujo altos niveles de anticuerpos totales contra HRSV, pero los
anticuerpos inducidos por Bac-FG tenian bajos niveles de actividad neutralizante en
comparacion con los otros inmunogenos (M Connors y col. 1992). En este trabajo de
tesis, demostramos que el vector MVA-F y la proteina Ft fueron capaces de inducir AN
de BRSV. Las diferencias observadas en cuanto a la capacidad de la proteina F de
inducir AN podrian estar relacionadas con la estructura tridimensional o el destino final
de la proteina F expresada en ambos sistemas que modificarian la exposicién de los
epitopes neutralizantes.

En base a los resultados obtenidos, los esquemas de prime-boost homdlogo o
heterélogo, utilizando el inmunégeno MVA-F, combinado con Ft, resultdé ser la mejor
estrategia ya que logr6 inducir el perfil de respuesta inmunitaria que correlacionaria con
proteccion frente a una infeccién con BRSV. A futuro, consideramos de gran utilidad
evaluar estas estrategias de vacunacion en el hospedador natural.

En base a las distintas estrategias de produccion de inmunédgenos realizadas en este
trabajo de tesis y teniendo en cuenta los resultados epidemiol6gicos obtenidos, se podra
seleccionar el mejor candidato vacunal, produciendo los MVA que porten las secuencias
codificantes de los genes F de los virus aislados, de manera de que dichos inmundgenos
representen a la poblacion viral circulante en nuestro pais. Del mismo modo, podria
proponerse la realizacién del desafio viral con las cepas circulantes aisladas con el
objetivo de evaluar la proteccién y desarrollar a futuro los virus MVA que porten las

secuencias del gen F previamente caracterizadas.
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Discusion

En conjunto, en este trabajo de tesis se demostré que el BRSV circula en todos
los sistemas productivos de Argentina, tanto en especies bovinas como no
bovinas de interés agropecuario. De esta manera, resulta importante adecuar los
cronogramas de vacunacion actuales a las dindmicas de infeccién de BRSV en
los tambos, rodeos de cria y establecimientos de engorde a corral. Asimismo, es
relevante el desarrollo de nuevos candidatos vacunales con el objetivo de
controlar la infecciébn y mejorar las respuestas inducidas, aun cuando la
vacunacién sea necesaria en animales joévenes que posean anticuerpos
calostrales.

Elinmundégeno MVA-F fue capaz de inducir AN e IFN-y especificos contra BRSV
en el modelo ratén, tanto en esquemas de prime-boost homélogo como
heter6logo combinado con una vacuna a subunidad. Esto alienta su evaluacion
como candidato vacunal contra el virus BRSV en bovinos con el objetivo final de

prevenir la infeccién por BRSV.

A nuestro entender, este es el primer trabajo que describe la epidemiologia del BRSV
en todos los sistemas de produccion de carne y leche en nuestro pais, evidenciando la
necesidad de contar con vacunas mas eficientes capaces de prevenir la infeccion por
BRSV. Asimismo, aporta conocimientos en el desarrollo de un candidato vacunal

basado en un virus recombinante y su potencial uso en la prevencion del CRB.
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Conclusiones

Conclusiones generales

= Se detectaron prevalencias individuales para BRSV mayores al 70% en los 3
sistemas productivos evaluados.

= En bovinos de establecimientos de engorde a corral, la infeccion se produjo
mayormente durante los 30 dias posteriores al ingreso.

= En bovinos de tambo, se detectaron dos puntos criticos de infeccion y
reinfeccion, que coinciden con el cambio del manejo productivo en dicho
sistema productivo.

= Se detecté la presencia de anticuerpos neutralizantes (AN) de BRSV en
especies no bovinas de interés productivo.

= Se obtuvo un candidato vacunal basado en MVA que porta el gen codificante
de la proteina F del BRSV.

= Elinmundgeno MVA-F indujo una respuesta inmune especifica contra BRSV
balanceada Th1-Th2.

En base a los resultados de este trabajo de tesis seria interesante proponer
modificaciones en el cronograma de vacunacion actualmente utilizado contra BRSV. En
los bovinos de tambo, resultaria interesante realizar la vacunacion entre los 3 y 4 meses
de edad, momento en el que los anticuerpos calostrales descienden, de modo de lograr
que los animales cuenten con un adecuado titulo de AN frente a la potencial infeccion
con BRSV a partir del mes 6. Por otra parte, para el caso de bovinos de establecimientos
de engorde a corral, proponemos que las inmunizaciones ocurran de manera previa al
movimiento de los animales hacia los nuevos sistemas, a fin de que se encuentren
inmunolégicamente preparados al momento de la exposicion al BRSV. Asimismo,
proponemos evaluar la eficacia del candidato vacunal MVA-F en bovinos ya que en este
trabajo de tesis fue capaz de inducir una respuesta inmunitaria especifica contra BRSV
y, como se ha descripto previamente, seria capaz de evadir el efecto inhibitorio de los

anticuerpos maternales.
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ANEXO: Infeccion experimental con BRSV en ratones

1. Implementacién del protocolo de infeccion experimental con BRSV en el modelo
murino
1.1 Produccién del stock viral de BRSV

La produccion del BRSV para los ensayos de infeccién experimental en ratones BALB/c
se llevé a cabo mediante el protocolo de concentracion de virus por precipitacién con
polietilenglicol (PEG) 6000 segun Gias y colaboradores (Gias y Nielsen 2008).

Brevemente, monocapas de células MDBK se infectaron como se describi6 en el apartado
2.1.2 de materiales y métodos del capitulo 1. La suspension de virus clarificado se llevo a
una concentracién final de MgSO4 100 mM y Tris-HCI 50 mM (pH 7,5). Una alicuota se
conservo a -70 °C para determinar el titulo viral inicial. Posteriormente, se agregé PEG 6000
(50 % p/v) preparado en buffer NT (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) hasta obtener
una concentracion final de 10 % (v/v). Para favorecer la precipitacion del virus se incub6
durante 90 min a 4 °C con agitacion moderada y luego se centrifug6 a 3250 x g durante 20
min a 4 °C. El sobrenadante se descarté y el pellet se resuspendi6é en un volumen de buffer
NT frio igual al 2 % del volumen inicial de virus empleado.

Como control negativo se realizoé el mismo procedimiento con células MDBK sin infectar
(mock). Se tomé una alicuota para determinar el titulo viral final y se congel6 a -70°C hasta
su utilizacion.

La alicuota se titul6 como se describié en la seccion de materiales y métodos del capitulo
1 (2.2). Se obtuvo un stock viral de 10° DICT50/ml.

1.2 Protocolo de infeccion viral

Con el propésito de implementar un modelo de desafio con BRSV para evaluar el
candidato vacunal obtenido en este trabajo de tesis, se implementé el protocolo de infeccién
experimental de ratones con BRSV y se establecieron los parametros histopatolégicos que
correlacionaron con dicha infeccion. Esta actividad se realiz6 en colaboracion con el grupo
de Patologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de La Plata (Vet.
Nicolas.Streitenberger).

Se evaluaron distintas dosis de BRSV y el tiempo 6ptimo de sacrificio que permitiera
observar dafio histopatologico cuantificable en los tejidos blanco del virus y detectar la
presencia de BRSV en pulmon.

Brevemente, se administraron 50 pl de BRSV por via i.n. (5 x 10% 0 5 x 10* DICT50). A
distintos tiempos (4, 5 o 7 dias) los animales se sacrificaron, se procedio a la apertura del

térax y posterior extraccion de ambos pulmones para evaluar las lesiones histopatolégicas
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generadas por la infecciébn con BRSV y para detectar la presencia del virus (titulacion viral
y/o deteccién del genoma viral por RT-nPCR). Uno de los pulmones se colocé en un tubo
conteniendo formol neutro (formaldehido 37-40%, 4,5 g/l de fosfato de sodio monobésico
anhidro y 6,5 g/l de fosfato de sodio dibasico anhidro) en un volumen por lo menos 10 veces
mayor que el volumen del pulmén, durante 24-48 h. Una vez producida la fijacion del tejido,
se lo conservé en etanol 70%, en un volumen suficiente para cubrir la muestra hasta su
evaluacion. El otro pulmon se colocé en criotubos (Corning) y se conservé a -70°C hasta su
procesamiento para la cuantificacion del titulo viral de BRSV (ver punto 2.2 de materiales y

métodos del capitulo 1).

1.3 Analisis y score histopatoldgico

Las muestras de pulmon fijadas en solucion de formalina neutra al 10 % y conservadas
en etanol 70% fueron posteriormente deshidratadas mediante pasajes en alcoholes de
graduacién decreciente y, luego, dos pasajes en xilol. A posteriori, el material se incluy6 en
parafina y se realizaron cortes finos de 3 um utilizando un micr6tomo de deslizamiento. Los
cortes obtenidos se montaron en portaobjetos de vidrio y luego se desparafinaron mediante
pasajes en alcoholes de graduacion decreciente y se rehidrataron con agua destilada. Para
su coloracion, los preparados fueron inmersos en Hematoxilina de Gill (Hematoxilina
“activada”, Biopur) durante 3 min y luego en agua corriente para el viraje del colorante.
Posteriormente fueron sumergidos en eosina amarilla en solucién acuosa (Eosina Amarilla,
Biopur) durante 1 min. Por ultimo, se deshidrataron y se montaron con balsamo de Canada
para su visualizacion con microscopio 6ptico.

Los pulmones se evaluaron microscépicamente, haciendo hincapié en la deteccion de
infiltrado y exudado inflamatorio. La gravedad de lesién fue graduada de acuerdo al esquema
descripto por Cimolai y colaboradores, con un score de lesion de 0 a 26 (Cimolaiy col. 1992).
El andlisis del score se realiz6 teniendo en cuenta 5 categorias:

A- Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar (0-1-2-3).

B- Cualidad del Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar (0-1-2-3).
C- Exudado en la luz de bronquios/bronquiolos (0-1-2).

D- Infiltrado perivascular (0-1-2-3).

E- Pneumonia del parénquima (0-3-5).
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0- ninguno

1- poco (< 25 %)

A-Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar (%: 0-1-2-3) 2- muchos (25 - 75 %)
- - (]

3- todos (> 75 %)

0- ninguno

B-Cualidad del Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar | 1- poco

(0-1-2-3) 2- moderado

3- extenso

0- ninguno

C-Exudado en laluz de bronquios/bronquiolos 1- minimo

2- mucho

0- ninguno

1- poco (< 10 %)

D-Infiltrado perivascular (%: 0-1-2-3)*
2- muchos (10 - 50 %)

3- mayoria (> 50 %)

0- ninguna
E-Pneumonia del parénquima (0-3-5) 3- minima
5- intensa

PAS Negativo/positivo

SCORE TOTAL: A+3(media B + media C)+D+E

Tabla Al. Sistema de score histopatolégico. segin Cimolai y col. (1992)

Este sistema de puntos ha sido validado en otros modelos en raton, para enfermedad
respiratoria causada por RSV y otras enfermedades respiratorias (Jafri y col. 2004; R. Hardy
y col. 2001; R. D. Hardy y col. 2002; R. D. Hardy y col. 2003; Wubbel y col. 1998). El sistema

de score numérico (de 0 a 26) final se obtuvo a través de la siguiente férmula:

Score Total = A+ 3 (media B+ media C) + D + E

Para la valoracion del exudado catarral en luz bronquial/bronquiolar y cuantificacion de
células productoras de mucus en la pared bronquiolar su realiz6 la tincion de acido periddico
de Schiff (PAS). Se utiliz6 la siguiente graduacion:

-: Ausencia de exudado y de células PAS positivo en luz y epitelio bronquiolar
respecticamente.
+: Escasa cantidad de células PAS positivo en epitelio bronquiolar.
++: Escasa/ moderada cantidad de células PAS positivo en epitelio bronquiolar con exudado
catarral PAS positivo que ocluye menos del 25% de la luz bronquiolar.

142



Anexo

+++: Gran cantidad de células PAS positivo en epitelio bronquiolar con exudado catarral PAS
positivo que ocluye mas del 25% de la luz bronquiolar.
1.4 Cuantificacion del titulo viral de BRSV en pulmén

Los pulmones conservados a -70°C se descongelaron y procesaron de manera similar a
la descripta en el apartado 2.4.1.1 de materiales y métodos del capitulo 1.

Los sobrenadantes conteniendo las suspensiones virales se titularon en monocapas de
células MDBK, empleando la metodologia descripta previamente (ver punto 2.2 de

materiales y métodos del capitulo 1).

1.5 Deteccidn del genoma viral en pulmén

Para determinar la presencia de genoma viral en pulmones, se llevé a cabo el macerado
de los mismos de manera similar a la descripta en el punto 2.4.1.1 de la seccion de
materiales y métodos del capitulo 1, utilizando, en este caso, el mismo macerado del pulmoén
procesado para la cuantificacién del titulo viral. Luego, se realiz6 la extraccion de ARN total
y la amplificacion por RT-PCR del gen F de BRSV tal como se describi6é en el punto 2.5 de

materiales y métodos del capitulo 1.

1.6 Determinacion del tiempo de sacrificio y concentracién viral 6ptima para el desafio
con BRSV

1.6.1 Experimento n°Al

Se utilizaron grupos de 5 ratones, inoculados por via i.n como se detalla a continuacion:

EIPE YA Indculo Dosis BRSV
(n=5)
1 mock -
2 BRSV 5 x 10° DICT50
3 BRSV 5 x 10 DICT50

Se administraron 50 pl de BRSV por via i.n. conteniendo la dosis correspondiente. A los
7 dias post desafio (dpd) los animales se sacrificaron, y se procedié a la obtencién de las

muestras como se describié previamente.

Los resultados obtenidos del analisis histopatolégico mostraron lesiones débiles o nulas,
es decir que en aquellos animales en donde se observé lesion, esta no fue significativamente

distinta a lo observado en el grupo control (tabla A2).
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En cuanto al analisis de la técnica de PAS, si bien en alguno de los animales de los grupos
inoculados con BRSV se pudieron detectar células productoras de moco (PAS+), las
diferencias respecto al grupo control tampoco resultaron ser significativas.

Es importante mencionar que en los animales de los grupos de BRSV se observé una
leve respuesta en septo alveolar de células mononucleares, pero dicha lesién no fue severa
ni significativa respecto del grupo mock.

Por otra parte, no fue posible detectar la presencia de BRSV en pulmones por ninguna
de las técnicas ensayadas.

Estos resultados indican que la dosis de BRSV utilizada o el tiempo de sacrificio al cual
se realizaron las mediciones no fue el adecuado para que la infeccién produzca dafio
cuantificable en los pulmones.

En este sentido, se decidi6 realizar un nuevo experimento de infeccion experimental
acortando el tiempo de sacrificio post desafio y utilizando la dosis mas alta evaluada en el

experimento n°Al.

1.5.2 Experimento n°A2

Se utilizaron grupos de 5 ratones, inoculados por via i.n con los siguientes antigenos:

experircricr-:'unFt)gl (n=5) In6culo Dosis BRSV Sacrificio
1 mock - 4 dpd
2 BRSV 5x 10* DICT50 4 dpd
3 mock - 5 dpd
4 BRSV 5 x 10* DICT50 5 dpd
5 Sin tratar - 5 dpd

Se administraron 50 pul de BRSV o mock por via i.n. y se agreg6 un grupo control sin tratar
(animales naive). Los animales se sacrificaron a los 4 0 5 dpd y se procedié a la extraccion
de ambos pulmones para evaluar las lesiones histopatolégicas de BRSV y cuantificar el titulo

viral de igual manera que la mencionada en el experimento n°Al.

El objetivo de este experimento fue detectar el tiempo 6ptimo de sacrificio de manera tal
de encontrar diferencias significativas en el dafio pulmonar de los animales infectados
respecto de su control. Para ello, un grupo inoculado con BRSV y uno con mock se sacrificd
alos 4 dpd y los otros 3 grupos a los 5 dpd.
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Luego de realizar el andlisis histopatoldégico como se describié previamente, se observo
gue los pulmones de los animales sacrificados a los 4 dpd, no presentaron diferencias entre
si. Sin embargo, a los 5 dpd las diferencias entre el grupo control y el grupo inoculado con
BRSV resultaron ser significativas, observando dafio pulmonar en este ultimo grupo (Tablas
A3y A4); (Figura Al). El grupo sin tratar no presenté dafio pulmonar, validando asi el ensayo.

*%

Score

'1 I I
Mock BRSV
4 dpd

Mock BRSV
5 dpd

Sin tratar
5 dpd

Figura Al. Score histopatolégico del experimento n°A2. Se expresan los valores de score clinico segun
Cimolai y col. (1992) (**p<0.01, *p<0.05. ANOVA Newman-Keuls Test)

En la figura A2 se representan ejemplos de las lesiones detectadas en los pulmones de

los ratones.
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Figura A2. Categorizacion histopatolégica de lesiones pulmonares en ratones. (A) Tincién de PAS. Obj.
20x. Al: Bronquiolos PAS negativos. Se observa ademas, infiltrado celular mononuclear perivascular leve; A2:
Bronquiolo PAS positivo. Exudado intraluminal (flecha) y gran cantidad de células del epitelio bronquiolar PAS
positivo. Complementariamente se observa infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular y peribronquiolar
leve. (B) Ejemplos de presencia/ausencia de infiltrado peribronquial/peribronquiolar H&E. Obj. 40x. B1:
Bronquiolo y vaso sanguineo de mediano calibre sin lesion (ausencia de exudado intraluminal e infiltrado celular
peribronquiolar y perivascular); B2: presencia de Infiltrado celular mononuclear peribronquiolar leve (flecha). (C)
Ejemplos de presencia/ausencia exudado en la luz de bronquiolos H&E. Obj. 20x: C1: Bronquiolo normal
(ausencia de infiltrado peribronquiolar y exudado intraluminal). Infiltrado celular mononuclear perivascular leve;
C2: Abundante exudado catarral en luz bronquiolar. Infiltrado celular mononuclear perivascular (flecha). (D)
Ejemplos de presencia/ausencia de infiltrado perivascular H&E. Obj. 20x. D1: Pulmdn sin lesién. Ausencia de
infiltrado celular peribronquiolar, perivascular y exudado; D2: Marcado infiltrado perivascular mononuclear
(flecha). Leve infiltrado peribronquiolar mononuclear.

Por otro lado, no fue posible detectar la presencia de BRSV en pulmones por titulacion

viral ni de genoma viral por RT-PCR en ninguno de los grupos del ensayo.

En base a estos resultados, se definieron las condiciones de desafio con BRSV en
ratones: administracién intranasal de 5 x 10* DICT50 de BRSV por ratdn, sacrificio de los
animales a los 5 dpd, analisis histopatologico de los pulmones, asignacion de score
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apropiado segun el dafio observado basado en lo descripto por Cimolai y colaboradores
(Cimolaiy col. 1992).

2. Evaluacion de la proteccion conferida por las formulaciones vacunales frente al

desafio con BRSV (correspondiente al Experimento n°3 de Resultados capitulo 2)

Con el objetivo de evaluar la proteccion inducida por los distintos inmundgenos en
esquemas de tipo prime-boost heterdlogo, los animales fueron desafiados con BRSV por via
i.n a los 53 dias post vacunacion (9 dias después de la 3er dosis). Los animales recibieron
una dosis de 5 x 10* DICT50 de BRSV por ratén y se sacrificaron a los 5 dpd. En ese
momento, se tomaron muestras de pulmoén, para realizar el andlisis histopatolégico
correspondiente.

Como se indica en las tablas A5 y A6, se observé una alta variabilidad de score entre los
individuos de cada grupo, por lo que los resultados no nos permiten sacar conclusiones
respecto a la proteccién conferida por los inmunégenos frente al desafio con BRSV.

En este trabajo de tesis se implementé el protocolo de infeccién experimental de ratones
con BRSV pero esta metodologia no fue Util para evaluar la proteccion conferida frente al

desafio viral.
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Mock BRSV (5 x 10° DICT50) BRSV (5 x 10* DICT50)
1.1 1.2 1.3 14 15 21 2.2 2.3 24 25 3.1 3.2 3.3 34 35
A-Infiltrado peribronquial/
peribronquiolar (%: 0-1-2-3) ! 0 ! ! ! ! 0 0 0 0 0 0 0 0 0
_ _ 0 14 18 16 13 9 17 11 11 10 13 22 16 8 17 26
. B-Cuall.dad dgl InflltraFjo 1 1 1 1 1
peribronquial/ peribronquiolar (0
1-2-3) 2
3
0 15 18 17 13 10 17 11 10 10 13 22 16 8 17 26
C-Exudado en laluz de
. . 1 1 1 1
bronquios/bronquiolos
2
D-Infiltrado perivascular (%: 0-1-2-3)* 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
E-Pneumonia del parénquima (0-3-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PAS - - - débil + - débil + - + - débil + - débil + | débil + - 0
SCORE TOTAL: A+3(mediaB + media| 1 198 | 0 1,174 | 2,426 | 1,03 | 2,33 0 1272 | 0 0 1 0 0 0 0
C)+D+E

Tabla A2. Andlisis histopatoldgico de los pulmones de los animales del experimento n° Al. Se expresan los valores de cada una de las variables analizadas segun Cimolai
y col. (1992) y el score total. *: si bien algunos animales mostraron infiltrado perivascular, el item D muestra solo el %.
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Grupo 1: mock sacrificio 4 dpd

Grupo 2: BRSV sacrificio 4 dpd

A-Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar
(%: 0-1-2-3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Cualidad del 0 8 16 18 31 22 12 16 19 30 19
Infiltrado 1
peribronquial/ 2
peribronquiolar (0-1-2 3
C-Exudado en laluz 0 8 16 18 27 22 12 16 19 30 16
de 1 4 3
bronquios/bronquiolo 2
D-Infiltrado perivascular (%: 0-1-2-3)* 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
E-Pneumonia del parénquima (0-3-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PAS - débil + | débil + | débil + | débil + | débil + | débil + | débil + | débil + | débil +
SQORE TOT'AL: 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0,47
A+3(media B + media C)+D+E

Tabla A3. Analisis histopatoldgico de los pulmones de los animales del experimento n° A2. Se expresan los valores de cada una de las variables analizadas segun Cimolai

y col. (1992) y el score total (parte 1). *: si bien algunos animales mostraron infiltrado perivascular, el item D muestra solo el %.
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Grupo 3: mock sacrificio 5 dpd Grupo 4: BRSV sacrificio 5 dpd Grupo 5: Control sin tratar
A-Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar
1 1 1 1
(%: 0-1-2-3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B-Cualidad del 0 14 15 19 35 20 13 23 28 16 28 35 18 13 23 21
Infiltrado 1 3 2 1
peribronquial/ 2 1
peribronquiolar (0-1-2 3
C-Exudado en laluz 0 14 15 19 35 20 11 19 24 14 23 33 13 12 18 18
de 1 2 4 7 5 5 2 5 2 5 3
bronquios/bronquiolo 2
D-Infiltrado perivascular (%: 0-1-2-3)* 2 1 1 1 1 0 2 1 1 2 0 0 1 0 0
E-Pneumonia del parénquima (0-3-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PAS débil + | débil + | débil + | débil + [ débil +| ++ ++ ++ + + + + + ++ +
SC_:ORE TOT,AL: 2 1 1 1 1 046 | 325 | 3,06 | 342 | 253 | 0,26 | 0,83 2,6 052 | 0,43
A+3(media B + media C)+D+E

Tabla A4. Anédlisis histopatolégico de los pulmones de los animales del experimento n° A2. Se expresan los valores de cada una de las variables analizadas segun Cimolai
y col. (1992) y el score total (parte 2). *: si bien algunos animales mostraron infiltrado perivascular, el item D muestra solo el %.
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MVA-F/MVA-FIMVA-F PBS MVA-F/Ft/MVA-F
1.1 1.2 1.3 14 15 21 2.2 2.3 24 25 3.1 3.2 3.3 34 35
A-Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar
(%: 0-1-2-3 1 1 0 1 0 0 2 0 0 0 1 1 1 2 1
B-Cualidad del Infiltrado 0 17 19 11 11 17 19 9 25 23 25 13 20 7 25 8
. . . . 1 1 1 1 2 2 1 1 3 1
peribronquial/ peribronquiolar > 1
0-1-2-3
(0-1-2:3) 3
C-Exudado en laluz de 0 18 20 11 12 17 19 11 23 23 23 15 21 8 28 9
. . 1 1 2 2
bronquios/bronquiolos 5
D-Infiltrado perivascular (%: 0-1-2-3)* 2 2 0 0 0 0 3 0 0 0 2 2 2 1 2
E-Pneumonia del parénquima (0-3-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PAS . - - - . - + . - - . . - - +
SCORE TOTAL: 3,174 | 3,15 0 1,249 0 0 |6,248| 0,24 0 0,24 | 34 |3,141(3,375]3,321|3,333

A+3(media B + media C)+D+E

Tabla A5. Anélisis histopatologico de los pulmones de los animales del experimento n° 3. Se expresan los valores de cada una de las variables analizadas segin Cimolai
y col. (1992) y el score total de los animales vacunados del experimento n°3 de la seccién de resultados capitulo 2, desafiados al dia 53 y sacrificados 5 dpd (Parte 1). *: si bien

algunos animales mostraron infiltrado perivascular, el item D muestra solo el %.
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Ft/Ft/Ft pTT5-F/IMVA-F/IMVA-F
4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5
A-Infiltrado peribronquial/ peribronquiolar (%: 0-1-2-3)| 1 0 2 1 0 0 0 1 2 2
B-Cualidad del Infiltrado 9 27 (10 [ 17 1 27 | 10 } 25 | 14 | 23 | 26 | 17
- . . . 1 4 2 4 3 9 8
peribronquial/ peribronquiolar 5
0-1-2-3
(0-1-2:3) 3
C-Exudado en laluz de (1) 31 10 117 31 10 25 14 26 35 139
bronquios/bronquiolos > 1 3
D-Infiltrado perivascular (%: 0-1-2-3)* 2 0 2 2 0 0 1 2 2 3
E-Pneumonia del parénquima (0-3-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PAS + - ++ + - - - - - ++
SCORE TOTAL:
A+3(media B + media C)+D+E 3,387 0 4,492 | 3,387 0 0 1 3,346 | 4,771 | 6,92

Tabla A6. Analisis histopatoldgico de los pulmones de los animales del experimento n° 3. Se expresan los valores de cada una de las variables analizadas segin Cimolai
y col. (1992) y el score total de los animales vacunados del experimento n°3 de la seccion de resultados capitulo 2, desafiados al dia 53 y sacrificados 5 dpd (Parte 2). *: si bien

algunos animales mostraron infiltrado perivascular, el item D muestra solo el %.
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