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Resumen

La estomatitis vesicular (EV) es una enfermedad, provocada por el virus de estomatitis
vesicular (VEV), clinicamente se caracteriza por la aparicion de lesiones vesiculares en la
boca, lengua, paladar, patas y en las ubres; en bovinos, equinos y suinos. En el Ecuador esta
enfermedad es endémica y provoca pérdidas econdmicas en el sector ganadero debido a la
pérdida de peso del animal. Actualmente en el pais no existe un método de diagndéstico que
detecte la respuesta inmunitaria contra el VEV. Por este motivo el objetivo de este estudio
es estandarizar la técnica de neutralizacidn viral para la deteccidn de anticuerpos
neutralizantes contra el VEV en linea celular BHK-21.

La titulacién viral para el VEV del serotipo New Jersey (VEV-NJ) mediante la evaluacién del
efecto citopatico fue de 7,59 * 0,35 log10 DICTso/mL. De los 44 sueros evaluados mediante el
método Spearman Karber se obtuvo 24 (54,4%) sueros positivos y 20 (45,5%) negativos,
presentando el mayor titulo neutralizante (>2,7) para las provincias de Loja, Cotopaxi y
Cafiar (p_valor=0,0052). La sensibilidad analitica del ensayo detectd la presencia de
anticuerpos hasta la dilucién 1:8192, y la especificidad analitica frente a enfermedades
clinicamente indistinguibles presentaron titulos bajos (<1,5) para sueros de diarrea viral
bovina (DVB), rinotracheitis infecciosa bovina (IBR), peste porcina clasica (VPP) y un suero de

humano con una proteccién por debajo del 40%.

Palabras clave:

e NEUTRALIZACION VIRAL
e ESTOMATITIS VESICULAR
e CULTIVO CELULAR BHK-21
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Abstract

Vesicular stomatitis (VS) is a disease caused by the vesicular stomatitis virus (VSV), clinically
characterized by the appearance of vesicular lesions in the mouth, tongue, palate, legs and
udders in cattle, horses and swine. In Ecuador, this disease is endemic and causes economic
losses in the livestock sector due to the loss of animal weight. Currently, there is no
diagnostic method in the country that detects the immune response against VEV. For this
reason, the objective of this study is to standardize the viral neutralization technique for the
detection of neutralizing antibodies against VEV in BHK-21 cell line.

Viral titer for VEV New Jersey serotype (VEV-NJ) by evaluation of the cytopathic effect was
7.59 + 0.35 log10 DICT50/mL. Of the 44 sera evaluated by the Spearman Karber method, 24
(54.4%) were positive and 20 (45.5%) negative, with the highest neutralizing titer (>2.7) for
the provinces of Loja, Cotopaxi and Cafiar (p_value=0.0052). The analytical sensitivity of the
assay detected the presence of antibodies up to dilution 1:8192, and the analytical
specificity against clinically indistinguishable diseases presented low titers (<1.5) for bovine
viral diarrhea (BVD), infectious bovine rhinotracheitis (IBR), classical swine fever (CSF) sera

and human serum.

Keywords:

e VIRAL NEUTRALIZATION

e VESICULAR STOMATITIS

e BHK-21 CELL CULTURE
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

La estomatitis vesicular (EV) es conocida desde hace mas de un siglo como una
enfermedad que se caracteriza por la aparicién de vesiculas en la lengua, patas y ubres del
ganado (Basak & Chattopadhyay, 2008). El primer informe donde se describe una
enfermedad con lesiones vesiculares fue en equinos procedentes de Sudafrica en 1876, mas
tarde en Estados Unidos en 1916, se reportd por primera vez la enfermedad vesicular en
bovinos y caballos a raiz de una epidemia, sin embargo, informes de 1862 reflejaron la
descripcién de sintomas caracteristicos de EV en caballos del ejército, durante la Guerra Civil
(Basak & Chattopadhyay, 2008; G. J. Letchworth et al., 1999; Whelan, 2008).

En 1926, Cotton establecié al virus de estomatitis vesicular (VEV) como el agente
causal de la enfermedad de EV, al afio siguiente identificd dos serotipos principales del virus;
New Jersey (NJ) e Indiana (IND) (Cotton, 1927). Mas tarde, segun las relaciones seroldgicas
se determinaron tres subtipos del serotipo Indiana: IND-1 o virus de Indiana clasico (VSIV),
encontrado en areas enzooticas; IND-2 o virus cocal (COCV) aislado esporadicamente en
Trinidad, Brasil y Argentina; e IND-3 o virus Alagoas (VSAV) reportado en Brasil y Colombia
(Brandly & Hanson, 1957; Federer et al., 1967; Olitsky, 1927).

En América del Sur la EV esta confinada endémicamente en Argentina, Venezuela,
Colombia, Pert y Ecuador (Trujillo, 2009). El primer pais latino en reportar EV fue Argentina
en 1939 en caballos, dos afios después en 1941 aparecio en ganado en Barinas — Venezuela,
infectando a 716 animales (Hanson & Karstad, 1959).

Ecuador informd por primera vez la presencia del VEV en ganado, en las provincias
de Guayas, Loja, Pichincha, Los Rios, Chimborazo y Caiar durante el periodo de 1973-1984.

Los casos fueron registrados cada cuatro afos, en donde los dos primeros cuatrienios (1973-
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1976; 1977-1980) presentaron una incidencia alta de casos positivos para el serotipo de NJ
con un 85%, mientras que para el serotipo de IND fue solo del 15 %, de un total de 248
cabezas de ganado (Astudillo et al., 1986). El Gltimo cuatrienio (1981-1984) tuvo una
disminucién del 66% de la frecuencia de afeccidn de EV, correspondiente a 19 y 23 casos
positivos para los serotipos de NJ e IND respectivamente (Astudillo et al., 1986).

En el 2004, en Ecuador, hubo un brote epizoético de EV en rebafos bovinos,
reportando 53 focos infecciosos de los cuales 51 fueron diagnosticados con el tipo NJ y 3
casos para IND (Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), 2005). En el 2010, en Zamora
Chinchipe se informo la presencia de 21 casos para el VEV-NJ y un caso para el VEV-IND
(Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS), 2010). En el 2018, 67 fincas ganaderas
distribuidas en Santo Domingo, Guayas, Manabi y Esmeraldas se vieron afectadas por los
casos de EV provocando grandes pérdidas econdmicas (El Comercio, 2018).

El diagndstico para enfermedades vesiculares; EV y fiebre aftosa (FA) dentro de
Ameérica Latina, se realiza con el apoyo de los Laboratorios de Referencia de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE)/ y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) por sus siglas en inglés respectivamente. Estas
organizaciones brindan capacitacion técnica, validacién de las pruebas de diagndstico,
monitoreo y vigilancia a la Red de Laboratorios Nacionales de Referencia de la regién, siendo
AGROCALIDAD la entidad representante del Ecuador (Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
y Salud Publica Veterinaria (PANAFTOSA) et al., 2019). De acuerdo, con las técnicas
reportadas por AGROCALIDAD el tipo de andlisis que se usa para la deteccion del agente
virico de EV mediante muestras epiteliales, es el ensayo inmunoenzimdtico indirecto tipo
sandwich (ELISA-SI) (Agrocalidad, 2020b). Sin embargo, el Manual Terrestre de la OIE

también recomienda el uso del aislamiento viral como método confirmatorio y técnicas
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seroldgicas que detecten la respuesta inmune humoral producida por el agente infeccioso
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE, 2018). Entre las técnicas de deteccién
frente a la respuesta inmunitaria estd la seroneutralizacidn (SN), técnica que ha sido
probada experimentalmente desde la década de 1930, y considerada la prueba estdndar de
oro para la evaluacion de anticuerpos protectores contra diversos virus (Klasse, 2014;

Peaper & Landry, 2014; Wellehan, 2006).
Justificacion

La EV se encuentra dentro del grupo de enfermedades vesiculares incluyendo la FA,
ambas presentan signos clinicos similares como la formacién de vesiculas, ulceras en el
epitelio oral, lengua y paladar. Debido a la semejanza sintomatoldgica la EV es considerada
como una enfermedad indistinguible de la FA, siendo de interés para programas de sanidad
animal que tratan de erradicar estas enfermedades (Gibbons, 1963; G. J. Letchworth et al.,
1999; PANAFTOSA, 2018). En el ultimo informe publicado por el organismo internacional
PANAFTOSA — OPS/OMS en el 2019, el mayor nimero de casos de EV se concentra en los

paises de Brasil, Colombia, Ecuador y Peru (Figura 1).

Figura 1

Distribucion geogrdfica de casos de EV en Sudamérica
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Nota. Tomado de Centro Panamericano de Fiebre Aftosa et al. ( 2019).
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La infeccion por el VEV en el ganado no provoca mortalidad, y las lesiones
vesiculares de la boca se curan de forma rapida, sin embargo, estd infeccidn viral induce
pérdida de peso, baja produccidn de leche y en algunos casos aparicién de mastitis (Hanson,
1952).

Estas afecciones generan un alto impacto econdmico para los ganaderos causando
pérdidas en los productos derivados como carne y leche, ademas de las restricciones de
movilidad para controlar la propagacion del virus (Rodriguez, 2002). En Estados Unidos las
pérdidas econédmicas han sido de 100 $ a 200 $ por cabeza de ganado (Lord & Tabachnick,
2002). En Colombia donde la EV es endémica, se reportd en el periodo de 1980-1985
pérdidas por mas de siete millones de ddlares (Trujillo, 2009).

Por lo expuesto anteriormente es de gran importancia para el sector ganadero un
diagnéstico rdpido que garantice resultados concluyentes para EV, ademds de proporcionar
una deteccién diferencial de enfermedades confundibles como la FA (Centro Panamericano
de Fiebre Aftosa PANAFTOSA- OPS/OMS, 2017).

Actualmente el diagndstico de EV, es realizado por Agrocalidad usando la técnica de
identificacion del agente viral, el cual esta presente de 2 a 7 dias en las lesiones vesiculares.
Transcurrido este tiempo se requiere pruebas seroldgicas que midan la seroconversién de
anticuerpos en suero (Agrocalidad, 2020b; MacLachlan & Dubovi, 2017). Por ello, es de
suma importancia para Agrocalidad implementar una prueba que detecte la presencia de
anticuerpos neutralizantes usando directamente suero.

De acuerdo con los métodos analiticos para la deteccién de la respuesta inmune de
EV expuestos en el Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales

Terrestres de la OIE, se recomienda la neutralizacion del virus (VN), el ensayo inmuno
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enzimatico de bloqueo en fase liquida (LP-ELISA) vy fijacidon del complemento (CF)
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE, 2018).

En esta investigacion se escogié la prueba de VN, por ser la “Gold standar" para la
deteccion de anticuerpos neutralizantes (NAc) contra diferentes virus (Bordignon & Roberto
Zanetti, 2014). Ademas es una prueba altamente sensible y especifica, capaz de diferenciar
el virus a nivel de serotipo (Bourgeois & Oaks, 2014). La VN también permite medir el titulo
de anticuerpos neutralizantes después de eventos a exposicidn, vacunacién o transferencia

pasiva de anticuerpos derivados de la madre (Gauger & Vincent, 2020).

Objetivos Generales y Especificos

Objetivo General

Estandarizar una prueba de diagndstico para el virus de estomatitis vesicular en

ganado bovino mediante la deteccidn de anticuerpos neutralizantes.

Objetivos Especificos

e Cultivar el virus de estomatitis vesicular en la linea celular de Rifidn de Hamster
Neonato (BHK-21).
e Estandarizar el protocolo de seroneutralizacién para la cepa de New Jersey (NJ) e

Indiana (IND-1) con el uso de sueros de ganado bovino.

e Cuantificar la presencia de anticuerpos neutralizantes especificos en el suero

mediante el método de Spearman- Karber.

e Determinar la especificidad y sensibilidad analitica del ensayo de neutralizacién viral.
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Capitulo II: Revision Bibliografica

Generalidades

La EV es una enfermedad causada por el VEV que afecta principalmente a bovinos,
equinos y porcinos. Sin embargo, también se ha encontrado evidencia seroldgica en otros
animales, incluidos murciélagos, mapaches, venado, antilope, primates no humanos,
roedores, zariglieyas, pavos y patos. Clinicamente se caracteriza por la produccion de
maculas, erosiones y vesiculas en los epitelios bucales o sobre la piel de las ubres y patas
(Figura 2). La EV es endémica en México, América Central, este de Brasil, norte de América
del Sur, y sureste de Estados Unidos (Figuoa et al., 1983; The Center for Food Security &
Public Health (CFSPH), 2008).

Figura 2

Lesiones clinicas provocadas por el VEV en ganado bovino

Nota. (*) Vesiculas y Ulceras presentes en: A) pezones, B) rodete coronario de las patas, C)

paladar. Tomado de Delgado et al (2015).

Sinonimia

En el campo la EV es conocida con diversos nombres. En México se la conoce como

“Mal de Hierba”, en centro América como “Meado de arafia o Sapillo”, y en zonas endémicas
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de Guatemalay el Salvador se las identifica como; Chaya, Piquete de abején y Chilaste

(Figueroa et al., 1983).

Accion de agentes fisicos y quimicos en la inactivacion del VEV

El VEV es inactivado por los siguientes factores fisicos: temperaturas de 50°C a 60°C
por 30 minutos, luz solar, luz UV. Mientras, que los factores quimicos que afectan al VEV
son: disolventes de lipidos, desinfectantes de hipoclorito de sodio, fenol y formalina (1%). El
VEV se puede conservar a -70°C o por liofilizacion (Biberstein & Vergés, 1994; Power et al.,
2007). Un ciclo normal de liofilizacidn empieza por una etapa de congelacién a bajas
temperaturas que permite inhibir la formacién de cristales, si estos llegan a ser grandes
pueden romper las membranas bioldgicas del virus cuando entran en la etapa de secado

(Pieters et al., 2002; Wolkers et al., 2002).

Etiologia

Taxonomia

El VEV tiene un genoma de ARN no segmentado de sentido negativo
correspondiente al orden Mononegavirales. Dentro de este orden se le asigna la familia
Rhabdoviridae debido a la forma de “bala”, y el género asignado para esta familia es

Vesiculovirus (Whelan, 2008).

Serotipos

El VEV presenta dos serotipos New Jersey (NJ) e Indiana (IND) que se distinguen por
neutralizar los anticuerpos contra la proteina G (Cartwright & Brown, 1972). El serotipo NJ
ha causado brotes mas patogénicos y frecuentes, que los provocados por las cepas INDs

(Bridges et al., 1997; Rodriguez, 2002). En la tabla 1 se describen sus principales diferencias.



Tabla 1

Diferencias entre los serotipos New Jersey e Indiana del virus de Estomatitis Vesicular

Serotipos  Subtipos

Signos clinicos

Origen de

Aislamiento

Distribucidn

Geografica

New
Jersey N/A

(NJ)

- Lesiones
principalmente en
podales (Jenney &

Brown, 1972).
- Pérdida del epitelio
de lalengua
- Pérdida de peso
- Deshidratacion
- Salivacion excesiva

(Hanson, 1968).

Artrépodos y
Vertebrados
(Hanson, 1968;
Paul F. Smith et

al., 2012).

- Zonas
temperadas de
Norteamérica
(Hanson, 1968)
- México
- Centroy Sur
América
(Letchworth et

al., 1996).

India
IND-1

na

(IND)

- Lesiones
principalmente en
mamas (Jenney &

Brown, 1972).

Artropodos y
vertebrados

(Hanson, 1968).

- Norte, Centro
y Sur América
(Hanson et al.,

19683;
Geoffrey J.
Letchworth et

al., 1996).
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Distribucion

Origen de
Serotipos  Subtipos Signos clinicos
Aislamiento Geogréfica
- Sureste de
Pulgas recogidas de
IND-2.6 Brasil y
ratas de arrozales
virus Argentina
(Jonkers et al.,
Cocal (Hanson et al.,
Lesi 1964).
- Lesiones
! 1968a).
principalmente en
Indiana -
Norteameérica
mamas (Jenney &
(IND)
Hanson,
Brown, 1972). (
IND-3 6 Mulas y caballos 1968)
virus (Chow & Mcnutt, - Noreste y
Aloagas 1953). centro de

Brasil (Chow &

Mcnutt, 1953).

Estructura Viral

Las particulas viricas tienen forma de bala y miden aproximadamente 65-180 nm de

largo y 60-75 nm de diametro (Figura 3). Cada particula comprende 74% proteina, 20%

lipidos, 3% ARN y 3% carbohidratos. El virus posee una envoltura lipidica con proyecciones

de picos triméricos denominada glicoproteina de unidn (G) de 67 kDa, esta encargada del

reconocimiento y fusién celular para la entrada y salida del virus de la célula (Martinez et al.,

2003; Pal et al., 1987; Reis et al., 2009; Whelan, 2008). El interior de la particula contiene un
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nucleo de ribonucleoproteina (RNP) del ARN gendmico que estd enrollado fuertemente
alrededor de la proteina N viral, formando un entorno resistente a la ARNasa (Figura 3)
(Brouillette et al., 1982; Whelan, 2008).

El complejo de N-ARN estd asociado con la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRP), cuyos componentes virales son una proteina grande (L) de 241 kDa y un tetramero
de una fosfoproteina accesoria (P) de 29 kDa. Otro componente estructural importantes es
la proteina de matriz (M) de 26 kDa participa en el ensamblaje viral y la gemacion de las
particula (Thomas & Roth, 1994).
Figura 3

Estructura y dimensiones de la particula del VEV

170nm

Nota. (A) Micrografia electrénica de particulas de VEV. (B) Esquema y dimensiones de la
estructura del virién: P, fosfoproteina; M, proteina de matriz; G, glicoproteina de union; L,
subunidad de polimerasa grande; N-ARN, ARN recubierto de la nucleocépside. Adaptado de

Whelan (2008).
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Genoma Viral

El genoma de ARN no segmentado de sentido negativo del VEV es de 11.161 nt,
comprende una region lider (le) de 30 a 50 nt, cinco genes que codifica en orden a las
proteinas N, P, M, Gy L; y una region trailer (tr) de 50 a 59 nt (Figura 4). Una caracteristica
fundamental de todos los Mononegavirus radica en que el ARN gendmico no se encuentra
desnudo dentro de las células infectadas, se presenta como un complejo de RNP, en el que

estd completamente cubierto por la proteina de la nucleocapside viral (Whelan, 2008)

Figura 4

Esquema del genoma del VEV

Gene start Gene end
UUGUCNNUAG AUACUUUUUULU GA

AUACUUUUUUU Sf-A UBGUCHNNUAG

el N [P[m] & ] L i s

Nota. La ilustracion destaca los elementos reguladores de la polimerasa. Colores: amarillo,
region lider 3°; azul: region trdiler 57; verde: residuos conservados de la secuencia de inicio;
rojo: residuos conservados del extremo; negro: residuos no transcritos. Adaptado de Whelan

(2008).

Ciclo de Replicacion Viral

La replicacidn consiste en tres etapas: fijacion, entrada replicacién, ensamblaje y
liberacion (Figura 5). La fijacion del VEV esta mediado por la glicoproteina que se une a la
superficie de las células. Después de la unidn el virus se internaliza mediante endocitosis
dependiente de clatrina, y se administra a un endosoma temprano. El umbral de pH
necesario para promover la fusidn de las membranas virales y celulares es de
aproximadamente 6,2, este pH se alcanza en el endosoma temprano permitiendo liberar el

nucleo de RNP, competente para la transcripcion en el citoplasma. Finalmente la liberacién
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de la proteina M migra al nicleo donde desempeiia un papel en la inhibicién de la expresion
del gen huésped (Whelan, 2008).

El ciclo de replicaciéon de VEV es completamente citoplasmatico, ocurre de manera
eficiente en células enucleadas. Durante la sintesis de ARN, la polimerasa utiliza el ARN
encapsulado como molde en dos reacciones distintas: (1) transcripcion de cinco ARNm que
codifica a las proteinas N, P, M, Gy L; y (2) replicacidn para producir hebras de ARN
antigenémico y luego gendmico. Se ha comprobado que la polimerasa genera muchos
errores durante la replicacion, provocando mutaciones en el genoma de la progenie, por lo
tanto esta progenie es una mezcla heterogénea llamada “quasiespecie” (Sur et al., 2003;
Whelan, 2008).

La expresidn génica empieza en respuesta de un promotor especifico dentro de la
region le 3" (3"-UUGUCNNUAG-5"), la cual es reconocida por la RdRP e inicia la sintesis para
la secuencia N generando un ARNm protegido, etilado y poliadenilado. La terminacidn final
del gen N se logra mediante el reconocimiento de la polimerasa con la secuencia altamente
conservada denominada 3’-AUACUUUUUUUG / C-5". La terminacion al final del gen N es
esencial para que la polimerasa pueda transcribir al gen P, un evento poco entendido,
debido a que la sintesis es 30% menos del ARNm-N para el ARNm-P. Esta sintesis secuencial
continda a través de todo el genoma viral y proporciona una gradiente de sintesis de ARNm

tal que N> P> M> G> L (Figura 4) (Roche et al., 2006; Whelan, 2008).
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Figura 5

Ciclo de replicacion del VEV

— 3
/ P ..
n.mnpunnl' /
14 4H-H
Replication ¢

1544

Endoplasmic reticulum l,s

T -

Golgi apparatus

Nota. Se muestra los pasos de la replicacion viral siendo estos: 1- Unidn a la superficie
celular; 2- Endocitosis; 3- Fusion y desenmascaramiento; 4- Transcripcion (-) del RNA
gendmico; 5- G RNAm; 6- Sintesis y glicosilacion de la proteina G; 7- Entrega de la proteina G
a la membrana plasmatica; 8- N ARNm; 9- P ARNm; 10- M ARNm; 11-M proteina; 12-
Migracion de la proteina M al interior de la membrana plasmatica; 13- Complejo N:P; 14-
Replicacion; 15- Genoma de la progenie; 16- Ensamble; 17- Gemacién; 18- Desprendimiento.

Adaptado de Rose & Whitt (2001)

Epidemiologia

La EV es enzodtico en regiones tropicales y subtropicales de América; sin embargo,
se ha registrado brotes de EV en zonas templadas en los EE. UU y Canada durante los meses
de verano, que generalmente terminan después de la primera helada (Acree et al., 1964,
Luis L. Rodriguez et al., 2000). En América Central y del Sur los brotes de EV son variables, y a
menudo estan asociados con las transiciones entre las estaciones lluviosas y secas (Hanson

et al., 1968b).
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La EV puede ser endémica en zonas calidas, donde reaparece anualmente y gran
parte de la poblacién animal susceptible posee anticuerpos. La enfermedad es epidémica en
zonas frias donde aparece irregularmente y los animales susceptibles estan libres de
anticuerpos (Mason, 1978).

El serotipo NJ es el mas importante en el sureste de México, Panama, noreste de
América del Sur tales como Bolivia, Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela. En el 2007 la
enfermedad fue reportada en 497 rebafios de ganado en estos paises. Colombia reporté 391
brotes donde 364 se debian a NJ y 27 al serotipo IND-1(Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa-OPS/OMS, 2007; Tesh et al., 1969). En Brasil y Argentina los brotes por EV han sido
causados por los subtipos IND-2 e IND-3, por lo tanto no se han reportado casos asociados
clinicamente a los serotipos NJ e IND-1, pero se presume la existencia de un Vesiculovirus no
descrito que esta estrechamente relacionado con el tipo NJ (Reis et al., 2009).

La incidencia de brotes por EV en hatos afectados puede variar ampliamente, se ha
visto que entre el 10% al 15% presentan signos clinicos, donde predominan lesiones bucales
mientras que en otros hatos solo presentan lesionas mamarias (Ellis & Kendall, 1964). Estos
signos clinicos se observan principalmente en animales adultos, siendo poco comun en
bovinos y equinos menores de un afio (Brandly et al., 1951).

Comprender la distribucién temporal-espacial y las tasas de transmisién es clave
para entender la epidemiologia del VEV. En mucho de los paises los factores responsables de
epidemias ciclicas por el VEV siguen sin estar claras y no existe suficiente informacion

actualizada sobre todo en la regién de América Latina (Rozo-Lopez et al., 2018).

Transmision

El conocimiento sobre el ciclo natural y la patogenia del VEV sigue sin comprenderse

con claridad (Reis et al., 2009). No obstante, los estudios han atribuido posibles métodos de
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transmisidn mediante fémites o contacto directo. Los animales infectados secretan saliva y
exudados vesiculares cargados de virus que contaminan facilmente las instalaciones y el
medio ambiente, permitiendo una transmisién eficiente de animal a animal o de fomite a
animal (Lord & Tabachnick, 2002; Stallknecht et al., 2001).

La investigacion también ha demostrado que los insectos desempefian un papel
importante en la diseminacién del VEV, como vectores mecanicos o como vectores
biolégicos (Figura 6) (Paul F. Smith et al., 2009; Urie et al., 2018). Los mecanismos de

transmisidn propuestos y conocidos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2

Mecanismos de trasmision del VEV por vectores mecdnicos y bioldgicos.

Vectores Especies Mecanismo
- Moscas de Estas moscas al alimentarse de lesiones
Arena vesiculares o de saliva pueden amplificar el
- Moscas Negras VEV en los ganados a través de los bebederos
- Mosquitos de agua (Redelman et al., 1989; Reis et al.,
- Culicoides 2009; Reis et al., 2011)

(7]

o

2

S Capacidad de infectar y replicar el VEV

]

p=

después de ingerir pasto contaminado, esto

- Saltamontes es una posible explicacion para la propagacion
a larga distancia y los brotes en rebafios lejos
de las fuentes de agua (Drolet et al., 2009;

Nunamaker et al., 2003).




34

Vectores Especies

Mecanismo

- Tabanos (Tabanus)
- Mosca de los ciervos
(Chrysops)

- Mosquitos (Aedes y

Mecanicos

Culex)
- Moscas de establos

(Stomoxys)

Son capaces de transmitir el VEV a huevos
embrionados y depositarlos en vacas
expuestas a las picaduras de moscas (Ferris et

al., 1955).

- Flebétomos

Bioldgicos

Este tipo de insectos hematdfagos usan la
transmision transovarica, la cual consiste en la
transferencia del virus de generacion a
generacion (Drolet et al., 2009) Los
experimentos han mostrado que la replicacion
del VEV sucede durante el desarrollo del
flebétomo, y al llegar las hembras a la etapa
adulta transmiten el virus mordiendo a
roedores susceptibles (Mead et al., 1999; Tesh

et al., 1972).

- Mosca negra

Las poblaciones silvestres del género Similium
que han sido alimentadas con aislamientos de
VSV-NJ, mostraron replicacidn viral durante
10 dias, pero no diseminacion a las glandulas

salivales (Mead et al., 1997).
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Vectores Especies Mecanismo

Ademas, las moscas negras infectadas son
capaces de transmitir a otras moscas cuando
- Mosca negra

se alimentan cerca del mismo hospedador

(Mead et al., 2000; P F Smith et al., 2011).

Este mosquito hematodfago se alimenta de una

amplia variedad de huéspedes desde animales

Bioldgicos

silvestres, domésticos y humanos (McGregor

et al., 2019). C. sonorensis demostré ser
Culicoides sonorensis

susceptible por VEV-NJ mediante via oral,

detectado hasta 13 dias después en los tejidos

del mosquito, glandulas salivales y los huevos

(Drolet et al., 2005; Nunamaker et al., 2000).

Signos Clinicos

La infeccion por el VEV se distingue de un periodo febril corto y una recuperacion
completa. El periodo de incubacidn es corto en bovinos, cerdos y caballos dura entre 24 a
48 horas, en este tiempo, los animales pueden mostrar cojera, signos de depresion, fiebre
de hasta 41,5°C y salivacion excesiva (Whelan, 2008). Posteriormente aparecen papulas de
color rosa a blanco en la boca, labios, encias nariz, pezones y patas. El epitelio se separa de
la capa basal formando vesiculas que se llena de liquido amarillento claro conteniendo
titulos muy altos de virus. Las lesiones orales hacen que los animales rechacen el alimento y

pierdan un peso considerable (Schmidtmann et al., 1999; Whelan, 2008).
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Los animales infectados desarrollan anticuerpos neutralizantes que pueden persistir
de 8 a 10 anos, sin embargo, la reinfeccidn por VEV puede ocurrir incluso en presencia de
titulos altos de anticuerpos. En ausencia de infecciones secundarias, las lesiones suelen
curarse en una a dos semanas y los animales empiezan a recuperar su peso (Whelan, 2008).
Figura 6

Redes de transmision del VEV
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Nota. Las flechas representan el flujo entre vectores y huéspedes. Ciclos conocidos

(coloreados) y propuestos (grises). Tomado de Rozo-Lopez et al. (2018).

Prevencidn y control

En la actualidad no existe un tratamiento para la EV, sin embargo, existen las
buenas practicas de saneamiento y cuarentena para contener la infeccion por EV (United
States Department of Agriculture (USDA), 2019). Entre las principales recomendaciones se
debe: aislar a los animales con lesiones vesiculares de los no afectados hasta que los signos
clinicos de la EV hayan desaparecido; implementar controles de insectos que incluyan
eliminacion o reduccién de crias de insectos y uso de insecticidas; las fuentes de agua y
comida deben ser destruidas; y usar medidas de proteccién al manipular animales

infectados para evitar el contagio a humanos (USDA, 2019; Webb et al., 1987).
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Con respecto a la recuperacion del animal, este debe tener acceso a una fuente de
alimentacion de alto contenido energético como melaza o pellets de alfalfa, y en el caso de
presentar infecciones bacterianas secundarias en las lesiones de la piel o boca, se debe
utilizar antibidticos y desinfectantes topicos (Webb et al., 1987). Las ulceras orales se
pueden limpiar con solucién de yodo lugol al 1% (Gagnon, 2019). En las Ulceras de los
podales se rocia solucion saturada de sulfato de cobre dos veces al dia y se aplica
antibidticos tdpicos como valnemulina y lincomicina (Gagnon, 2019; Laven & Hunt, 2001).
Las ulceras de las ubres se deben tratar con antibidticos de tipo oxitetraciclina y
antiflamatorios no esteroides como la indometacina (Gagnon, 2019; Holzhauer et al., 2017,

Mukherjee & Simpson, 1987).

Respuesta Inmune al VEV

La respuesta inmunitaria provocada por VEV se ha caracterizada principalmente en

roedores y células epiteliales (G. J. Letchworth et al., 1999; Whelan, 2008).

Vias de sefializacion dependientes de los receptores tipo Toll (TLR) activados por VEV

La activacion de los mecanismos inmunes empieza por el reconocimiento de la
glicoproteina (proteina G) del VEV mediante los receptores tipo Toll 4 (TLR4) situado en la
membrana celular, y de los TLR7-TLR8 que se encuentran intracelularmente en los
endosomas (Figura 7) (Akira, 2001; Kawai & Akira, 2010; Medzhitov & Janeway, 2000). La
proteina G permite la entrada en la células huésped al unirse al receptor de lipoproteinas de
baja densidad (LDLR), mediante los dominios ricos en cisteina conservados en estas
proteinas (Finkelshtein et al., 2013; Nikolic et al., 2018). Las LDLR se expresan de forman
ubicua por células de mamiferos esto permite que el VEV infecte practicamente cualquier

célula (Simovic et al., 2015).
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La homo o heterodimerizacion del receptor TLR4 inicia la sefializacién aguas abajo a
través de dos proteinas adaptadores MyD88 (adaptador de transduccidn de la respuesta
primaria diferencial mieloide) y TRIF (adaptador con dominio del receptor citoplasmatico
Toll (TIR) que induce IFN-B) (Uematsu et al., 2005).

La activacion de los TLR da como resultado la formacion del middosoma IRAK4
(quinasa 4 asociada al receptor de IL-1) que activa a IRAK1 y a su vez activa a TRAF6 (factor 6
asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TNF)). Luego TRAF6 promueve la
poliubiquitinacidn (Ub) ligada a la lisina-63 (K63) y de TAK1 (proteina quinasa 7 activada por
mitdgenos). TAK1 forma un complejo con las subunidades TAB1, TAB2, TAB3 (proteinas de
unién de quinasa activada), que interactian con las cadenas de poliubiquitina generadas por
TRAF6 para mediar la activacion de TAK1 (Kawai & Akira, 2010). Este complejo fosforila a IKK
(complejo de quinasa) que consta de IKKa e IKKB y de las subunidades reguladoras NEMO
(también llamados IKK y), lo que conduce a la translocacidon de NF-kB (p65/p56) (factor
nuclear kappa B) al nucleo y la posterior transcripcién de citocinas proinflamatorias (Figura
7) (Kawai & Akira, 2010; Kawasaki & Kawai, 2014).

Los TLR7 y TLR8 comparten la misma via dependiente de MyD88 y pueden conducir
a la produccién de interferdn tipo (IFN-1). Sin embargo este requiere el reclutamiento de
TRAF3 (factor 3 asociado al receptor TNF) e IKKa al complejo MYD88-IRAK-TRAF6 seguida de

la fosforilacién del IRF7 (factor regulador 7 de IFN) (Figura 7) (Lester & Li, 2014).

Actividad de Interferon (IFN)

Los IFNs tipo | se consideran como una respuesta antiviral frente al VEV, existe
secrecién de citocinas que inhiben la infeccién del virus activando la via de transduccién
mediante las sefiales de quinasas Janus y activadores de la transcripcion (JAK/ STAT) por sus

siglas en inglés respectivamente (Figura 8) (Basu et al., 2006).
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En este proceso de inhibicién también actuan tres proteinas antivirales mediadas
por IFN las cuales son: (i) 2, 5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) que degrada el ARN viral; (ii) la
proteina quinasa activada por dSRNA (PKR), que inhibe la traduccion del mRNA vy; (iii) la
proteina MX que posee actividad GTPasa y delimita la infeccidn del virus en varias etapas del

ciclo viral (Clemens & Elia, 1997; Haller & Kochs, 2002; Silverman, 1997).
Figura 7.
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Figura 8
Activacion de las vias de sefializacion JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducers and
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Secrecion de Oxido Nitrico (NO)

Los estimulos extracelulares como virus, toxinas bacterianas y fungicas reconocidos
por los TLR activan NF-kB, los cuales ingresan al nucleo y regulan positivamente la
transcripcion de genes para sintetizar el 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) que inhiben
la replicacién de patdgenos liberando moléculas efectoras, incluyendo el NO (Abdul-Cader et

al., 2016; Ibiza & Serrador, 2008). En los virus el NO actua inhibiendo la replicacién y
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activacion de proteasas implicadas en la entrada del agente viral (Figura 9)(Saura et al.,
1999).

El NO es considerada importante en la defensa frente al VEV (Letchworth et
al.,1999). Bi & Reiss (1995) reportaron in-vitro una fuerte inhibicién del VEV provocado por

el NO, encontrando iNOS en las neuronas del bulbo olfativo durante la infeccién por VEV.

Figura 9

Mecanismo de accion antiviral del NO mediante la sefializacion TLR4
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Nota. Adaptado de Al-Hatamleh et al. (2020). Creado en Biorender.com.

Anticuerpos Neutralizantes

Los anticuerpos neutralizantes (NAc) se producen en los linfocitos B en respuesta a
antigenos extrafios y se encuentran en las secreciones sanguineas, linfaticas y mucosas. Su
funcidn es inactivar un antigeno extraio ya sea marcandolo para su eliminacién por células
fagocitica o por el sistema del complemento (Payne, 2017).

El sistema inmunoldgico humoral en vertebrados contra virus citopaticos presenta
un compartimiento de células B y células plasmaticas de larga vida. Las células B tienen el
potencial de reaccionar rapidamente contra la reinfeccién mediante anticuerpos vy las células

plasmaticas secretan anticuerpos de alta especificidad. La induccion de estas dos tipos de
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células aparentemente depende de CD4* células T y sefializacion del receptor de las células B

(Figural0) (Dorner & Radbruch, 2007).

Figura 10
Induccion de la respuesta inmune humoral por virus citopdtico
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Nota. Tomado por Dérner & Radbruch (2007).

Con respecto a la respuesta inmunitaria frente a VEV, Briindler et al. (1996) reporté
la proteccién de Ac contra el VEV en ratones deficientes de células B, pero no en presencia
de proteccién pasiva. También se ha evidenciado en ratones que el VEV genera una
respuesta de Ac 8 dias después de la infeccién, en donde mas del 50% de células productoras
de IgG2a son especificas para la proteina G del VEV, la mayoria de estas células dejan
aproximadamente 10.000 Ac formando un alto nivel de IgG protectoras (Bachmann et al.,
1994). Los Ac contra la proteina G protegen los ratones neutralizando el virus y activando
otras funciones inmunitarias como el complemento, macréfagos y dirigiendo las células T a
células infectas por virus (Lefrancois, 1984). En el ganado vacuno los NAc persisten hasta por

8 afos, pero fluctian hasta 100 veces en un mes (L. L. Rodriguez et al., 1990)
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De acuerdo al Manual Terrestre de la OIE (2018), los métodos analiticos disponibles

para el diagndstico de EV se basan en la identificacién del agente viral o en la deteccién de la

respuesta inmunitaria (Tabla 3).

Tabla 3

Métodos analiticos para el diagndstico de EV mediante deteccion del agente viral y respuesta

inmune

Deteccion Método Analitico

Principio

Visualizacion

directa

Microscopia electrdnica para identificar las
caracteristicas morfoldgicas de los Rhabdovirus
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE

,2018).

Cultivo in-vitro
Agente

Viral

Identificacion del efecto citopatico provocado
por el VEV en lineas celulares como rifién de
mono verde africano (Vero), rindn de hamster
neonato (BHK-21) o (IBRS-2) (Organizacion

Mundial de Sanidad Animal - OIE , 2018).

Pruebas in-vivo

Inoculacién del virus en el saco alantoideo de
embriones de pollo de 8-10 dias permite la
multiplicacidn e aislamiento del VEV
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE

,2018).
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Deteccion Método Analitico Principio
Identifica los viriones de las cepas NJ e IND con
Elisa indirecto en
un conjunto de antisueros polivalentes
sandwich (IS-
provenientes de conejo o cobayo (Organizacion
ELISA)
Mundial de Sanidad Animal - OIE , 2018).
Deteccién del complejo antigeno (Ag)-
Prueba de
anticuerpo (Ac). Se usa antisuero monovalente
fijacién del
Agente anti-subtipo NJ y antisuero polivalente anti-
complemento
Viral subtipo IND (Organizaciéon Mundial de Sanidad
(CF)
Animal - OIE , 2018).
Amplificacién de areas gendmicas del VEV
mediante PCR. Sin embargo, estd técnica no
Reconocimiento
permite diferenciar si el virus es infeccioso
de acido nucleico
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal -
OIE, 2018).
Deteccidn y cuantificacién de Ac contra el
serogrupo de EV. Es preferible trabajar con
Elisa de bloqueo
Respuesta glucoproteinas viricas como Ag, porque no son
en fase liquida
Inmune infecciosas y generan menos falsos positivos

(LP-ELISA)

(Organizacion Mundial de Sanidad Animal -

OIE, 2018)




45

Deteccidn Método Analitico Principio
Elisa de Los Ags recombinantes NJ e IND-1 de EV
competicion compiten con el Ag de muestra por unirse al
(C-ELISA) Ac primario (Afshar et al., 1993).
Deteccidn de la presencia y la magnitud de Ac
neutralizantes. Se basa en la reaccién de Ac
presentes en el suero, con la dosis infectiva
(1000 DICTsp) de las cepas NJ e IND. Al
Neutralizacion de  reaccionar este complejo Ag-Ac se afiaden un
Respuesta virus (NV) sistema susceptible como lineas celulares Vero
Inmune o IB-RS-2 para observar la inefectividad
residual del virus (Alonso F. & Sondahl, 1985;
Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE,
2018).
Cuantificacidn de anticuerpos tempranos
Fijacion del como IgM. Esta prueba tienen una sensibilidad

Complemento

(CF)

baja y se ve afectada por factores inespecificos
(Organizacién Mundial de Sanidad Animal -

OIE, 2018).

Las muestras usadas para la identificacién del agente viral como diagndstico de EV

son; el epitelio de las vesiculas no reventadas, liquido vesicular, o hisopos de vesiculas

reventadas. En el caso del ganado bovino cuando no haya tejido epitelial, se puede tomar

muestras de liquido esofagico-faringeo. Mientras que para la deteccidn de la respuesta
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inmunitaria y cuantificacién de anticuerpos especificos se pueden utilizar muestras de

sueros (Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE, 2018).

Conforme al propdsito que se tenga en la investigacion se elige al método analitico,

esto se indica en la Tabla 4

Tabla 4

Meétodos analiticos recomendados para diferentes propdsitos.

Propésito
Determinar el
Determinar estado
Indicar Determinar
ausenciade EVen  Confirmar inmunitario en
Método ausencia de la
animales antes de €asos animales o
EVenla prevalencia
los clinicos poblaciones
poblacién dela EV
desplazamientos trasla
vacunacion
Deteccidn de la Respuesta Inmunolégica
LP-ELISA ++4+ ++4+ +++ +++ ++
C-ELISA +++ +++ - +++ ++
VN ++ +++ +++ +++ +++
CF - + +++ + -

Nota. (+++): método recomendado; (++): método idéneo; (+): método usado en casos

determinados, pero con limitantes en costos y fiabilidad; (-): no recomendado. Tomado

de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal - OIE (2018).
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Neutralizacion del Virus

La neutralizacién de virus (VN) o seroneutralizacidn, es la reduccién de la
infectividad viral mediante la unién de los Ac a la superficie de los viriones, bloqueando asi el
ciclo de replicacién viral que precede a la transcripcion o codificacion de los genes del virus
(Klasse & Sattentau, 2002). Inicialmente el término de VN se aplicaba sélo a anticuerposy a
sus fragmentos Fab y F(ab'), pero mas adelante la definicidn se extendid a fragmentos
recombinantes de unién a antigenos de dominio Unico y nanobodies (Finlay & Almagro,
2012; Muyldermans, 2013).

La NV es un tipo de inmunoensayo especializado porque no detecta todas las
reacciones de unién Ag-Ac, solo detecta anticuerpos que bloquean la replicacién del virus.
Esto es de vital importancia porque diferentes virus pueden compartir antigenos comunes,
pero solo una pequena fraccidon de estos antigenos son objetivos de anticuerpos
neutralizantes (NAc) (Payne, 2017).

El ensayo de NV en suero es altamente sensible y especifica, y se realiza en cuatro
pasos: 1) diluciones seriadas dobles de suero, 2) incubaciéon del virus a una concentracion
conocida, 3) inoculacién de la linea celular, 4) deteccién del efecto citopatico (Detmer et al.,
2012). Los anticuerpos neutralizantes presentes en el suero bloquean la infeccién viral
evitando el dafio en la linea celular, por el contario si los anticuerpos no estan presentes el

virus causa efecto citopatico (ECP) en el cultivo celular inoculado (Detmer et al., 2012).

Mecanismos de Neutralizacion Viral por Anticuerpos

La neutralizacién viral por anticuerpos tiene diferentes aspectos mecanicistas que
no se han definido con claridad entre ellos: cobmo se unen los NAc, si estos inducen cambios
conformacionales, si inactivan irreversiblemente las proteinas virales que median la entrada,

y si son mas eficaces contra los viriones en suspensién o después de la unién del virién a las
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células (Cheedarla & Hanna, 2018). Sin embargo, se han planteado seis mecanismos de
acuerdo al evento en el ciclo de replicacién del virus que bloguean los anticuerpos (Figura

12)(Mcdougal et al., 1996; Dulbecco et al., 1956).

Figura 11

Mecanismos de neutralizacion viral mediado por anticuerpos neutralizantes

Nota. Tomado de (Klasse & Sattentau, 2002).

En el primer mecanismo la unién del NAc a los picos de proteina del viridon puede
bloquear la unién del virus con los receptores de la superficie celular (Figura 12a). En el
segundo mecanismo los NAc inhiben las interacciones entre la proteina de la envoltura viral
y los receptores de la superficie celular después de que el viridn se ha unido a la célula diana,
evitando que este punto de unidn desencadené cambios conformacionales que median
eventos posteriores como la fusion de membranas (Figura 12b).

En la Figura 12c se observa como el virus se internaliza por endocitosis con los NAc
gue no han bloqueado la entrada del viridn, estos NAc impiden la penetracién del nicleo
viral en el citoplasma de la célula provocando que el virién finalmente se destruya mediante

degradacion lisosomica (Klasse & Sattentau, 2002).
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En la Figura 12d indica la intercalacién del NAc en la interfaz de fusion entre la
envoltura del viridon y la membrana celular provocando el efecto de bloqueo (Klasse &
Sattentau, 2002). En la Figura 12e plantea que incluso la baja ocupacion de NAc puede
causar cambios internos al transmitir sefiales a la envoltura viral induciendo que el nucleo
viral se liberé comprometiendo que a otros pasos de replicaciéon. Figura 12f muestra la
neutralizacion viral en virus desnudos el cual difiere potencialmente de los virus envueltos,
aunque se ha evidenciado que se podria parecer al primer mecanismo. También se muestra
la posibilidad de que el complejo Ac-virién entre al citoplasma y el NAc bloque pasos del

ciclo replicativo (Klasse & Sattentau, 2002).

Titulacion Viral

Los ensayos de titulacion viral son ensayos bioldgicos que se basan en métodos de
dilucion (LaBarre & Lowy, 2001). Los principales métodos usados para la cuantificacidon de
virus son: el ensayo de formacion de placas (PFU), y la dilucién de punto final usando el
principio de dosis infectiva del 50% en cultivo de células (DICTso), ambos se realizan
mediante la observacion del efecto citopatico (ECP); este ultimo es usado para la validacidn

de procesos que impliquen productos biolégicos (Aleman et al., 2007).

Ensayo de formacion de placas PFU

Este ensayo mide la infectividad a través del conteo de centros infecciosos que se
forman en la placa. Las muestras que contiene virus se diluyen en serie y se afiaden a una
capa de células cultivadas que posteriormente es recubierta por una capa de agarosa (Figura
13). El virus producido a partir de una célula infectada, destruye células cercanas
desarrollando una regidn libre de células denominada placa. Los resultados de los ensayos

de placa se reportan como unidades formadora de placa (PFU/mL) (Payne, 2017).
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Figura 12
Proceso metodoldgicos para el ensayo de placa

| 10uL l 100pL I 100pL | 100pL I 100pL
= = = == — ==

[ = )

serlal dilution sl

Virus stock

@ Mix virus dilution with cells. Plate,
" Overlayer cells with agarose,

-/?n Remaove agarase layer. Stain cells to
visualize plagues in the monolayer.

.®. Virus titer is determined by counting
plaques and multiplying by the dilution Too numerous 16 plaques 4 plaques
factor. Plague counts from at least 3 to count
replicates at each dilution should be
averaged

- aml
2
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Ensayo de dilucién de punto final

Este ensayo se realiza en cultivos celulares donde DICTs es la cantidad de muestra
que infectard el 50% de las unidades de prueba. Las diluciones seriadas de virus son
sembradas en monocapas de células hasta observar el efecto citopatico, los resultados es la
suma de todos los datos para derivar un titulo (Payne, 2017).

Los ensayos de dilucién punto final se pueden realizar con animales e informarse
como dosis infecciosa 50% (IDso) o dosis letal al 50% (LDso) si la muerte es el punto final

(Payne, 2017).
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Figura 13

Proceso metodoldgico para el ensayo de dilucion de punto final
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Nota. Tomado de Ryu (2017).

Técnicas para la cuantificacion de anticuerpos

Método de Spearman —Karber

Para estimar la concentracidn de anticuerpos se utilizan titulaciones de punto final
que se expresan en términos de dilucidn del suero, los cuales previenen un efecto en el 50%
de las monocapas de cultivo celular a una concentracién estandar de virus (Thrusfield,
2007). Entre los métodos disponibles esta el de Spearman — Karber el cual permite estimar la
dilucion de la muestra de suero que previene el ECP en el 50% de los pocillos replicados en la
placa de microtitulacion (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién de Espafia, 2020).
Este método no paramétrico expresado en unidades logaritmicas, se destaca por ser
bastante robusto de acuerdo con Finney (1971) y Govindarajulu (2001). La estimacién

propuesta por (Karber, 1931) se expresa en la siguiente formula.
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log ID5, = log(dilucion mas alto donde el ECP sea 100%) + 0,5

Unidades de prueba que muestran ECP

Numero de unidades de pruebas por dilucion

Cultivo Celular

Lineas Celulares

Las lineas celulares se componen de poblaciones de células transformadas con la
capacidad de dividirse indefinidamente, esto se debe a la inmortalizacién en el laboratorio o
porque se deriva de una fuente tumorigénica de un paciente o animal (Atala & Yoo, 2015).
Estas células se dividen rdpidamente entre 12 y 14 horas y tienen el potencial de ser sub-
cultivadas indefinidamente (Verma & Singh, 2013). Las lineas celulares son los métodos mas
convenientes para el cultivo de virus y en el caso que no estén disponibles se pueden usar

las células primarias explantadas de un animal vivo o humano (W. S. Ryu, 2016).

Linea celular BHK-21

La linea celular baby hdmster kidney (BHK 21) se derivé de los rifiones de crias de
cinco hamsteres de la especie Mesocricetus auratus no sexados de 1 dia de edad en 1961. El
subclon 13 de BHK 21 es el mds utilizado para la fabricacion de vacunas contra la fiebre
aftosa. Estas células son susceptibles a multiples virus incluidos adenovirus D humano,
reovirus 3, VEV entre otros (Creative Biolabs, 2007). Actualmente se utiliza estd linea celular
para la produccion de algunas proteinas recombinantes como el factor Vlla (NovoSeven®) y

el factor FVIII (Kogenate®) (Soukharev et al., 2002).

Hipdtesis
Ho= La estandarizacién del ensayo de neutralizacién viral permite la deteccién de

anticuerpos neutralizantes contra el virus de estomatitis vesicular
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Localizacion Geografica

La fase experimental del proyecto se ejecutd en los laboratorios de Virologia y
Cultivo Celular de la Direccién de Diagndstico Animal en la Agencia de Regulacién y Control
Fito y Zoosanitario — Agrocalidad. Ubicada en la Granja Experimental Tumbaco — INIAP del
Ministerio de Agricultura, en direccion a la avenida interocednico km 14 y Gonzales Suarez,

cantén Quito, provincia Pichincha — Ecuador.

Origen de las muestras

Las muestras séricas de bovinos fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Virologia — Agrocalidad, procedentes de eventos de vigilancia pasiva, de las provincias de
Manabi, Esmeraldas, Canar, Orellana, Napo, Cotopaxi, y Loja recolectados entre los afios

2020-2021.

Tamaiio muestral

Se selecciond una poblacidn de 222 sueros usando como criterio de inclusién, sueros
diagnosticados con resultado negativo a fiebre aftosa mediante ELISA-SI. Estos sueros fueron
sometidos a pruebas de screnning en placas de 96 pocillos a una dilucién 1:8, usando el
protocolo de NV expuesto por Organizacién Mundial de Sanidad Animal - OIE, (2018). Para
determinar el tamafio de muestra se tomd el 20% de sueros por cada ronda de Screening

(Virginia Departmen of Health (VDH), 2020).

Medidas de bioseguridad

La cepa VEV - NJ proporcionada por el Laboratorio de Virologia- Agrocalidad, se
trabajoé en un laboratorio de nivel de bioseguridad 2. Al considerarse al VEV como una

zoonosis, se manejo como un organismo potencialmente infeccioso para los humanos
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(Garcia, 2020). Esto implica que, al ingresar al laboratorio, no se permitid el uso de joyas o
accesorios, se uso6 ropa de proteccidn de cobertura total, guantes, mascarilla, y proteccién
para los ojos (Public Health Agency of Canada, 2004). Todas las actividades con material

infeccioso se realizaron en una cabina de seguridad biolégica Il.

Manejo de células BHK-21

Células BHK-21

La linea celular BHK-21 [C-13] (ATCC® CCL-10) fue proporcionada por el Laboratorio
de Cultivo Celular — Agrocalidad, usada como sistema celular para el ensayo de

neutralizacion, y para la multiplicacién, titulacidn e identificacion del VEV-NJ.

Condiciones de cultivo para BHK-21

Las células BHK-21 se sembraron en Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM; Sigma-Aldrich), suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB; Sigma-Aldrich), y
10% de caldo triptosa fosfato (CTP; Sigma-Aldrich), e incubadas a 37°C y 5% CO, (Thermo
Scientific). Para evitar la contaminacién bacteriana y fungica se usé 100 Ul/mL de penicilina,

100 mg/mL de estreptomicina y 50 ug/mL anfotericina (ATCC, 2021).

Subcultivos BHK-21 en monocapas

Los volimenes usados en subcultivos fueron para frascos de 25 cm?2. Al llegar a una
confluencia entre el 80 y 90 % de células, estas fueron transferidas a un nuevo frasco de
cultivo celular. Primero se desecho el medio de cultivo del frasco, a continuacion, se realizd
dos lavados con 5 mL de buffer (PBS 1X; pH 7.4). Se agrego 2,5 mL de tripsina de pancreas
porcino 1x (Sigma-Aldrich) por 8 minutos a 37°C, transcurrido este tiempo se observé en el
microscopio invertido (Olympus CKX41) el desprendimiento de células. Posteriormente, se

detuvo la reaccion de tripsina agregando 4 mL de DMEM suplementado, se centrifugo por
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10 min a 1000 rpm (Hettich MIKRO 220R). Finalmente se deseché el sobrenadante y se
resuspendio el pellet celular en 1 mL de medio suplementado para posteriormente
determinar la densidad celular con la que va ser inoculado el siguiente pase celular

(Freshney, 2005).

Figura 14

Células BHK-21 clon 13

Nota. Tomado de ATCC (2021).

Conteo y viabilidad celular

El conteo celular se lo realizé en el hemocitémetro (cdmara de Neubauer). Para
determinar la viabilidad celular se realizé una dilucion 1:1, el cual tifié a las células no viables
de color azul, y las células viables no se tefiran mostrando un color amarillo (Arbeldez et al.,

1979).

Figura 15

Conteo celular usando un hemocitometro

10 uL Azul de Tripan
+

Célula Viable

10uLcélulas .-/ ° |
(no tefida)

Célula Apéptica
(tefiida)

Hemocitometro

Nota. Creado en Biorender.com
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Para determinar la concentracién celular se empled las siguientes férmulas expuesta
por Arredondo & Voltolina (2006).

N
C = x 10* X F.D
Numero de cuadrantes

D Volumen muestra + volumen del colorante

volumen muestra

donde:
C: Concentracion celular (células/mL)
N: NuUmero de células contadas en los cuatro cuadrantes

F.D: Factor de dilucién

Curva de Crecimiento de células BHK-21

Se recolectd células BHK-21, para transferirlas a placas de 96 pocillos (Eppendorf),
en donde se sembrd 200 uL de medio suplementado con células a diferentes
concentraciones (80.000, 100.000, 120.000, 140.000 y 160.000 células /mL), realizando ocho
repeticiones para cada concentracién e incubadas a 37°C, 5% CO,. El plan de placa se
observa en el Anexo 1.

Al cabo de 24, 48, 72 y 96 horas, se elimind el medio de la placa, seguido de un
lavado con 100 uL de PBS 1x. A continuacidn, se levanto las células con 100 uL de tripsina 1x
por 3 minutos a 37°C. Finalmente se realizé el conteo celular como se indica en al anterior

apartado.

Ensayo de Neutralizacidon Viral (VN)

La metodologia descrita se basé en las recomendaciones de la Organizacion Mundial

de Sanidad Animal - OIE (2018) y fue sujeto a modificaciones.
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Figura 16. Esquema metodoldgico de la NV
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Nota. Creado en BioRender.com

Manejo del VEV-NJ

Descongelacion y evaluacién del ECP inducido por el VEV-NJ |

El criovial semilla de VEV-NJ se descongeld en bafio maria (HumAqua 5) por 30
segundos a 37 °C, inmediatamente fue dispensado en un tubo cénico de 15 mL que contenia
previamente 4 mL de medio DMEM -10% SFB. Se centrifugd el tubo a 10.000 rpm por 10
minutos (Centrifuge MPW-352). Posteriormente se resuspendio el pellet con 1 mL de medio
suplementado, para ser inoculado en un frasco de cultivo de 25 cm?, que previamente
contenia una monocapa preformada de BHK-21 de al menos 48 h a una concentracion de

300.000 células/mL. El frasco de cultivo celular permanecié en la incubadora (37°C; 5% CO5)
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(Shell Lab) hasta observar entre el 70 y 80 % de ECP, para su posterior congelacion o
continua replicacién (BioCision, 2012; Centro Pan-American de Febre Aftosa PANAFTOSA-
OPS/OMS, 2020).

Para Cargnelutti et al. (2014), un ECP se caracteriza por la formacion de focos
redondos de lisis celular, formacidn de racimos de uvas, y desprendimiento celular como se
muestra en la Figura 17.

Figura 17

Efecto citopdtico provocado en la linea celular BHK-21

Nota. A) Control Celular: Capas confluentes de células BHK-21; B) Células BHK-21 infectadas
con VEV a las 4 h; ¢) Células BHK-21 infectadas con VEV a las 6 h. Tomado de Almahboub et

al. (2020) y Dunn et al. (2009).

Replicacion y congelacion del VEV-NJ

Una vez evaluado el ECP se procedié a la recoleccidn del virus para su congelacion,
titulacién o replicacién. Primero se recuperd la suspensién viral del frasco de cultivo en un
tubo cénico de 15 mL, el cual fue filtrado con una membrana de polietersulfona de 0.45 um
(Hawach Scientific) para eliminar las células y desechos (Addgene, 2016). El filtrado viral fue
fraccionado en alicuotas de aproximadamente 1,5 mL en crioviales de 2 mL para su

congelacion en un ultracongelador de -80°C (ESCO Lexicon® ULT Freezer). Para replicar se
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inoculd 300 ulL de filtrado viral en un frasco de cultivo celular con una monocapa preformada
de BHK-21, el cual fue incubado durante 48 a 72 h a 37°Cy 5% CO, (Centro Pan-American de

Febre Aftosa PANAFTOSA- OPS/OMS, 2020).
Titulacion viral VEV-NJ

Para la valoracion del virus se consideré como stock una de las alicuotas
fraccionadas del filtrado viral. Primero se dispensd en ocho crioviales 1,8 mL de medio
suplementado con antibidticos. A continuacidn, se transfirié 200 uL del stock al primer
criovial correspondiente a la dilucidn 101, Se homogenizd y se transfirié 200 ul al siguiente
criovial (dilucién 1072), y asi sucesivamente hasta la dilucién 108 como se muestra en la figura
18. Posteriormente se dispensd 100 ulL de cada dilucién a la placa de 96 pocillos que
contenia una monocapa de células BHK-21 preformadas, empezando por la dilucion mas
baja 10® a las mas alta 10}, cada una con 8 repeticiones. Como control celular se afiadié 100
ulL de medio suplementado en las columnas 11 y 12 segun el plan de placa Anexo 2 (Centro
Pan-American de Febre Aftosa PANAFTOSA- OPS/OMS, 2020).

Figura 18

Esquema de dilucion del virus en base 10
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Nota. Creado en BioRender.com
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Calculo del titulo viral por el método de Reed & Muench

Se calculé la Dosis infectiva del 50% en cultivo celular (DICTso) del virus empleando el
método de Reed & Muench (1938). Primero se conté los pocillos positivos (presencia de
ECP) y negativos (ausencia de ECP) de las ocho diluciones. Posteriormente, se determiné el
porcentaje de ECP para cada dilucion. Con los porcentajes calculados se determind la DICTsg

usando las siguientes ecuaciones:
- Distancia proporcional (DP):

% ECP superior al 50 % — 50%

DP =
% ECP superior al 50 % — % ECP inferior al 50 %

- Correccion de la DP
DP = DP X Factor Dilucién (logy = 1)
- Férmula de la DICTsg
Log (DICTsy)*/0,1mL = [—Log (Dilucién mayor al 50 %) + DP)]
- Despejando el logaritmo:

DICTSO/mL — 10[L0g (DICT50)"+FC]

Log (DICTsg)*+Volumen virus
100

donde: FC = s factor de conversion de uL a mL

Finalmente se calculd la DICTso/mL a las 24 y 48 horas, obteniendo el valor de la
media del titulo viral.

Cdlculo de la solucidn de trabajo del virus

La solucién de trabajo del virus se diluyé a 2000 DICTso/mL (10*3), concentracién
recomendada por la OIE (2018). Primero se calculd el volumen necesario por placa

considerando que se usa 50 ulL equivalente a 100 dosis de virus por pocillo. El siguiente paso
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fue calcular el volumen a partir de la dilucién obtenida de la titulacién viral usando la

siguiente formula:

Volumen solucién trabajo

Dilucion cercana a la dosis recomendada X volumen desado

Diluciéon de la dosis deseada

Sueros problema

Los sueros a testear fueron inactivados a 56°C + 2°C durante 30 minutos antes del
ensayo de NV, y en el caso de presentar impurezas fueron centrifugados (Organizacion

Mundial de Sanidad Animal - OIE, 2018).

Placa de NV con sueros problemas

Para el ensayo de NV, se utilizé 5 muestras de sueros por duplicado diluidos en base
2, iniciando con la dilucidn 1:8, y distribuidas en placas de 96 pocillos. Como control positivo
se usé sueros de animales convalecientes con titulos > 2.4, diagnosticados con EV mediante
ELISA-SI en la fase de infeccidn viral, y como control negativo se usé un suero hiperinmune
del kit de diagndstico para la deteccidn de anticuerpos contra proteinas de la capside del
virus de fiebre aftosa otorgada por la Organizacidn Panamericano de Salud.

En la primera fila de la placa se realizo el control de toxicidad para los cinco sueros
afiadiendo 87,5 uL de medio suplementado mas 12,5 ulL del suero de prueba (dilucion 1:8).
En la segunda fila se inoculd 75 ulL de medio suplementado mas 25 ul de suero de prueba
(dilucidn 1:4). A partir de la tercera hasta la séptima fila se afiadié 50 uL de medio
suplementado. A continuacidn, con un multicanal se homogenizd las muestras de la segunda
fila y se tomd 50 ul para transferirlos a la tercera fila, y asi sucesivamente hasta la ultima

fila. El proceso de dilucion fue el mismo para el control positivo, sin embargo, para el control
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negativo se inicié con dilucién en base 10 empezando en (1:10). Posteriormente, se colocd
50 uL de la solucién de trabajo viral, exceptuando la primera fila correspondiente al control
de toxicidad y control celular. La placa fue incubada a 37°Cy 5% CO;durante una hora para
permitir la neutralizacién del virus.

A continuacion, a la mezcla de suero/virus se inoculd 100 ul/pocillo de las
suspensiones celulares de BHK-21 a una concentracion de 160.000 células/ml. Finalmente,
la placa fue incubada a 37°C y 5% CO, durante 48 a 72 horas (Organizacién Mundial de
Sanidad Animal - OIE, 2018). El plan de placa se presenta en la Figura 19.

Figura 19

Plan de placa para el ensayo de neutralizacion de virus
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Nota. Creado en BioRender.com
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Tincidn de la placa de NV con cristal violeta

Para tener una observacion visual de las cavidades protegidas por Ab se realizd la
tincion con cristal violeta 1%. Primero se descartd el medio de la placa, seguido de un lavado
con 100 uL de PBS 1x/pocillo. Posteriormente se fijé las células con formol/salina al 10% por
30 minutos. Transcurrido este tiempo se descarto la solucion de fijacidn, y se aifiadié 75 ulL
de cristal violeta al 1% diluida en etanol al 5% y formol inhibido al 37%, durante 20 minutos.

Finalmente se contaron las cavidades tefidas para evaluar el titulo neutralizante.

Calculo del Titulo Neutralizantes por Spearman- Karber

Para determinar el titulo de punto final de anticuerpos neutralizantes se aplico el
método acumulativo Spearman Karber (Arbeldez et al., 1979; Organizacién Mundial de

Sanidad Animal - OIE, 2018). Expuesto en la siguiente férmula:

Titulo Ac = (Numero de cavidades protegidas x Numero de cavidades por diluciéon — titulo 50%)

x log(factor de dilucion) + log(dilucién mas baja del suero)

donde:
Numero de cavidades por dilucién: %= 0,5
Titulo 50% =0,5
Log (factor de dilucién=2) =0,3

Log (dilucion mas baja del suero=8)=0,9

Segun la OIE (2018), el punto de corte de NAc contra VEV es 1,5 (expresado en log) y
32 (expresado aritméticamente). Por lo tanto, los sueros con titulos = 1,5 (32) se consideran
positivos, y los sueros con titulos < 1,5 (32) se consideran negativos. La actividad
neutralizante de los sueros se informé como el reciproco de la dilucién mas alta que da un

50% de inhibicién del ECP.
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Control de Dosis Viral

Se realizé una placa de control de dosis viral para comprobar si la dosis utilizada en
la solucién de trabajo cumplia con el rango de aceptacion (30 a 300 DICTso/100ulL), debido a
que las condiciones de congelacion y descongelacion causan perdida viral.

La solucién de trabajo viral fue diluida en base 2, con cuatro repeticiones. Primero
en 10 tubos de 1.5 mL se dispensd 200 uL de medio suplementado, a continuacién, se
transfirié 200 uL de la soluciéon de trabajo viral al primer tubo, siguiendo el esquema de

dilucion que indica la figura 20.
Figura 20
Esquema de dilucion para el ensayo de control de dosis viral
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Nota. Creado en BioRender.com

Posteriormente, en una placa de 96 pocillos se dispensé 100 uL de DMEM
suplementado en las columnas 11 y 12 correspondiente al control celular. A continuacion, se
dispensd los 100 ul de las diluciones de virus empezando con la dilucién mas baja 1,95
DICTso/mL hasta la mas alta 1000 DICTso/mL, el plan de placa se expone en el anexo 3.
Consecutivamente, la placa se incubd durante una hora en una incubadora humidificada con
5% de CO,,y37°C. Transcurrido el periodo de incubacidn, se afiadié 100 uL de la suspension

celular a una concentracién de 160.000 células/mL. A continuacidn, se incubd las placas a las
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mismas condiciones mencionadas durante 48 a 72 horas. Finalmente se determiné la dosis

viral mediante el método acumulativo de Spearman Karber.

Criterios de aceptacion para el ensayo de VN

Los criterios de aceptacion de la prueba de VN segun la OIE (2018), deben cumplir

con los siguientes pardmetros:

Los controles celulares no deben presentar cambios morfoldgicos

- El control de toxicidad de los sueros de prueba no debe presentar degeneracién
celular provocada por sustancias téxicas.

- El control de dosis viral utilizada en la prueba debe estar entre 30 y 300 DICTso/100
uL

- El control positivo debe seguir siendo positivo durante todos los ensayos en los que

se use

- El control negativo debe tener siempre un titulo inferior a 1,5.

Sensibilidad Analitica

La sensibilidad analitica (ASe) se refiere a la capacidad del ensayo de neutralizacion
viral para detectar cantidades de anticuerpos neutralizantes, y cuanto mas sensible sea la
prueba menor serd la cantidad de anticuerpos que detectara (Stites et al, 1997). Para
determinar la ASe se utilizé una dilucion de punto final del suero hasta que el ensayo ya no
pueda detectar el anticuerpo (Organizacidn de Sanidad Animal (OIE), 2009). Se evaluarén

n=8 sueros positivos con titulos > 2,8 por duplicado.
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Especificidad Analitica

La especificidad analitica (ASp) permite distinguir entre el analito detectado con
otros componentes que pueden estar en la muestra (Organizacidén de Sanidad Animal (OIE),
2009). La ASp se puede evaluar de tres formas distintas: selectividad, exclusividad e
inclusividad. En este ensayo se usard el parametro de exclusividad que de acuerdo al Manual
de las Pruebas de Diagndstico (OIE) 2009, se define como la capacidad de detectar un analito
excluyendo todos los demas anticuerpos que pudieran generar una reaccién cruzada.

Para este ensayo se selecciond sueros de campo diagnosticados positivo mediante
ELISA para Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR; n=3), Diarrea viral bovina (DVB; n=3), y
Peste porcina clasica (VPP; N=3). Adicionalmente se usé un suero de humano para medir la
exclusividad de especie. Cada suero fue evaluado por duplicado, en el anexo 4 se muestra el

plan de placa de 96 pocillos.

Repetibilidad analitica

La repetibilidad del ensayo se determind enfrentando 9 sueros que contengan una
actividad del analito que se sitle en el intervalo de funcionamiento de la prueba. Los valores
se evaluaran mediante el andlisis de varianza (ANOVA), para encontrar el margen de

titulacién de anticuerpos (Arbeldez et al., 1979).

Analisis estadistico

Los resultados de la curva de crecimiento celular se ajustaron a un criterio de
normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks, y representados con el gréfico de
comparacion de cuantiles (Q-Q Normal). Se realizo la transformacién de la variable de
respuesta a una misma escala mediante el método Minimo-Mdaximo expresado en

porcentaje para realizar comparaciones mas robustas.
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Los datos de titulo viral y titulo neutralizante fueron presentados con porcentajes, medias
SD (desviacidon estandar) y con al menos dos repeticiones por ensayo. La diferencia
significativa con un nivel de significancia de 0.05 entre diferentes tratamientos fue evaluada
por la prueba paramétrica ANOVA de una via y contrastada mediante la prueba de medias
Duncan y Tukey con un nivel de confianza del 95% (p_valor <0,05). Los analisis estadisticos

se realizardn con el software Graphpad Prism v 9.0 e Infostat.
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Capitulo IV: Resultados
Replicacidn y diferenciacion de la linea celular Baby Hamster Kidney (BHK-21)

La linea celular BHK-21 fue cultivada bajo condiciones 6ptimas, reflejando una
correcta morfologia y diferenciaciéon celular durante todo los subcultivos realizados. Para
tener monocapas de células preformadas a las 48 y 72 horas se determiné la concentracién
de indculo celular adecuada para frascos de cultivo de 25 cm?. A una concentracién de 1x10°
células/mL se obtuvo una confluencia del 90 % a las 24 h, incrementandose a una densidad
promedio de 2,44x10°* 0,28 x10° células/mL. Mientras que para tener una confluencia del
90% a las 72 h se usé un indculo celular de 6x10° células/mL con un incremento promedio de

2,3x106* 0,45 x10° células/mL.

Figura 21

Observacion microscdpica de células BHK-21

6x10° células/mL

1x10° células/mL
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Nota. Micrografias a campo claro de dos indculos de células BHK-21: 6x10°y 1x10°
células/mL, a las 24, 48 y 72 horas. DPI: Dias después de la inoculacién. C: confluencia

celular. Magnificacién: 100X. Software: ImageJ. (‘) Diferenciacion de células.

Evaluacion de la curva de crecimiento de la linea celular BHK-21
Prueba de normalidad para la variable de incremento celular

En el ensayo de la curva de crecimiento se obtuvo 32 datos para cada uno de los
cinco indculos celulares (8x10%, 1x10°, 1.2x10°, 1.4x10°, 1.6x10° células/mL). Teniendo como
variable de respuesta el incremento de la poblacidn celular a las 24, 48, 72 y 96 horas.

Para validar que los datos obtenidos del ensayo de crecimiento celular no presentan
valores atipicos se comprobd que estos sigan una distribucion normal mediante; la prueba
de Shapiro-Wilks con un nivel de confianza del 95% y con el grafico de comparacién de
cuantiles (Q-Q Normal). En la tabla 5 se observa que el p-valor para cada uno de los cinco
indculos es mayor 0.05, aceptandose la hipdtesis nula que confirma que la variable de
incremento de la poblacion celular presenta una distribucién normal. Asi mismo, en la figura
22 se observa que los datos aparecen agrupados alrededor de la linea recta con un factor de
correlacién (r) > 0,9 contrastando la hipdtesis de normalidad. La densidad de 80.000

células/mL presenté menor cantidad de datos dispersos reflejandose en el R=0,993.
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Tabla 5

Estadistico y valor p de la prueba Shapiro-Wilks para el supuesto de normalidad

Inéculo celular

Estadistico (W) p-valor
(células/mL)

80.000 0,98 0,920
100.000 0,97 0,867
120.000 0,96 0,5483
140.000 0,94 0,2176
160.000 0,96 0,5144

Nota. Creado en Infostat version 2020

Figura 22

Grdficas Q-Q normal para los cinco indculos celulares
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Q-Q normal 140.000 cel/mL
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Nota. Las graficas representan la linealidad como criterio de homocedasticidad para los

cinco inéculos celulares. Creado en Infostat versidon 2020. R: factor de correlacion.

Representacion grdfica de las curvas de crecimiento

Con los datos validados para los cinco indculos celulares, se realizd las curvas de

crecimiento. En la figura 23 se observa que el incremento de la poblacién celular de los

inéculos de 1.2x10°, 1.4x10°, 1.6x10° células/mL, aumentan hasta las 72 horas alcanzando la

fase estacionaria, seguido de la fase de declive. Mientras que para los inéculos mas bajos se

observa una viabilidad hasta las 76 horas.
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Figura 23

Andlisis de la curva de crecimiento de la linea celular BHK-21.
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Nota. Crecimiento poblacional de los cinco indculos celulares respecto al tiempo de
incubacidn. La grafica muestra la media (simbolo) y la desviacidn estandar (barras) del

crecimiento celular para cada tiempo. Software: GrahpPad-Prism v 9.0.

Para poder realizar comparaciones mas significativas, las poblaciones celulares de
los cinco inéculos celulares a diferentes tiempos se ajustaron a una misma escala de
porcentaje. En la figura 24 se observa que el indculo de 8x10° células/mL presento mayor
replicacidn celular a las 48 y 72 horas. Mientras que el indculo 1,6x10° células/mL presentd
una mortalidad del 75 % del total de células a las 96 horas. De acuerdo, con estos resultados
se escogid las concentraciones celulares de 8x10*y 1 x10° células/mL como las densidades
idéneas para sembrar en las placas de 96 pocillos debido que presentaron un crecimiento

exponencial hasta las 48 horas.
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Figura 24

Andlisis de la curva normalizada del crecimiento de la linea celular BHK-21
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Nota. Curvas de crecimiento celular normalizadas respecto al tiempo de incubacién. La
grafica muestra la media (simbolo) y la desviacion estandar (barras) del crecimiento celular

para cada tiempo. Software: GrahpPad-Prism v9.0.

Replicacién del VEV-NJ en la linea celular BHK-21

Al cabo de 24 horas de inoculacion de 300 uL VEV-NJ en la monocapa preformada de
BHK-21 se observé cambios morfoldgicos en mas del 60 % de células. A las 48 horas de
infeccidn se observd agrupaciones celulares en forma de “racimos de uva” que caracteriza al
ECP (Figura 25-A). Finalmente, a las 72 horas se evidencid el 100 % de muerte celular (Figura

25-B).
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Figura 25

Efecto Citopdtico del VEV-NJ en la linea celular BHK-21.

24 horas 48 horas 72 oras

gl

Nota. Micrografias a campo claro de: A) Caracteristicas morfolégicas del ECP del VEV-NJ en

BHK-21 (*): agrupaciones celulares. Magnificacién: 400X B) Inoculacion de VEV-NJ en BHK-21

alas 24, 48 y 72 horas Magnificacién: 100X. Software: Imagel.

Ensayo de Titulacion Viral por el método de Reed & Muench.

A partir de las ocho observaciones de ausencia o presencia de ECP por cada dilucion

(10,102, 103,104, 10°, 10, 107, 10®) del VEV-NJ, a las 24 y 48 horas se obtuvo el titulo
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promedio del virus siendo 7,59 % 0,35 log10 DICTso/mL. El calculo del titulo viral por el
método de Reed & Muench se observa en el Anexo 5. En la figura 26 se muestra el 100 % de
infeccion viral a las 48 horas en las 8 diluciones, mientras que a las 24 horas el 100 % de
infeccion viral se encuentra solo en las tres primeras diluciones.

Figura 26

Andlisis del titulo promedio del VEV-NJ.
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Nota. Curvas de porcentaje de infeccidon del VEV-NJ en 8 diluciones las 24 y 48 horas.
Adicionalmente se muestra el valor DITCso/100 ul de virus obtenido del promedio del titulo

viral de los dos dias de infeccion. Software: GrahpPad-Prism v9.0.

A partir del titulo viral se calculé la DICT50/mL para las ocho diluciones (Tabla 6). De
las cuales se escogio las tres primeras por estar dentro del rango de concentracién estandar

(2000 DICTsg/mL) recomendada por la OIE para el ensayo de VN.
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Tabla 6

Titulacion (DICTso/mL) de las ocho diluciones del VEV-NJ

No Titulo logio Dilucion DICT s5o/mL

Estoque viral 7,59 1 38904514

1 6,59 0,1 3890451

2 5,59 0,01 389045

3 4,59 0,001 38905

4 3,59 0,0001 3890

5 2,59 0,00001 389

6 1,59 0,000001 39

7 0,59 0,0000001 4

8 -0,41 0,00000001 0

Prueba de Screening

Los resultados de las 222 muestras séricas evaluadas mediante NV en placas de 96
pocillos, fueron clasificados como: negativo para las muestras que presentaron ECP y
positivo para las muestras que no presentaron ECP. En la tabla 7 se presenta un total de 145
muestras negativas en donde el mayor porcentaje fue para la provincia de Manabi con el
20% del total de muestras. Con respecto al resultado positivo (figura 27) se obtuvo un total
de 76 muestras, donde el mayor porcentaje fue para las provincias de Cafiar y Cotopaxi con
un 10,22 % y 11,11% del total de las muestras respectivamente. El resultado positivo NC

presentd solo 3 muestras con un 0,44 %.del total.
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Tabla 7

Resultados de la prueba de Screening por provincia

Provincias
Resultado
por Canar Cotopaxi Esmeraldas Loja Manabi Napo Orellana Total
Screening
Negativo 38 19 15 1 45 22 6 146
Positivo 23 25 4 4 8 9 3 76
Total 61 46 19 5 54 31 9 222

Nota. Creado en Infostat versién 2008.
Figura 27
Andlisis del resultado de Screening
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Nota. Diagrama de barras porcentual para los resultados Screening. Los nimeros sobre las

barras indica el porcentaje para la provincia del total de muestras (n=222). Software:

GrahpPad-Prism v9.0
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Se seleccionaron 44 sueros al azar con resultado positivo para realizar el ensayo de

VN. En el anexo 7 se presenta la informacién de los sueros que se seleccionaron.

Ensayo de Neutralizacion Viral (VN)

Tincion cristal violeta 1% de las placas de VN

El resultado de la tincidn cristal violeta 1 % a las 48 horas del ensayo de VN, mostré
la monocapa de las células BHK-21 tefiidas. En la figura 29.A se observo el resultado visual
del ensayo, donde el control positivo se tifie indicando la presencia de NAc, a diferencia del
control negativo que no tifio ninguno de los pocillos. En la micrografia de células BHK-21 se
observa una confluencia del 90% y una morfologia de células alargadas caracteristica de la
linea celular (Figura 29.B). En los sueros a testear la prueba de toxicidad se tifid
demostrando la viabilidad del suero al no causar dafio en la linea celular (Figura 29.C).
Figura 28

Resultado visual del ensayo de neutralizacion viral a las 48 horas
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Suero Suero Suero Suero
¢ Positivo Positivo Negativo Negativo
TOX
1:8 Interpretacion
1:16 .
‘ Presencia
NA
1:32 de NAc
1:64 Ausencia
de NAc
1:128
1:256
1:512

Nota. A) Pruebas de control del VN; CC: Control Celular, CP: Control Positivo; CN: Control
Negativo (Suero de Fiebre Aftosa); B) Micrografia de campo claro del control celular tefiido
con cristal violeta 1%. Magnificacion 100X; C) Resultados visuales para sueros positivos y

negativos. TOX: control de toxicidad. NAc: Anticuerpos Neutralizantes.

Cuantificacion del Titulo de Neutralizacion mediante el método de Spearman-Karber

Al contar los pocillos tefiidos se obtuvo el titulo neutralizante para los 44 sueros
mediante la formula de Spearman Karber expresado en (Log 10), reportando un total de 24
(54,4%) sueros positivos y 20 (45,5%) negativos. En la figura 29 se observa el titulo
neutralizante promedio para los sueros de cada provincia, presentando mayor nimero de
sueros positivos (titulo >1,5) para las provincias de Cafiar y Cotopaxi. El andlisis estadistico
ANOVA de una sola via con una significancia de 0,05 demostré que existe una diferencia
significativa del titulo neutralizante promedio en las siete provincias con un p_valor =

0,0052. La prueba de diferencia de medias de Duncan con un <= 0,05 ratificé a las
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provincias de Canar, Cotopaxi y Loja con los titulos mas altos que difieren significativamente
de las demas provincias.
Figura 29

Andlisis de los titulos medios de NAc de los sueros agrupados por provincia
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Nota. Representacion grafica de los titulos medios de anticuerpos neutralizantes
determinados por VN de sueros provenientes de siete provincias. La grafica muestra la
media (simbolo) y la desviacién estandar (barras) para cada titulo. *p<0,05 diferencias
significativas del titulo neutralizante en las provincias de Loja, Cotopaxi y Cafiar con respecto
a las demas provincias, Duncan test. Software: GrahpPad-Prism v9.0, Infostat.

En la figura 30 se observa el diagrama de barras indicando el titulo medio
neutralizante para los sueros positivos de cada provincia. Se visualiza que al menos un suero
por provincia presenta con un titulo alto > 2,5 y que el mayor nimero de casos fue para la
provincia de Canar (n=7). Estadisticamente la prueba de ANOVA de una sola via con un <=
0,05 demostro que existe una diferencia significativa entre los titulos de las seis provincias

con los controles con un p_valor = 0.0023, contrastando esta hipdtesis con la prueba de
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medias de Duncan a un <= 0,05, el cual reflejé que el control negativo difiere

significativamente del titulo de las seis provincias.

Figura 30.

Andlisis del titulo medio de anticuerpos para sueros positivos
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Nota. Diagrama de barras del titulo medio de anticuerpos para los sueros positivos
evaluador por VN. Control positivo (+), Control negativo (-). *p<0,05 diferencias significativas
del titulo neutralizante de las seis provincias respecto al control negativo, Duncan test.

Software: GrahpPad-Prism v9.0, Infostat.

Ensayo de Control de Dosis Viral

El resultado del control de dosis viral mediante el método de Spearman Karber para
las tres diluciones (10,102,10°%) del virus titulado usadas en el ensayo de VN que se

mostraron en la tabla 8, estuvieron dentro del rango aceptable (32 a 320 DICTso/pocillo).



Tabla 8

Resultados del control de dosis viral del VEV-NJ

Dilucion Numero de Anti log
Dosis calculadas
Viral cavidades con ECP DICTso /pocillo
1 35 2,475 299
2 26 1,800 63
3 31 2,175 150

Ensayo de Sensibilidad Analitica (ASe)

El ensayo de ASe fue determinada por la evaluacidn visual de cavidades tefiidas
correspondiente a la proteccién por NAc en las 8 muestras por duplicado. Los datos fueron
transformados a frecuencias acumulativas para determinar el porcentaje de neutralizacién
(Anexo 8). En la figura 32 se observa una proteccion de neutralizacién del 33% hasta la

dilucion (1:8192), mientras que para la dilucién (1:16384) la proteccién por anticuerpos en

los 8 sueros es casi nula.
Figura 31

Andlisis de la sensibilidad del ensayo de VN
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Nota. La curva representa el promedio de neutralizacién (%) de las 8 muestras séricas las

cuales fueron diluidos hasta (1:16384). Los resultados se muestran con la media. Software:

GrahpPad-Prism v9.0
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Ensayo de Especificidad Analitica (ASp)

La evaluacidn del titulo neutralizante para las dos enfermedades clinicamente
indistinguibles del VEV (DVB n=3, IBR n=3) y muestras de sueros de especies no bovinas
(porcino n=3, humano n=1) enfrentadas contra el VEV por duplicado. Mostraron resultados
por debajo del cut off= 1,5 y una proteccién de anticuerpos por debajo del 40%,
concluyendo que de los 10 sueros evaluados 9 fueron negativos para VEV, y un suero de IBR

fue positivo para VEV con un titulo de 1,8 £0,21 (Figura 32).

Figura 32

Andlisis de la Especificidad Analitica
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Nota. Diagrama de barras del titulo medio neutralizante de los sueros de DVB: Diarrea viral
bovina, IBR: Rinotraqueina infecciosa bovina, VPP: Peste porcina cldsica y un suero de
humano evaluados por VN. La gréfica muestra la media y la desviacion estandar (barras)
para cada suero y el porcentaje de proteccién de anticuerpos neutralizantes (NAc). C-:

Control negativo; C+: Control positivo. Software: GrahpPad-Prism v9.0
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La repetibilidad del ensayo se evalud con tres réplicas para tres sueros a diferentes

concentraciones de titulo neutralizante; titulo positivo (Cafiar 2,85), titulo positivo débil:

(Orellana 1,65) y titulo negativo (Napo 0,75) evaluados previamente con VN. En la tabla 9 se

observa el que el coeficiente de variacién (CV) de los tres sueros fueron menor del 25%

considerada como una variabilidad aceptable (Pimentel, 1990). Estos resultados garantizan

la repetibilidad del ensayo de VN como éptima.

Tabla 9.

Evaluacion de la repetibilidad del ensayo VN

L. Titulo neutralizante
Muestras Séricas

Medidas Estadisticas

Réplical Réplica2 Réplica3

Promedio

DE t CV%

Suero
fuertemente
2,75 2,85 2,85

positivo: Canar

Titulo=2,75

2,80

0,09 3,09

Suero positivo
débil Orellana 1,95 1,65 1,65

Titulo=1,65

1,75

0,17 9,90

Suero negativo
Napo 0,75 1,05 0,75

Titulo=0,75

0,85

0,17 20,38

Nota: La tabla recopila el titulo neutralizante y las medidas estadisticas para las tres réplicas

de cada uno de los sueros. DE: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de variacién. Tomado de

Infostat.
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Capitulo VI: Discusion

En Ecuador la ganaderia bovina representa un pilar fundamental en el sector
agropecuario, contribuyendo con el 1,4 % del Producto Interno Bruto (PIB), ademas de
aportar a la economia campesina a través de la oferta de productos de leche y carne,
alimentos que forman parte de la canasta basica (Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca, 2016).

El sector pecuario se puede ver afectado econdmicamente por enfermedades
vesiculares que causan la pérdida de peso en los animales, entre ellas la EV (Ellis & Kendall,
1964). Esta enfermedad es clinicamente indistinguible de otras enfermedades vesiculares
del ganado vacuno como la FA. (MacLachlan & Dubovi, 2017). Motivo que representa la
importancia de implementar técnicas de diagndstico que garanticen resultados diferenciales
de otras enfermedades vesiculares.

En la actualidad los métodos de diagndsticos usados en Ecuador se centran en la
deteccion del antigeno viral por Elisa indirecta y RT-PCR (Agrocalidad, 2020b). Sin embargo,
es necesario incluir pruebas seroldgicas que evalten el estado inmunitario para
transportar animales procedentes de zonas enzooticas (MacLachlan & Dubovi, 2017).

Por tal motivo, se decidié estandarizar la prueba de neutralizacién viral, técnica
considerada como la “Gold standar” por su alta especificidad para detectar la respuesta de
anticuerpos contra virus provocados por exposicion natural o vacunacion (Knipe & Howley,
2013).

El sistema celular que se usé para el ensayo de neutralizacion viral y los procesos de
replicacion y titulacidon del VEV-NJ, fue la linea celular BHK-21 que de acuerdo con Lee et al.
(2003), se caracteriza por tener una alta tasa de division, subcultivos ilimitados, y alta

eficacia de plaqueo. Ademads se considera una linea celular idénea para la produccién de
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virus, debido a que la produccién de un agente viral usando cultivos celulares depende
mayormente en la respuesta de las células huésped, algunas lineas celulares son altamente
resistentes a la infeccidn por virus debido a su fuerte respuesta al interferdn anti-viral sin
embargo, lineas celulares como BHK-21 presenta una baja respuesta al interferén y por lo
tanto es un substrato ideal para para la replicacién de virus como el VEV, adenovirus,
simplexvirus, entre otros (Emeny & Morgan, 1979; Schountz et al., 2019; Stanwick & Hallum,
1974).

La morfologia de las células BHK-21 en confluencia, observada en la figura 22
presentd una estructura alargada, fusiforme, e irregular, y un crecimiento en orientacion
paralela, caracteristicas también descritas por Stoker & Macpherson (1964). Con respecto a
la densidad celular en frascos de cultivo de 25 cm?a una confluencia del 80% fue de 2,3x10°
+ 0,45 x10° células/mL a las 48 horas. Este densidad celular esta relacionada a la expone la
guia de Thermo Fisher. En los estudios de Brand&o et al. (2020) y Quddus et al. (2016), se
reportan una confluencia del 90% de células BHK-21 a las 48 horas en frascos de 25cm?, sin
embargo no se indica la concentracion inicial de células. Los resultados de la curva de
crecimiento (figura 24) presentaron el mayor incremento celular hasta las 72 horas con una
densidad de 4,2x10°+ 0,72 x10° células/mL. De acuerdo con Cytiva (2020), las células BHK-
21 a una confluencia del 100% en placas de 96 pocillos alcanzan una densidad de 4,5x10°
células/mL seguida de una fase de muerte.

Las densidades escogidas de acuerdo a la transformacion sobre la escala (figura 25)
fueron de 8x10%y 1 x10° células/mL por estar dentro de la fase exponencial hasta las 72
horas. La ventaja de trasformar los datos a una misma escala permite tener desviaciones
estandar pequefias que logran suprimir el efecto de valores atipicos (Raschka, 2014).

Ademas, es necesario que las células se encuentren en fase exponencial, debido a que en
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esta etapa alcanzan la tasa mas alta de division celular y por lo tanto la poblacién celular es
la mas viable (Sigma-Aldrich, 2016). El indculo celular de 1x10° células/mL mostré un
incremento promedio de 1,49x10° + 0,57x10° células/mL a las 24 horas, este valor estd
dentro del rango que reporta Rabbani et al. (2008).

En los resultados del efecto citopatico provocado por VEV-NJ en la linea celular BHK-
21 alas 24 y 48 horas (figura 26), se observd la presencia de agrupaciones celulares en forma
de “racimos de uva”. Estd morfologia se debe a la proteina de la matriz (M) del VEV,
responsable de inducir el redondeo celular, y de contribuir a la citopatogenia (Black & Lyles,
1992; Blondel et al., 1990). Ademas de la proteina M, Jayakar & Whitt (2002) informd que el
gen M codifica dos polipéptidos adicionales denominados M2 y M3. Estas formas mas cortas
provocan otros efectos citopaticos como la desorganizacion del citoesqueleto, la inhibicién
de la expresion génica celular y la induccién de apoptosis (Rajani et al., 2012). En el estudio
de Redondo et al. (2015), se proporciond la primera evidencia de que las proteinas M2 y M3
suprimen la expresidn génica celular al interferir con la exportacién de ARNm del nucleo
citoplasmatico, lo que conduce a un defecto en la sintesis de las proteinas de la célula
huésped.

La titulacién del VEV-NJ mediante la dilucién de punto final fue de 7,59 logio
DICTso/mL £ 0,35 a las 48 horas, usando 8 réplicas por dilucién. En los datos reportados por
Scherer et al. (2007), con titulos de 6-8 logi1o DICTso se evidencia lesiones vesiculares durante
un periodo de 72 horas.

Estos valores de DICTsoson intrinsecamente discontinuos es decir los intervalos
entre dos valores no son idénticos por lo tanto, para aumentar la precisién de la medicidn se

requiere un nimero de réplicas lo suficientemente alto Grigorov et al., 2011). En los



88

estudios de Brandolini et al. (2021), Gdmez & Jiménez (2013) y Grigorov et al.(2011) se ha
realizado 8 repeticiones por cada dilucién para estimar el titulo viral.

Las muestras séricas seleccionadas (n=222) para el ensayo de neutralizacion viral
provenientes de las provincias de Canar, Cotopaxi, Esmeraldas, Loja, Manabi, Napo, y
Orellana durante los afios 2020 y 2021, pasaron por un cribado o Screening usando como
criterio de inclusion muestras con diagndstico negativo a fiebre aftosa, debido a que
aumenta la probabilidad de que el animal haya presentado lesiones vesiculares a causa del
VEV, por ser enfermedades clinicamente indistinguibles. Ademas de considerar que Ecuador
desde el 2015 es un pais declarado libre de FA por parte de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, 2021).

Como resultado de la prueba de Screening se obtuvo 146 (64,89%) muestras
positivas, 76 (34,23%) muestras negativas (figura 28). Estos resultados no deben
considerarse como un diagndstico positivo al VEV debido a que las pruebas de Screening no
estd disefiadas para diagnosticar enfermedades, estas pruebas principalmente se utilizan
para determinar la probabilidad de que una poblacién en especifica desarrolle una
enfermedad en particular (Prinzi, 2020). Para ensayos pilotos de VN se recomienda realizar
primero una prueba de Screening como primer paso antes de pasar a procedimientos mas
exigentes (Hitchner, 1973).

En los ensayos de neutralizacion viral no se utilizdé un control positivo de referencia,
sin embargo, el suero proveniente de un animal convaleciente, presentd en todos los
ensayos un titulo alto >2,7 cumpliendo con el criterio de aceptacién de la prueba de VN cEl
punto de corte utilizado para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos
neutralizantes en los sueros a testear fue el promedio +3 desviaciones estandar de los

controles negativos siendo 1,5 (expresado en log) o 32 (expresado aritmético) segin lo
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indicado por el Manuel de la OIE (2018). Los titulos menores a 1:32 son considerados
inespecificos, o negativos pero no se han realizados estudios para determinar el tipo de
proteina capaz de neutralizar al VEV hasta la dilucion 1:16 o que fueron anticuerpos de
reciente aparicion o de extincidn (Carruitero H. et al., 2013). Con respecto a la
concentracion celular usada 1,6x10° células/mL que equivale a 16.000 células por pocillo
mostré una monocapa completa a las 48 horas, por lo que se la consideréd como una
densidad celular éptima (Figura 29.B). En estudios de Alvarado et al. (2002) y Mayling et al.
(2014) se han utilizado densidades celulares desde 10.000 a 30.000 células por pocillo.

De los 44 sueros evaluados por VN, 24 (54,4%) sueros presentaron anticuerpos
neutralizantes contra VEV-NJ, y 20 (45,5%) no presentaron proteccién. Dentro del grupo de
sueros positivos el titulo promedio de anticuerpos mas altos (>2,7) fueron para las provincias
de Loja, Canar y Cotopaxi (p_valor=0,0052), pero existe al menos un suero con titulo alto
(>2,7) en el resto de las provincias; Esmeraldas, Napo, y Manabi. A pesar de que estas
muestras contenga titulos altos no es posible determinar, si la presencia de anticuerpos sea
resultado de un infeccidon avanzada o debido a la larga vida de anticuerpos IgG en suero por
ser muestras pertenecientes a zonas endémicas (Turell et al., 2005). Los datos registrados
en 1986, reportaron a la provincia de Loja como una zona endémica alta de VSV-NJ, mientras
gue a las provincias de Manabi, Cotopaxi se las considero como zonas endémicas
ocasionales de VSV-NJ (Astudillo et al., 1986) . Esta distribucion fue consistente en los brotes
suscitados en el 2018 (Salinas et al., 2021).

Dentro de los objetivos del estudio se planted detectar anticuerpos neutralizantes
contra la cepa de Indiana (IND), sin embargo en Ecuador la prevalencia para esta cepa es
muy baja, en el 2018 de 399 brotes solo 5 (1,25%) pertenecieron a VSV-IND (Salinas et al.,

2021). Por tal motivo el obtener sueros de animales positivos a VSV-IND por ELISA-SI, para
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usarlos como controles en su etapa de ser prevalencia fue de baja posibilidad obtenerlos.
Actualmente en el pais el Unico laboratorio que diagndstica VEV-IND por ELISA-SI y RT-PCR
mediante epitelios es Agrocalidad, por lo tanto no se cuenta con muestras séricas
(Agrocalidad, 2020b).

Actualmente no existen registros oficiales de casos positivos para el VEV durante los
anos 2020 y 2021 por parte de Agrocalidad o de PANAFTOSA. Sin embargo, en los reportes
de los meses de abril y marzo del 2020 de Agrocalidad se reporté casos con diagndstico
positivo al VEV mediante RT-PCR en la provincia de Loja y Napo (Agrocalidad, 2020a, 2020b).
Comprobando la concordancia de los resultados presentados con la distribucién del VEV-NIJ
en el pais.

A pesar de que los anticuerpos neutralizantes pueden durar ocho afios en el ganado
expuesto (Sorensen et al., 1958). Esta proteccion es cuestionable ya que la mayoria de los
bovinos en dreas endémicas de VEV tienen anticuerpos capaces de neutralizar la cepa del
virus que causa su enfermedad clinica (Rodriguez et al., 1990; Vanleeuwen et al., 1995;
Vernon et al., 1990) pero pueden ser reinfectados con esa cepa tan pronto en periodos de
30 a 60 dias (Hanson, 1952; Vanleeuwen et al., 1995; Vernon et al., 1990). La reinfeccién, en
presencia de anticuerpos neutralizantes especificos de la cepa, dificulta las estrategias de
vacunacion eficaces, por lo que, se necesitan mas dianas moleculares para interrumpir la
transmisidn y la infeccion.

El limite de deteccidn del estado seroldgico positivo de 8 sueros convalecientes por
NV evaluados hasta la dilucidn 1: 16384, mostré una proteccion de anticuerpos en dos
sueros hasta la dilucion 1:8192 (Figura 33). De acuerdo con la capacitacion brindada por
Pituco (2021), los sueros de referencia llegan a presentar proteccién de anticuerpos hasta las

diluciones (1:8192) en las que se reporta en este estudio. En los primeros estudios
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seroldgicos para la deteccién de NAc contra VEV en Colombia se reporté una proteccion
hasta la dilucién (1:1048448) (Hanssen et al., 1979).

Los resultados de especificidad para los 9 sueros de campo diagnosticados para DVB,
IBR, VPP y un suero de humano presentaron titulos por debajo del punto de corte (<1,5). Sin
embargo, uno de los sueros positivos para IBR proveniente de la provincia de Manabi
presento un titulo de 1,78 por encima del punto de corte (Figura 34). Coincidiendo con una
de las provincias donde hay la presencia de EV. Ademas al ser sueros de campo son
susceptibles de presentar anticuerpos contra muchos antigenos distintos tras la exposicion
(Neurath, 2008). Los sueros de especies de porcino y humana no presentaron anticuerpos
contra el VEV con titulos <0,85 afirmando la especificidad exclusividad contra el VEV-NJ en
bovinos. A pesar de que no existe evidencia de relaciones seroldgicas de enfermedades
vesiculares, se ha evidenciado que puede existir reacciones cruzadas para la nucleoproteina
viral (N) y en menor grado para la proteina matriz (M) de ambos serotipos (NJ / IND) (Cajas
et al., 2003; Flanagan et al., 2001).

Los ensayos de repetibilidad para los tres sueros con diferentes concentraciones de
titulo evaluadas con tres réplicas, presenté un coeficiente de variacién menor del 25%,
considerada como una variabilidad aceptable segin Pimentel (1990). En el reporte de Nie
et al. (2020)
se concluyd que el CV para un ensayo de neutralizacién usando pocillos duplicados por
dilucién debe ser <30%

Entre las desventajas que presenta la prueba de VN, esta requiere de virus vivos,
cultivos celulares en condiciones asépticas, cantidad elevada de muestra, demanda mucho
tiempo, y es una prueba altamente costosa (Kibenge et al., 2016). En la actualidad existen

diferentes tipos de ELISA que tienen la misma sensibilidad de las pruebas de neutralizacién,
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entre ellas la ELISA de bloqueo que ha logrado detectar anticuerpos especificos frente a
virus (Van Oirschot, 1999). Por otro lado, la Organizacidon Panamericana de la Salud indica
gue se debe implementar primero la prueba neutralizacién viral para confirmary
correlacionar los resultados de una prueba de ELISA (Organizacion Mundial de Sanidad

Animal - OIE, 2018).
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Capitulo VI: Conclusiones

La valoracion del titulo viral del VEV-NJ en la linea celular BHK-21 mediante el
método de Reed & Muench a través de la evaluacién del efecto citopatico fue de 7,59 + 0,35
log10DICTso/mL a las 48 horas.

Las condiciones biolégicas que se usaron para el ensayo de neutralizacién fueron:
160.000 células BHK-21/mL, 2000 DICTso VEV-NJ/mL, sueros diluidos en base 2 empezando
por la dilucidn 1:8 hasta 1:512 en medio completo. El dia 6ptimo para tefiir la prueba de
neutralizacién con cristal violeta al 1% fue al segundo dia (48 horas) por presentar una
monocapa preformada de células BHK-21. El punto de corte para diferenciar un suero
seropositivo de un suero seronegativo para VEV-NJ fue de 1,5 (expresado en logio) con %3
desviaciones estandar. Los 44 sueros evaluados por neutralizacidn viral para VEV-NJ no
presentaron toxicidad en las células BHK-21 y cumplieron con los criterios de aceptacion
para el ensayo de neutralizacion viral expuestos por la OIE. Se obtuvo un total de 24 (54,4%)
sueros positivos y 20 (45,5%) negativos, presentando el mayor titulo neutralizante (>2,7)
mediante el método de Spearman—Karber, para las provincias de Loja, Cotopaxi y Canar
(p_valor=0,0052). No se obtuvo datos de anticuerpos contra el VEV-IND, debido a que la
baja prevalencia de la enfermedad en el pais impidié obtener sueros positivos.

La sensibilidad analitica del ensayo detectd la presencia de anticuerpos hasta la
dilucion 1:8192, y la especificidad analitica frente a enfermedades clinicamente
indistinguibles presenté titulos bajo el punto de corte para sueros de diarrea viral bovina
(DVB), rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), peste porcina clasica (VPP) y un suero de

humano con una proteccion de anticuerpos por debajo del 40%.
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Capitulo VII. Recomendaciones

En el ensayo de neutralizacién viral, se recomienda primero sembrar la placa con
células BHK-21 y dispensar posteriormente la solucién suero/virus, para asegurar que
previamente exista un crecimiento correcto de las células antes de iniciar el ensayo.

Se debe alicuotar virus en crioviales que contengan la concentracién de referencia
2000 DICTspy que sean de un solo uso para evitar congelar y descongelar las diluciones
virales.

Se recomienda realizar ultracentrifugacion para tener virus de alta pureza y poder
realizar titulaciones. También se recomienda realizar mas ensayos que verifiquen la
presencia de las proteinas virales G Y N frente anticuerpos neutralizantes de sueros
mediante la técnica de Western Blot.

Entre otras técnicas se puede evaluar la neutralizacion de anticuerpos a partir de la
inhibicién de proteinas fluorescentes como la GFP expresados en virus recombinantes.

Para evaluar a futuro la seroprevalencia se deberia usar muestras pareadas de al
menos una poblaciéon de 500 bovinos en el que se indique el aumento de anticuerpos a lo
largo de la seroconversidn.

Con el fin de disminuir costos se recomienda a futuro implementar técnicas mas
baratas como ELISA de bloqueo para realizar ensayos de seroprevalencia dentro de la
poblacién de ganado bovino.

Entre otras pruebas de diagndstico frente al VEV se puede realizar
inmunohistoquimica para detectar VSV-NJ mediante la interaccidn entre estreptavidina-

biotina conjugada con fosfatasa alcalina.
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