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INTRODUCCION

Reseiia Historica :

v’ Descrita por 1? vez en Alemania (1871).
v Chile: 1° referencia bibliografica descrita por Schultz

(1962), en provincias de Talca y Bio-Bio.

“ INTRODUCCION DE ANIMALES
EUROPEOS INFECTADOS A PAISES LIBRES
DE LA ENFERMEDAD”




Leucosis enzootica bovina :

v Animales mayores a 2 afios de edad

v Prevalencia: varia de un pais a otro
v Chile:

e [- IIT Region 5.5%
* [V - X Region 19.7%
* XI- XII Region son negativas (SAG, 1994)

v Transmision: horizontal, congénita, insectos
| Linfocitosis persistente |
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El virus de la leucosis bovina (VLB) :
v’ Virus ARN

FAMILIA: Retroviridae
SUBFAMILIA: Oncornavirinae

sp ol
GENERO: Deltaretrovirus
op 30
v Regiones genémicas: p15
P . 24
* GAG: proteinas estructuras internas ~ °*
ARN

* POL: transcriptasa reversa, proteasa - _
* ENV: proteinas de la envoltura T

LA LEUCEMIA BOVINA (VLB)

3 SUBTIPOS:

— Belga (Rice y col., 1984)

— Japonesa (Sagata y col., 1985)

— Australiana (Coulston y col., 1990)




Métodos Diagnosticos:

Diversos métodos directos e indirectos han sido empleados
para la deteccion del VLB, tales como: Seroneutralizacion
(SN), Radioinmunoensayo (RIA), Inmunodifusion en gel de
agarosa (AGID), Enzimoinmunoensayo (ELISA), Reaccioén de
la polimerasa en cadena (PCR) (Kettman y col, 1981; Ballagi-
Pordany y col, 1992, Brener y col, 1994; Klintevall, 1995).

La prueba AGID ha sido reconocida por la Organizacion
Internacional de Epizootias (OIE) y aceptada por la mayoria

de los Gobiernos como prueba oficial para el diagndstico de
VLB (OIE, 2000).



AGID es un método que se basa en la
deteccion de anticuerpos contra proteinas
de la estructura viral.
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A Agregar muestra Conjugado Sustrato Lectura
Anticuerpo  Antigeno Incubacion y Incubacidn y Solucién de Do
lavado lavado detencion

= ELISA es una técnica inmunoenzimatica que basa en la utilizacién de un
antigeno y ha sido desarrollado para la deteccion y cuantificacion de
anticuerpos.



Meétodo directo :

m PCR (Reaccion de la polimerasa en
cadena) es una técnica que permite la
amplificacion in vitro de secuencias

especificas a partir de una muestra de
ADN.

Denaturacion (95°C): Alineamiento (34- 63°C): .
g R Ry PR b
iW 5 ' mewm ’
Denaturacidn del ADN dahl
Ceandaeﬁ;aglgzdeena simplg i paﬁHnr (18-25 bp) I::> et H\‘“\Taq DHA polimerasa une dHTES en el
::> e e extremo 3' para sintetizar el ADH.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar los resultados obtenidos mediante tres
técnicas (AGID, ELISA, PCR) en el diagnoéstico del
VLB en un rebafio lechero de la IX Region con
presencia de la enfermedad.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el nivel de concordancia de distintas pruebas de
diagnostico de VLB con respecto a la prueba oficial de

diagnostico (AGID) .

Determinar los valores de sensibilidad y especificidad de la
prueba ELISA indirecto en muestras de suero y leche y
compararlos con la prueba AGID.

Determinar los valores de sensibilidad y especificidad del
método PCR anidado en muestras de sangre y leche y
compararlos con AGID.

Tipificar mediante PCR-RFLP cepas de VLB provenientes del
rebafio en estudio.



MATERIALES Y METODOS

Laboratorio de Biotecnologia Animal

Centro de Investigacion INIA-Carillanca

MATERIALES

m  Muestras biologicas: suero, sangre y leche
m  Materiales de laboratorio:

— Material rutinario

— Equipos

EQUIPOS
PCR y Analisis Molecular ELISA

. Termociclador 1. Sistema de lavado de placas

. Camara de electroforesis 2. Espectrofotometro

. Fuente de Poder 3. Sistema computacional

. Equipo de digitalizacion fotografica
. Transiluminador

. Camara digital

. Computador
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— Reactivos y Soluciones

REACTIVOS Y SOLUCIONES

PCR
anidado

ELISA
indirecto

Digestion con Ez de
Restriccion

e Extraccion de ADN

Placas recubiertas Ag BLV-gp51

Tampon de restriccion 10x

e Reaccion PCR

Antigeno control +y -

Enzimas de restriccion:

- Tampo6n 10X Conjugado liof.con IgG bovina Bam H I, Pvu II, Bcl 1
- MgCl, Tampon de dilucion Agua destilada
- dNTP Solucion sustrato

- Taq ADN polimerasa

Solucion de detenciéon

- Partidores externos e internos:
FE 5'- TCT GTG CCA AGT CTC CCA GAT A-3'
RE 5'- AAC AAC AAC CTC TGG GGA GGG T-3'

RI 5'- GCG AGG CCG GGT CCA GAG CTG G-3'

FI 5'- CCC ACA AGG GCG GCG CCG GTT T-3'

e Electroforesis




METODOLOGIA

m  Obtencidon de muestras bioldgicas:

GEEy
l
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Leche descremada Pellet de células
AGID ELISA PCR ELISA PCR
\— _/

v

Laboratorio de Biotecnologia Animal (INIA-Carillanca)

Laboratorio Del Complejo Lo Aguirre (SAG)
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Metodologia para diagnéstico de VLB mediante PCR

Extraccion de ADN

Diagnéstico VLB

Electroforesis



Muestras de suero| | Muestras de leche

:

Leche descremada

:

Microplacas con Antigeno viral VLB

l

Reactivos SVANOVIR

!

Lectura

l
[ Remitaden |

Equipo de ELISA

Lectura de placa
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Analisis PCR-RFLP

m 9 muestras positivas al VLB = PCR

m~ D D

10 pl 10 pl 10 pl
producto PCR producto PCR producto PCR
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Pou 11 Bcl 1
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ELECTROFORESIS
BamHI-/Pvull +/Bcl | +

JAPONES: Bam HI +/Pvu Il -/ Bcl | +
Bam HI +/Pvu Il -/ Bcl | +




RESULTADOS Y DISCUSION

NC° de animales p
negativos al

ELISA  ELISA PCR PCR AGID

B POSITIVOS B NEGATIVOS

Numero de animales positivos y negativos identificados con cada una de las
pruebas ELISA suero, ELISA leche, PCR en sangre, PCR en leche y AGID.
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PRUEBA DE REFERENCIA
AGID
PRUEBA + ) Total
ALTERNATIVA
ELISA + 75 |((25 )| 100
suero/ leche i 0 26 26
Total 75 51 126

Martin y col., 2001. Comparative study of PCR as direct assay and ELIS
And AGID as indirect assays for the detection of bovine leukaemia virus

Todos los animales positivos a AGID fueron positivos a
ELISA (suero y leche).

25 animales positivos a ELISA resultaron negativos a
AGID.
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PRUEBA DE REFERENCIA
AGID

PRUEBA N ] Total
ALTERNATIVA

PCR + 72 (229 100

sangre
i 3 23 26
Total 75 51 126

Tres animales positivos a AGID fueron negativos a PCR en
leucocitos de sangre.

28 de las 100 muestras positivas a PCR en sangre fueron
negativas a AGID.
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Resultados Discordantes

(Jacobs y col, 1992; Martin y col, 2001; Rulka y col, 2001;
Radotistis y col., 2002)

3 Muestras
Pruebas serolégicas (-) y PCR (+) :

Estadio temprano de infeccion
Pequefio in6culo de VLB
Periodo de latencia g
Coinfecciones con otros virus ~ *°"" ||
Inmunotolerante

St1234 56789 10111213 14 15161718 - +




Baja proporcion de linfocitos infectados con VLB.
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VLB se encuentre presente en otras células que no sean las
sanguineas.

Linfocitos B infectados pudieran encontrarse en otros 6érganos.

Existencia de variaciones en la secuencia nucleotidica del VLB.
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Analisis de Muestras de leche mediante la técnica PCR

PRUEBA DE REFERENCIA
AGID
PRUEBA + _ Total
ALTERNATIVA

PCR + 44 5 49
leche

- 31 46 77

Total 75 51 126

m  Martiny col. (2001) y Kuckleburg y col. (2003), quienes demostraron que los
leucocitos sanguineos fueron consistentemente mas adecuados que los leucocitos
de leche mediante la técnica PCR.

m  Menor proporcion de linfocitos B en leche que en sangre.

m  Celulas somaticas y subpoblaciones de linfocitos varian durante lactancia.



Analisis comparativo de la técnica ELISA realizada en muestras
de suero y leche
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Grafico de dispersion de valores de positividad (x100) obtenidos luego del
analisis ELISA de muestras pareadas de suero y leche.



Sensibilidad y especificidad de ELISA y PCR

con respecto a AGID
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PRUEBA PRUEBA SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
REFERENCIA ALTERNATIVA % %
AGID ELISA suero 100 51
ELISA leche 100 51
PCR sangre 96 45
PCR leche 58 90

La sensibilidad y especificidad de PCR en muestras sangre alcanzo
valores de 96 y 45%, respectivamente.

La sensibilidad y especificidad de la técnica ELISA en suero y leche
fue de 100 y 51%, respectivamente.



PCR en sangre como método de referencia

Calculo de sensibilidad, especificidad y concordancia (valor kappa)

PRUEBA DE PRUEBA SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | VALOR k | INTERPRETACION
REFERENCIA | ALTERNATIVA % % % LANDIS (1977)
PCR sangre | ELISA suero 97 88 85 Perfecta

ELISA leche 97 88 85 Perfecta
AGID 72 88 45 Moderada
PCR leche 51 92 26 Regular

Valores de sensibilidad, especificidad y valor kappa (k) calculados con un nivel de confianza del 95%



Analisis molecular de las cepas del rebano estudiado

m  De las 9 muestras se determind la presencia de 2 de las 3 cepas
existentes en el mundo.

m 6 Subtipo Belga
m 3 Subtipo Australiana

= No se encontré un patrén de restriccion correspondiente al
subtipo Japonés.
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CONCLUSIONES

La técnica ELISA (leche y suero) y PCR en sangre detectaron un
mayor porcentaje de individuos positivos. Esto confirma que estas
técnicas permiten detectar un mayor numero de animales infectados
por el VLB que AGID.

La sensibilidad de ELISA (leche y suero) y PCR en sangre con
respecto a AGID fue de 100% y 96% respectivamente, lo cual
deberia hacer reconsiderar la utilizacion de AGID como prueba de
referencia oficial en Chile.

Se determind mediante PCR-RFLP, la presencia de 2 de las 3 cepas
existentes en el rebafno analizado, lo cual indica que en algun
momento fueron introducidos a este rebafo animales con una cepa
diferente a la ya existente.
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