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RESUMEN

La anaplasmosis bovinacausada por Anaplasma marginale (rickettsia
intraeritrocitica transmitida por artropodos hematéfagesuna enfermedad infecciosa de
gran interés por las severas pérdidas econdémicas que ocasicer@fermedad es leve en
animales jévenes (<12 meses) y aguda en animales adultos. Los lmpwnesperan la
etapa aguda, se transforman en portadores persisteriesndeginale En areas endémicas
los rodeos se encuentran en estabilidad enzodtica cuando m@aele los bovinos se
infecta conA. marginale antes de los 9 meses de edad promedio, lo cual previene la
ocurrencia de brotes de anaplasmosis. La vacuna viva basafla centrale especie
naturalmente menos patdgena duemarginale produce inmunidad cruzada parcial y se
aplica a cohortes de terneros de hasta 10 meses de edad que ravalaazsiziralmente la
estabilidad enzodtica. La evaluacion serologica, realizada a tdevéa deteccion de
anticuerpos contra la proteina principal de superficie 5 (MSPB) derginalepor ELISA
de competicion (ELISA), se utiliza para i) identificar portadores Aaaplasmaspp.,ii)
determinar la necesidad de vacunacion de los terneros en regidegsaas Vv, iii) evaluar
la respuesta inmune a la vacunacion éoncentrale El ELISAc basado en MSP5 de
A. marginaleunida a la chaperonsIBP (MBP-MSP5m) y en el anticuerpo monoclonal
ANAF16C1, es la técnica recomendada por la OIE para la determirdeianticuerpos
contraA. marginale Esta técnica no se encuentra validada para la deteccion degmig
contraA. centrale En este trabajo, se desarrollaron un ELISAtouse(ELISAhC) y un
ELISA de doble paratope (ELISAdp) basados en las proteinas trun(saddes hélice de
transmembrana del extremo N-terminal) MSP5Ademarginale (tMSP5m) y MSP5 de
A. centrale (tMSP5c¢). La eliminacién de la chaperona MBP aumento la espeadifigitia
incorporaciéon de tMSP5c incrementd la sensibilidad del ensayo. Adiciamalmse evito
el uso de anticuerpos monoclonales con el disefio de ELISAdp. Paravéncion de la
anaplasmosis se evalu6é un inmundgeno recombingai@ uso en animales adultos,
compuesto por cinco proteinas subdominantes. dearginalepertenecientes al sistema de
secrecion tipo IV (T4SS): VirB9.1, VirB9.2, VirB10, VirB11 y Hiu. Las proteinas fueron
clonadas y expresadas En coli. Veinte novillos se agruparon en cuatro grupos (G) de
cinco animales cada uno (n=5). G1 y G2 se inocularon con unaantkz&0 pg de cada

proteina recombinante con los adyuvantes QfiibAviontanidé, respectivamente. G3 y

VIII



G4 (controles) se inocularon con Quil A o Montanide, respectivament@liS&an cuatro
dosis a intervalos de tres semagas dia 105, se desafié con una dosis deetirocitos
parasitados col\. marginale Post desafio, se observaron signos clinicos en todos los
animales, con un significativo descenso del hematocrito e incremento dehfage de
eritrocitos parasitados (p<0,039s cuales requirieron tratamiento con oxitetraciclina para
evitar la muerteEn resumen, en este trabajo se abordé el problema de la anaplakmosis
forma integral, desde el diagnéstico y la prevencion; adrdekdesarrollo de un ELISA de
bajo costo y de altperformancepara la deteccion de anticuerpos codtnaplasmaspp., y

de la evaluacion de una vacuna recombinante para uso en animales gdeltaunque en

las condiciones ensayadas no resulto eficaz, sienta lasgasadaturos experimentos.



ABSTRACT

Bovine anaplasmosis is an infectious disease causéhéplasma marginalean
intraerythrocytic rickettsia transmitted by hematophagous arthrofddus disease is of
great interest due to the severe economic losses that it cBlisatisease is mild in young
animals (<12-months old) and acute in adult animals. Bovines thatoowe the acute
stage become persistent carrierddoimarginale Rodeos of endemic areas are in enzootic
stability when more than 75% of cattle become infected Aitmarginalebefore 9-months
old, which prevents the occurrence of anaplasmosis outbreaks.vhn@ne based on
A centrale a naturally less pathogenic species t@ammarginale produces partial cross
immunity. It is applied in cohorts of calves up to 10-months oldditamot naturally reach
enzootic stability. Serological evaluation, performed through deteatiantibodies against
the major surface protein 5 (MSP5) Af marginaleby a competition ELISA (CELISA),
allows us: i) identify carriers oAnaplasmaspp., ii) determine the need of vaccination of
calves in endemic regions, and iii) evaluate the immune respottseAocentralevaccine.
CELISA based orA. marginaleMSP5 bound to the chaperone MBP (MBP-mMSP5) and
on the monoclonal antibody ANAF16C1 is recommended by the Olthéodetermination
of antibodies again#t. marginale This test is not validated for the detection of antibodies
againstA. centrale In this work, a cELISA in house (hcELISA) and a double {opa
ELISA (dpELISA) were optimized both based on the truncated fowitedut N-terminus
transmembrane helixdf A. marginaleMSP5 (tMSP5m) and. centraleMSP5 (tMSP5c).
Expression of MSP5 without MBP increased the specificity and tberporation of
tMSP5c increased the sensitivity of the assay. Additionally, the ofisenonoclonal
antibodies was avoided in the dpELISAr the prevention of anaplasmosis, a recombinant
immunogen was developed for its evaluation in adult cattle. This iogam was
formulated with the subdominant proteins of type IV secretionesys{T4SS) of
A.marginale VirB9.1, VirB9.2, VirB10, VirB11 and Effu, cloned and expressed Encoli.
Twenty steers (n=20) were randomly clustered into four groups (&yeofinimals each
Cattle from G1 and G2 were inoculated with a mixture of 50 pg of eambmbinant
protein with Quil A and Montanid8" adjuvants, respectively. Cattle from G3 and G4
(controls) were inoculated with QuA and Montanide adjuvants, respectively. Cattle

received four doses at three-week intervals and were challeriged @/ A. marginale
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parasitized erythrocytes at day 105. After challenge, all cattleezholwical signs, witha
significant decreased of packed cell volume and a significant increased asitipad
erythrocytes (p<0.05), requiring treatment with oxytetracycline tovgmte death. In
summary, in this work, bovine anaplasmosis was studied integréhy diagnosis and
prevention approaches. A low-cost and high-performance ELISAdeasloped for the
detection of antibodies againr&haplasmaspp. and a recombinant vaccine was evaluated
for use in adult cattle. The vaccine, which under the tested corglitvas not effective,

establishes guidelines for future assays.
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Introduccion general

ANAPLASMOSIS BOVINA: INTRODUCCION GENERAL

Etiologia

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa causada nuketesia
Anaplasma marginale(Rickettsiales: Anaplasmataceae) (Dumler y col.,, 2001). La
enfermedad clinica es mas frecuente en el bovino, pero otromtesi@mo el bufalo, el
bisonte, los antilopes africanos y el ciervo pueden infectarsetpetsisente (Kocan y
col., 2003). Smith y Kilborne (1893) estudiando la fiebre de Texasegluais),
descubrieron en los animales infectados cuerpos cocoides siemddsmargen de los
eritrocitos e interpretaron que estas formas eran diferentesseti@b ciclo de vida de
Babesia bigeminakEn Sudafrica, Theiler (1910), describié un pequefio agente presente
los eritrocitos de bovinos afectados de anemia aguda y lo diferehci@deismo causante
de la fiebre de Texas. El agente, como regla general, se ubiceabaargen del eritrocito
por lo que propuso el nombre e marginale Un afio después, describié una subespecie
deA. marginaleque parecia ser menos patogehacentrale y para la cual las inclusiones
del parasitese encontraban en el centro de los eritrocitos (Thé&drl).

A. marginale pertenece al orden Ricketssiales y se incluye en la familia
Anaplasmataceae la cual esta conformada por cuatro géderaglasma, Wolbachia,
Ehrlichia y Neorickettsia (Dumler y col., 2001).La clasificacion actual del orden

Rickettsiales con sus respectivas familias y géneros se detédidabla 1.



Introduccion general

Tabla 1.Clasificacion del orden Rickettsiales. Adaptado de Kocanl.y2003.

1. Orden Rickettsiales

1.1 Familia Rickettsiaceaebacterias intracelulares obligadas que crecen libremn
en el citoplasma de las células hospedadoras eucariotas.

1.1.1 GéneradRickettsia

1.1.2 GénerdOrientia
1.2 Familia Anaplasmataceaebacterias intracelulares obligadas que se replical
vacuolas derivadas da membrana, en el citoplasma de las células hospeda
eucariotas.

1.2.1 GénerdAnaplasma

Anaplasma marginale

Anaplasma centrale
Anaplasma ovis
Anaplasma bovigantesEhrlichia bovig
Anaplasma phagocytophiluantesEhrlichia phagocytophilum
E. equi agente de la Ehrlichiosis Granulocitica Humana)
Anaplasma platyéantesEnhrlichia platy9
Aegyptianella
1.2.2 GénercEhrlichia
Ehrlichia chaffeensis
Ehrlichia ruminantium(antesCowdria ruminantium
Ehrlichia ewingii
Ehrlichia ovis
Ehrlichia canis
Ehrlichia muris

1.2.3 Génerd\eorickettsia
Neorickettsia helminthoeca

Neorickettsia risticii(antesEhrlichia risticii)
Neorickettsia sennetgantesEhrlichia sennetsu

1.2.4 GéneroWolbachia
Wolbachia pipientis

A. marginalees una rickettsia intraeritrocitaria Gram negativa que al migoasco
muestra el aspecto de una inclusion redondeada, basodfila, pequeda (0,3-
doble, generalmente localizada a largo del margen del eritrocito dFiga). La
microscopia electronica revela dos formas morfologicamente distintas debrganismo:
los clasicos corpusculos marginales, denominados cuerpos de inchadigs,cuerpos
iniciales. Cada cuerpo de inclusién contiene en su interior de caiat@ho cuerpos
iniciales que son las formas infectan{eel Cura, 2003) (Figura 1B)A. marginalese
caracteriza, como todas las rickettsias, por no tener la cronoatjanizada en un nucleo

con membrana limitante, y por carecer de reticulo endoplasmidoigRez y col., 2004).
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Figura 1. Eritrocitos bovinos infectados coA. marginale (A) Cuerpos de inclusion localizados en la
periferia del eritrocito en una impronta de sangre tefiada Giemsa. (B) Micrografia electrénica donde se
observa un cuerpo de inclusién que contiene cinco cuerp@asid-uente: Kocan y col., 2004.

A. centrale es un organismo naturalmente menos patdgeno que esta antigenicamente
relacionado corA. marginale Por esta razori. centrale confiere inmunidad cruzada
parcial contraA. marginale,y es usado como una vacuna viva para la prevencion de la
anaplasmosisn Israel, Africa, Australia y varios paises de América Latiealég Fuente y

col., 2005) A. centralenunca ha sido reportado en América del Norte.

Patogenia

Los eritrocitos son las Unicas células duenarginalepuede infectar en el bovingl
70% o mas de los eritrocitos pueden infectarse durante una infegeida. El periodo de
incubacion de la infeccion (periodo prepatente), varia con el nloeenoganismos en la
dosis infecciosa y va de 7 a 60 dias con un promedio de 28 dias (Kachn 2003).
Durante la infeccién inicial el nUumero de eritrocitos parasitados aarmgeninetricamente,
duplicAndose cada 24 horass eritrocitos parasitados se eliminan del torrente circulatorio
mediante fagocitosis por las células del sistema reticuloendotelial, 10 que resudl
desarrollo de anemia e ictericia leve a severa sin hemoglobimeménoglobinuria. Los
signos clinicos pueden incluir: hipertermia, anemia, depresién, pérdidapese
disminucién en la produccién lactea, aborto, ictericia y, a menudo, muedgiraales
mayores de 2 afios de edad (Kocan y col., 2003;)2010

A. marginalepuede infectar a bovinos de cualquier edad, pero el curso clinico de la

enfermedad dependera de la edad del animal al momento de la primomfecaio
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enfermedad clinica, es poco frecuente cuando los animales se infectan entre los 6 meses y 1
afio de edad, es aguda pero raramente fatal en animales de entre 1 y 2 afos de edad y es
aguda y frecuentemente mortal, en mayores de 2 anos de edad (Aubry y Geale, 2011). La
resistencia juvenil a la anaplasmosis podria deberse a la presencia de anticuerpos calostrales
(Potgieter y col., 2004), a la rapidez de la respuesta inmune que es mayor en animales
jovenes por la competencia de la funcién del timo, a la vigorosa actividad eritropoyética de
la medula 6sea y/o a un papel protector de la hemoglobina fetal (Ristic, 1981). Las razas
Bos taurus (Holstein, Brown Swiss o Hereford) tienen mdas probabilidades de desarrollar
anaplasmosis aguda que las crias de cebu o criollas (Aguirre y col., 1988). Los bovinos que
se recuperan de la infeccién aguda permanecen infectados persistentemente durante el resto
de su vida, presentando ciclos de rickettsemia cada 10 a 14 dias donde la concentracién de
eritrocitos parasitados varia de 10* a 10° células/ml de sangre, concentracion menor a la
observada durante la infeccion aguda (109 células/ml de sangre) (French y col., 1998; 1999)
(Figura 2). Debido a que la vida media de los eritrocitos bovinos es de 160 dias, para
mantener una infeccion persistente nuevos glébulos rojos deben infectarse en cada ciclo.
Para ello, A. marginale utiliza la sintesis de variantes antigénicas como sistema de evasion
de la respuesta inmune. Dichas variantes no son reconocidas por los anticuerpos presentes
al momento de su emergencia, y se controlan luego con una respuesta inmune especifica
(Aubry y Geale, 2011) (Figura 2). El animal infectado persistentemente o "portador” tiene
inmunidad de por vida y es resistente a la enfermedad clinica. Sin embargo, sirve como
reservorio de A. marginale proporcionando una fuente de sangre infecciosa para la

transmision tanto mecédnica como bioldgica del parasito.
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Figura 2. Ciclos de rickettsemia en animales persistentemente infectados. Adaptado de Palmer y col., 1999.
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Transmision

La transmision déA. marginaledesde animales portadores a animales susceptibles
puede producirse por tres vias: (i) mecénica; eritrocitos infectadostraosferidos
mediante artrépodos hematéfagos o fomites contaminados con samagmapéficacion de
A. marginale (i) bioldgica; eritrocitos infectados son ingeridos por garrapataA.
marginale se replica dentro del intestino y las glandulas salivales del agaro,
posteriormente, se transmite a través de la saliva a rumiaatesfattados, y (iii)
transplacentaria; eritrocitos infectados se mueven a travda gicenta desde vacas
infectadas a su descendencia (Kocan y col., 2003;)2010

La transmision mecanica se produce a través de agujas, siemlasctéar, pinzas
nasales, instrumentos para tatuar, dispositivos para marcas @ejastrumentos de
castracion contaminados con sangre infect&deéha demostrado experimentalmente que al
menos doce especies de dipteros hematéfagos tienen el potenciahndmitir
mecanicamentd. marginale Entre ellos se incluye; la mosca de los estat$osnjoxys
calicitrans), ocho especies de tAban®aljanidae)y tres especies de mosquit@ulicidae
(Kocan y col., 2003; 2030

La transmision bioldgica se realiza a través de garrapagaexifadamente veinte
especies de garrapatas se han identificado como vectotesrdeginaleen todo el mundo
(Aubry y Geale2011) La transmision ocurre de forma transestadial, es decir detapea e
a otra (de larvas a ninfas o de ninfas a adultos), o gté&rdial, es decir dentro de una etapa
La transmision transovarica, de una generacion de garrapdsasiguiente, no se ha
demostrado (Kocan y col., 2003; 2010Qa transmision transestadial de marginaleha
sido demostrada para las garrapatas de tres hospedddemascentor andersony
D. variabilisen EUA, Rhipicephalus sanguine@s Israel \R. simusen Sudafrica (Kocan y
col., 2010) Latransmision transestadial también ha sido demostrada para laatmdapn
huéspedR. annulatusen Israel, América Central, América del Sur y México (Guglielmone,
1995. La transmisién intraestadial de marginalees realizada por las garrapatas macho
Los macho®ermacentojuegan un papel importante en la transmision biolégica porgue se
infectan persistentemente cAn marginaley pueden transmitirlo repetidamente cuando se
transfieren entre el ganado (Kocan y col., 199Raj lo tanto, las garrapatas macho de un

huéspedal savir como hospedadores reservoriosAdemarginale,al igual que el ganado
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infectado persistentemente (Kocan y col., 18%2 Palmer y col., 2001), pueden s&@a
importante fuente de transmision de la rickettsia (Kocan y col., 2003).

El desarrollo deA. marginaleen la garrapata (Figura 3), comienza cuando ésta se
alimenta con sangre de animales portadores. La rickettsinizallas células del intestino
de la garrapata donde se replica y pasa a otros tejidos, inbtuiges glandulas salivales
desde donde se transmite a los vertebrados durante la alimentac@éarddtn cada sitio
de infeccion en la garrapat&. marginalese desarrolla dentro de vacuolas o colonias. La
primera forma dé\. marginaledentro de la colonia, es la forma reticulada (vegetativa) que
se divide por fision binaria generando colonias que pueden contenéenares de
organismos. La forma reticulada cambia a una forma densa, uéossa infectiva y que
puede sobrevivir fuera de las células del huésped (Kocan y col., 1998, ROB3vino se
infecta conA. marginalecuando la forma densa se transmite, a través de las glandulas
salivalesdurante la alimentacion de la garrapata (Figura 3). En el hospedatibrado el
desarrollo completo del agente infeccioso se produce dentro delcienitrEl ciclo
comienza cuando la forma infectante (cuerpos iniciales) penedtagiiulo rojo mediante
endocitosis (Bauntgartner, 2005). Dentro de la vacuola endocitica, el agantdtiplica
por fision binaria formando los cuerpos de inclusién compuestos pno euacho cuerpos
iniciales (Potgieter y col., 2004Algunos autores, postulan que la salida de los cuerpos
iniciales del eritrocito se produce por exocitosis, sin generarsig diel glébulo rojo
(Giardina y col., 1983)y otros autores sefialan a la lisis celular como forma de libarac
del agente (Bundza y Samagh, 1P82na vez que los cuerpos iniciales son liberados,
invaden otros eritrocitos incrementandose al doble el nUmero deikog infectados cada
24 horas (Potgieter y col., 2004).
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aumento de peso, reduccion en la produccion de leche, slmmsto de los tratamientos y
mortalidad (Kocan y cal2003).

Caracteristicas moleculares

El genoma deA. marginalees pequefio y circular, de aproximadamente 1,2-1,6 Mb
(Meeus y Barbet, 2001). Aunque el tamafio del genoma es redécidmarginaleposee
una amplia expresion de antigenos de superficie y una griabilidad de los mismos que
se manifiesta entre los diferentes ciclos de ricketitsg/o entre los diferentes aislamientos
(Palmer y col., 2000).

Las proteinas principales de membrana (MSP), son un grupincke mroteinas
(MSP1a-b, MSP2, MSP3, MSP4 y MSP5) que se encuentran abieadla membrana
bacteriana, y que interactian con las células del hodpediesempeiiando un papel
importante en el establecimiento de la infeccion (Tepelel., 1991; Kocan y col., 2003)
Estas proteinas generan una respuesta inmune eficiemtdy poe son utiles para el
diagndstico y/o prevencion de la anaplasmosis bovineb€@Bg col., 1999). MSP1la, MSP4
y MSP5 estan codificadas por genes de copia Unica, mientea¥ISP1b, MSP2 y MSP3
estan codificadas por familias multigénicas.

MSP1 es un heterodimero formado por las subunidades MSRUIZP{b. El peso
molecular de MSP1la es variable entre diferentes aistdos geograficos d&. marginale
debido a la presencia de un namero de repeticiones vadahlea secuencia de 28 o 29
amnodcidos variables, ubicada en la porcion N-terminal gedteina (Allred y col., 1990;
de la Fuente y col.,, 2002). Debidoesta caracteristica, MSP1a se ha utilizado para la
identificacion de aislamientos de diferentes origenexyrgdéicos (Allred y col., 1990;
Barbet y col.,, 1999)Esta proteina se mantiene constante en los diferertles ce
rickettsemia deA. marginaledentro del hospedador y también durante la transmision por
garrapatas (Bowie y col., 2002)akegién de MSP1la con las repeticionesnecesaria y
suficiente para efectuar la adhesion de la rickett$is eritrocitos bovinos y a las células
de garrapatas (de la Fuente y col., 2003).

MSP1b es codificada por al menos dos genes, 1y mspl (Aguirre y col.,

1988; Bowie y col., 2002). Esta proteina que forma un comgiejo MSP1la, es una
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adhesina para los eritrocitos bovinos (McGarey y col., 1994 embargo, MSP1b no
demostrd ser una adhesina para las células de garrapaa§(eéate y col., 2001

MSP2 es un tetramero, que pesa aproximadamente 36 kDa, chssdades se
encuentran unidas por puentes disulfuro. (Palmer y col, 19B8)una proteina
polimorfica, codificada por la familia multigénicasp2(Palmer y col.1994). En animales
con infeccion persistente, en cada ciclo de ricketesesmiexpresa una nueva variante de
MSP2 (de la Fuente y col., 2001). La expresion de vasaanttigénicas diferentes, explica
la persistencia de por vida de marginaleen los bovinos (French y cpll999). La
variacion antigénica de MSP2 que ocurre durante la infeqaésistente coA. centrale,
es similar a la d&. marginale Ademas, ambas especies presentan un repertorio similar d
epitopes CD4+ al sistema inmune, lo que puede ser respodsdblproteccion cruzada de
A. centralecontraA. marginale.(Brayton y col., 2002 MSP3 esta codificada por una
familia multigénica y pesa aproximadamente 86 kDa (Palmet. yl@95). Al igual que la
proteina MSP2, presenta variaciones antigénicas dumnticlos de rickettsemia (French
y col., 1999). En aislamientos de diferentes zonas geogsafise observa una gran
variabilidad en la estructura y propiedades antigénicas (Aliggah, 1996).

MSP4 es codificada por un sélo gen y pesa aproximadamente 3B5&@acuentra
altamente conservada entre los distintos aislamiensasfyncion se desconoce (Kocan y
col., 2003.

MSP5 tiene un peso molecular de 23 kDaa edtamente conservada entre los
distintos aislamientog esta presente en todas las especieSndplasmaconocidas. Se la
considera muy importante en el ciclo de vida celular, ausguesconoce exactamente su
funcion (Vidotto y col., 1994)Se localiza en la membrana formando un homodimerascuy
subunidades se unen por puentes disulfuro. La proteina ydiiv@combinante, presentan
un epitope que es reconocido por el AcM ANAF16C1 (Vissarly £992), presente en los
estadios del parasito en la garrapata y en el etiroSie ha probado la utilidad de la
proteina MSPZn el diagndstico serolégico de la anaplasmosis, utiliaala técnica de
ELISA de competicion con el AcM ANAF16C1 (Torioni de Echaydeol., 1998; Chung y
col., 2014; Primo y col., 2019), y del gamsp5en el diagndstico molecular utilizando la
técnica de PCR (Gale y col., 1996; Torioni de Echaide y1@99).

10
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Diagnostico directo

Los signos clinicos caracteristicos de la anaplaismsmn anemia e ictericia sin
presencia de hemoglobinemia ni hemoglobinuria, lo que ayudadéagebstico diferencial
con la babesiosis. No obstante, la enfermedad solo sdepoonfirmar mediante la
identificacion del microorganismo causante (OIE, 3015

En los animales muertos, los hallazgos mas evidentesmagciacion, ictericia,
palidez de tejidos, sangre acuosa, higado aumentado deotaroafiuna coloracion
anaranjada, vesicula biliar pletérica con bilis espesaemspegalia y hemorragias
miocardicas (Vanzini y Ramirez, 1994

Con base en los signos clinicos y a los hallazgoa dedropsia, se puede arribar a un
diagndstico presuntivo de la enfermedad que debe confemagdiante la determinacion
de la presencia del agente infeccioso (Bauntgartner, 2009relsancia dé. marginale
puede confirmarse por observacion directa del parasito dgpeccion de su ADN.

Durante la fase aguda de la enfermedad se puede realiaqizeda dé. marginale
en extendidos de sangre tefiidos con GierSga embargo, este método no es confiable
para la deteccion d&. marginaé en animales portadores o con infecciones incipientes o
agudas tempranas donde la parasitemia es muy baja (Aulegle, @011). En estos casos,
se prefiere la identificacion del agente infecciosogwoplificacion del ADN bacteriano. El
gen msp5 ha sido el mas utililizado con fines diagndsticos. L@RPconvencional
desarrollada por Gale y col., (1996), que amplifica un fragonalel genmsp5 de
Anaplasmaspp, reportd una sensibilidad de deteccion del 0,00015% (24 eritrocitos
infectados por microlitro de sangre). La sensibilidadenttal 0,0000001% (30 eritrocitos
infectados por mililitro de sangre), usando la misma diluciderdeocitos infectados en
ambos casos, cuando se utilizé6 una PCR anidada (PCRn)r({Taei&chaide y col., 1998).
Carelli y col.,, (2007) desarrollaron una PCR en tiempd pmaa la deteccion y
cuantificaciéon deA. marginale basada en la amplificacién del gersplh cuyo limite de
deteccidn presenta una concordancia del 100% con la POBeriBrmente, desarrollaron
una PCR en tiempo real para la deteccion y cuantifinagiidultanea dé\. marginaley
A. centrale(Decaro y col.2008). Para diferenciar animales infectados Aomarginalede

animales vacunados ca@n centrale,se desarrollaron PCRn especificas de especie; entre

11
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ellas la PCRn del gemspl paraA. marginaley del genmsp2paraA. centrale con una
sensibilidad de 50 eritrocitos infectados por mililitro de safigiadad y col., 2006).

El método de oro para demostrar que un animal es libfe dwrginale,consiste en
la subinoculacion de sangre del animal sospechoso enngndersplenectomizado, lo que
lo convierte en altamente susceptible a la infeccion @@eey Apley 2006). En caso de
haber recibido sangre infectada, en los extendidos dgesderl ternero esplenectomizado
se observard la presencia Ae marginaledentro de las 4 8 semanas posteriores a la
inoculacion (OIE, 2015).

Diagnostico seroloégico

El estatus epidemiolégico de anaplasmosis en los rodgendke de la interaccion
hospedador-medioambiente-vaemanejo. Para evitar brotes de la enfermedad se debe
alcanzar una estabilidad enzodtica en el rodeo, situacidnteezada por la presencia de
una poblacion adulta inmune, lo que puede lograrse a travigsidieccion natural @
través de la vacunacion de los bovinos jovenes subEp{Vanzini y col., 1999). Cuando
menos del 75% de los terneros de 10 meses de edad praomeettigra infectarse, la
cohorte estara en inestabilidad enzootica con riesgo dereociar de brotes de
anaplasmosis durante la etapa adulta. La determinacidestig¢lsepidemiolégico de un
rodeo frente a anaplasmosis, se realiza a través detdaminacion de la presencia de
anticuerpos mediante diferentes pruebas serologicts.pesmite establecer la necesidad
de vacunacion en los terneros susceptibles, y la aglicadé estrategias terapéuticas
preventivas en bovinos que transiten desde zonas no endénzicaas endémicas

Se han evaluado varias técnicas para detectar la preesg@canticuerpos contra
Anaplasmaspp., entre las que se puede mencionar: fijacion del commuien{eC),
aglutinacion en placa (Card Test, CT), inmunofluoreseenindirecta (IFI),
erzimoinmunoensayo competitivo (ELISAC), enzimoinmunagosindirecto (ELISAI) y
enzimoinmunoensayo puntual (DOT-ELISAntre otras. Por lo general, excepto con los
animales que han sido tratados o se encuentran en unandégsente de la infeccion
(<14 dias), las pruebas serologicas preferidas para idantdnimales infectados son el
ELISAc o el CT (OIE, 2015).

12
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Comercialmente en la actualidad se dispone dekiiwse ELISA para la deteccidon
de anticuerpos contranaplasmaspp.: ELISA (VMRD, Inc., Pullman, WA (Knowles y
col., 1996; Torioni de Echaide y col., 1998; Chung y col., 201E) N5Ai (Svanovir®)
(Morzaria y col., 1999). Ambos disefios utilizan como antigarla proteina MSP5 de
A. marginale

La prueba CT fue desarrollada por Amerault y Roby (1968). htajgedel CT es que
es una técnica sensible y que proporciona resultadg®ers minutos. Sin embargo,
algunas reacciones inespecificas y la subjetividad en dgpietacion de los resultados
pueden ser una limitante. Ademas, el antigeno para CTfieis de preparar, ya no se
comercializa, y puede variar entre lotes y entre labaoat¢DIE, 201%.

Comparando ambas pruebas, el ELISAc mostré ser mas espegié el CT, y este
altimo arrojo mas resultados sospechosos que el ELi&hajando con sueros bovinos de
una zona libre y de una zona endémica (Molloy y col., 19RIHELISAC es considerado
por la OIE como una técnica excelente para estudios epilbgicbs, programas de
erradicacion y regulacion internacional del movimietéoganado (Torioni de Echaige
col., 1998; Molloy y col., 1999).

Control y prevencion

Las medidas de control para la anaplasmosis varian &egiicacion geogréfica e
incluyen; i) el control de artropodos mediante la cgulion de acaricidas, i) la
administracion de antibiéticoy,iii) la vacunacion (Kocan y col., 2003).

El control de artropodos puede prevenir solo parcialmdatdransmision de
A. marginaleya que no es la Unica via de transmisién. Es un métostosoy poco
practico. Ademas, el uso de acaricidas genera contaminacibiental, y la aplicacion
repetida de los mismos genera el desarrollo de poblacionextiges resistentes (Aubry y
Geale; 2011).

La terapia antimicrobiana para el control de la anaplasmbovina se utiliza
principalmente en EUA. Implica el uso de tetraciclinas derdmttemporada de vectores
para limitar los efectos clinicos de la infecciillo elimina las infecciones persistentes y no

hay evidencia de que evite la infeccion de los animalesAcomarginale Las desventajas
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de la administracion de tetraciclinas sralto costo, los periodos de carencia en carne y
leche, y el riesgo de generacion de cepadrdplasmaesistentes (Aubry y Geale; 2011).

La vacunacion esina forma econdémica y efectiva de controlar la anapiass
bovina a nivel mundial. Las vacunas para el control dadplasmosis se pueden dividir en
dos tipos principales: vacunas con microorganismos (M@swiwacunas inactivadas.| E
uso de vacunas con MO vitue iniciado por Sir Arnold Theiler a principios del sigdX
(Theiler, 1911) y sigue siendo de eleccion en muchas paittesiddo. La vacunacion con
MO vivos implica la infeccién del rodeo por inoculacide eritrocitos infectados con
aislamientos menos patégenosAdamarginaleo conA. centrale Los animales vacunados
desarrollan inmunidad protectiva de por vitta,que reduce o previene la enfermedad
clinica, percsetransforman en portadores y sirven como reservoride iteccion (Kocan
y col.,, 2003). La vacunanés utilizada es la que contiee centrale especie menos
patogena para el bovino pero con la capacidad de producir maducruzada parcial
contraA. marginale(Guglielmone, 1994; OIE, 2015). Esta vacuna se prepara a partir de
sangre de terneros esplenectomizados inoculados conceps deA. centrale La
vacunacion com\. centraleen general causa enfermedad leve o poco aparente aunque, en
algunos animales, puede producir reacciones graves. A pesar ldepgoieccion brindada
por esta vacuna no es absoluta, cuando los animalesadasuse infectan con cepas
silvestres d&\. marginale se reduce la gravedad de la reaccion (Radostits y260R).La
vacuna corA. centralese utiliza en varias zonas del mundo, incluyendo Affcestralia,
Israel y varios paises de América Latina (Kocan y 20l10; Aubry y Geale, 2011).

Otro tipo de vacunas vivas que estuvieron presentes en eldueagentino son las
gue contienerA. marginaleatenuado en su patogenicidad por irradiacion o por el paso
sucesivo del microorganismo en otros huéspedes como ovejasielyos
(Guglielmone, 1994). La proteccion proporcionada por estas agega#é poco fiable
(Kocan y col.,2010). Trabajos experimentales hechos en Argentina, denoostpae el uso
de cepas atenuadas #e marginale puede producir reacciones que no difieren de las
producidas por cepas silvestres (Anziani y col., 1981; Guglielni®$sl).

La utilizacion de vacunas vivas cén centraleno esta permitida en EUA donde esta
especiees exotica. Esta prohibiciéon llevo al desarrollo de vacundzandoA. marginale

inactivado Las vacunas inactivadas se comercializaron en E&€#ed1960 y hasta 1999,
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cuando dejaron de producirse, y fueron efectivas en la qmiéve de la anaplasmosis
clinica en el centro-sur de EUA donde las cepas generabatgéot cruzada (Kocan
col., 2003;2010). Actualmente, se esta produciendo y distribuyendo unaa/atactivada
en 14 estados de EUAIn embargo, esta vacuna no tiene licencia del USDA (rimase
realizado pruebas de eficacia o potencia), y s6lo estdbaqhat para su uso como vacuna
experimental (Aubry y Geale, 2011)a necesidad de refuerzos anuales, la dependencia de
animales vivos como fuente de antigegi@lto costo de purificacion, la falta de proteccion
cruzada entre cepas de areas geograficas distantes gnlar mapacidad de generar
inmunidad protectora respecto a las vacunas con MO ,\8eoslas principales desventajas
de las vacunas inactivadas (Kocan y col., 2003).

La investigacion realizada en las ultimas décadas hailmodb al conocimiento de
la composicion antigénica de marginaley el papel de los antigenos de superficie en el
desarrollo de inmunidad protectora. Sin embargo, aun no rseddgarrollado vacunas

efectivas que utilicen tecnologias moleculares.

Tratamiento

El tratamiento especifico para la anaplasmosis agudzas® en la aplicacion de
tetraciclinas o imidocarbo. La dosis recomendada de @agielina para casos clinicos en
condiciones de campo es de 10-15 mg/kg si se utilizan formu&40% o una dosis de
20 mg/kg si se utilizan formulaciones de larga accion (IEW) el caso del dipropionato de
imidocarbo, la dosis recomendada para el tratamiento dmfermedad es de 2,5 a
3,5 mg/kg. (SENASA, 2005).

Existen restricciones en el uso de oxitetraciclina ennosvde carne, los cuales no
deben faenarse para consumo humano hasta transcurridogasl8i dion tratados con
soluciones al 5%, 14 dias con soluciones al 10% y 28sd#ssutiliza una formulacion de
LA. En leche las restricciones para el consumo soas3atin soluciones al 5% y 5 dias con
soluciones al 10% (SENASA, 200%! imidocarbo posee un periodo de restricciory de
meses en carne y 6 dias en leche.

La esterilizacion dé\. marginaleen areas enzodticas generalmente no es deseable
ya que la presencia del microorganismo en el animal aseguiamuaidad prolongada.

Sin embargo, cuando aparecen casos en areas no endémiasratierase la posibilidad
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de erradicacion. Como primera medida se debecswi® prevalencia de la anaplasmosis
en el rodeo afectado y en los establecimientos vedBuwendo la prevalencia es baja y no
es posible eliminar del rodea los portadores, se puede indidar egerilizaciéon con
oxitetraciclina 20 mg/kg (LA) a razén de tres dosis con interda 3 a 4 diat.a conducta
a seguir a continuacion dependera de la situacion emiaoéni el area (SENASA, 2005).
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS GENERAL

El desarrollo de un ELISA basado en la proteina MSP5 mbitante de
A.marginale y A. centrale que permita evaluar la situacion epidemiologica de la
anaplasmosis, y de un inmundgeno recombinante aplieata@imales adultos; contribuye

a la prevencion y el control de la anaplasmosis bovira eegion.

OBJETIVOS

1. Desarrollar un ELISA de elevada sensibilidad y especificigra la identificacion

de bovinos infectados pé. marginaleo vacunados coA. centrale.

2. Desarrollar un inmunégeno recombinante para la prevenciéa eeférmedad en

animales adultos.



CAPITULO |

DIAGNOSTICO




Capitulo I: diagndéstico

1.1 INTRODUCCION

La anaplasmosis bovina es una enfermedad en expansionoagsiona un
significativo impacto econémico negativo en un paistémeente ganadero y lechero como
Argentina (Spéath y col.,, 1994). El registro de brotes deerlfermedad en zonas
consideradas libres es cada vez mas frecuente como wensiecdel cambio climético que
impacta sobre los nichos ecoldgicos de los transmigesmarginale y de otros factores
de manejo deficiente como el transporte de animalesdooes asintomaticos desde areas
endémicas hacia areas no endémicas (de Echaide 2@®4., Anziani, 1979). Es por eso
gue existe una creciente demanda en la regién de méleddiagnostico eficientes y de
bajo costo.

La existencia de inmunidad en el animal y la edad a la queeoel primer contacto
con el parasito (primoinfeccion), determinan el efedtoico de la infeccion. El cuadro
clinico tipico de la infeccibn aguda pé&: marginaleocurre generalmente en animales
adultos no inmnunes cuando se transportan a regiones eagdéhiclas zonas endémicas,
donde los vectores son abundantes, la epidemiologia derdstenedad se caracteriza por
la estabilidad enzodtica que implica la presencia de un altemaje de ganado infectado
con la rara ocurrencia de enfermedad clinica. Estaigelase mantienalebido a la
temprana infeccion de los terneros los cuales posesteresa innata a la anaplasmosis
hasta los 9 meses de edad promedio. Durante este pergodaifoales se infectan sin
presentar signos de enfermedad, y la inmunidad resuamantiene en el animal adulto
mediante reinfecciones peridédicas sin signos cliniEasregiones donde la poblacion de
vectores se reduce artificialmente por un intenso corsalpmpe el equilibrio y no todos
los terneros se infectan antes de los 9 meses de edadigeun segmento de ganado sin
inmunidad susceptible a desarrollar la enfermedad clinica agyah@lo entre en contacto
con el hemoparasito. Esta situacién es conocida ¢oeastabilidad enzodtica en la cual la
enfermedad se vuelve periédicamente aparente, coincid@mdperiodos favorables para
la reproduccion de los vectores (Ericks y col., 1993; AylBeale, 2011

La vacunacion com\. centrale una especie estrechamente relacionada pero menos
patdgena queA. marginale,se usaen varios paises del mundo incluida Argentina en
animales jovenes (<10 meses) para prevenir la anaplasagosia en areas endémicas con

inestabilidad enzodticay en terneros de zonas libres que se moveran a unanregio
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endémica. Esta vacuna vigdlo causa signos clinicos levgsgenera inmunidad cruzada
parcial contraA. marginalereduciendola gravedad de la enfermedad y previniendo la
muerte (Abdala y col., 1990).

En Argentinala ausencia de brotes de anaplasmosis en areas endémitagra
generando una alta proporcida bovinos adultos inmunes, ya sea a traves de la infeccio
natural de los terneros coh. marginalepor un manejo adecuado de la poblacion de
vectores, o medianta aplicacion de la vacuna viva de centrale En las zonas libres de
anaplasmosis la aparicion de brotes se evita controlanilgreso de animales portadsr
deA. marginale(Aubry y Geale, 2011

Las pruebas seroldgicas son de gran importancia paraosséypiilemioldgicos con el
objetivo de caracterizar areas de estabilidad e inestab#idzootica. La implementacion
de medidas de control apropiadas requiere pruebas seaslogiamente sensibles y
especificas que puedgroporcionar informacion sobre: ia identificacion de bovinos
portadores dé&naplasmaspp., ii) el estado inmune de los terneros frer@aplasmaspp.
en regiones endémicas y la necesidad de vacunacion, w igdpuesta inmune de los
terneros a la vacunacion cAncentrale(Guglielmone, 1995).

El ELISAc es la técnica seroldgica recomendada por & @ra la deteccion de
anticuerpos contraAnaplasmaspp. En nuestro pais actualmente se usa el ELISAc
comercial version 1 (ELISAcc v1) (VMRD, Inc.), avalador ga OIE (OIE, 2015), que
utiliza como antigeno a la proteina MSP5Ademarginale(MSP5m) expresada en forma
recombinante como proteina de fusion con la chaperofecatarmaltose binding protein
(MBP) proveniente d&. coli (MBP-MSP5m); mientras que para la competicion utiliza e
AcM ANAF16C1 (Knowles y col., 1996)

MSP5 es una proteina de membrana, inmunodominante, compees210 residuos
(23 kDa); presente en todas las especiedmplasmaconocidas. El epitope de MSP5
reconocido por el AcM ANAF16C1 se conserva ampliament&.eanarginale A. centrale
A. ovis A. phagocytophilung Ehrlichia spp. (Strik y col., 2007Al-Adhami y col., 2011).

El uso del ELISAcc vl se implement6é en 1998 en el Labdoate Inmunologia y
Parasitologia Veterinaria (LIPVet) del INTA EEA Rafaetan reactivos provistos por la
Universidad del Estado de Washington. Esta prueba fue validadagentiAa y utilizada

en estudios epidemiolégicos y en la evaluacion de la rsspuenune a la vacuna viva.
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Desde 2008 el antigeno MBP-MSP5m se produce en el LIPVebyusiéiza en el ELISAc
con el AcM ANAF16C1, obtenido comercialmente. El motivolaleaitilizacion de MBP
como proteina de fusion radica en la baja expresiéolybiidad de la proteina MSP5
recombinante cuando se la expresa sola, y en la bajperacién obtenida cuando se la
trata con la proteasa especifica (enteroquinasa) gaeearia de la MBP. El uso de
antigeno MBP-MSP5m obliga a realizar en las muestrasudeo un paso previo de
adsorcién con MBP para disminuir las interacciones efipasino deseadas derivadas de
los anticuerpos anti-MBP presentes en el animamentando el tiempo de ejecucion y
afectando la especificidad de la prueba. ElI ELISAcc ud Validado con muestras de
sueros de bovinos obtenidas de una region endémicamgaiasmosis en EUA (pais libre
de A. centralg. La sensibilidad y especificidad reportadas fueron del 96% vy, 95%
respectivamente (Torioni de Echaide y col., 1998).

Recientemente se comenzé a comercializar un ELISAwmercial version 2
(ELISAcc v2) (VMRD, inc.), que reemplaza la MBP por glitat S-tranferasa (GST)
(GST-MSP5m) para evitar el paso de absorcion de las rmgesimplificando la técnica
aumentando la especificidad (Chung y col., 2014).

Ambos ELISAc fueron validados en EUA utilizando muestrasnii@aes portadores
de A. marginale Sin embargo, estas técnicas adilizadas en nuestro pais para la
evaluacion de la inmunogenicidad de la vacuna vivaAcarentraé, aun sin estar validasla
para ese fin (EUA es un pais libreAlecentraley no esta permitida la vacunacion)

El ELISAIi (Svanov4) utiliza como antigeno la proteina de fusién GST-MSP5m y un
AcM anti-IgG bovino conjugado con peroxidasa para detectaoraplejo inmunelLos
autores reportan una sensibilidad y especificidad >90% (Marza col., 1999), sin
embargo, cuando fue utilizado para determinar la prevalencaaajgasmosis en Uganda
mostré una baja correlacion con la observacion miépusa directa de extendidos de
sangre tefiidos con Giemsa. Estos resultados no son cemesya que el uso de técnicas
moleculares seria mas apropiado cuando las parasitespiasadas son bajas (Palmfjord,
2015).

Con el objetivo de desarrollar un ELISA adaptado parafaaér las necesidades de
diagndstico de nuestro pais, se ha realizado un arddides caracteristicas del antigeno

MSP5 de las dos especiesAleaplasmade interés en la region, asociadas a los bovinos.
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El andlisis de la estructura primaria de MSP5 realizado tes algoritmos
computacionales diferentes obtenidos a través del serE@BASyProteomics Server

(http://expasy.orpy predijo una hélice de transmembrana en el extremo Nrtalrde la

proteina (residuos 1-27). En otras proteinas se ha observad® caaacion y expredn
en E. coli sin la region hidrofébica de transmembrana, puede cardtaaticamente los
niveles de expresion y solubilidath afectar la inmunorreactividad (Yang y col., 2014).
Basado en estos datos, a través de este trabajo se prupbae las siguientes
hipétesis: i) & clonacién de MSP5 d&. marginaley MSP5 deA. centraletruncadas (sin la
hélice de transmenbrana) permite la expresién como pastedlubles evitando el uso de
las chaperonas moleculares MBP o GST, y ii) la utilizad®ilas proteinas truncadas como
antigenos en un ELISA aumenta la especificidad,iydarporacion al ensayo del antigeno

deA. centralemejora la sensibilidad en la deteccion de animales vacanado
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Desarrollar y validar un ELISA de alta sensibilidad y effmdad parala deteccion
de anticuerpos en animales naturalmente infectadosAcomarginaley en animales

vacunados coA. centrale

1.2.2 Objetivos especificos

1. Clonar, expresar soluble &n coli y purificar una forma truncada de las proteinas
MSP5 deA. marginale(tMSP5m),A. centrale(tMSP5c¢) y la fusion dé. marginale

y A. centrale(tMSP5cm), prescindiendo del uso de chaperonas moleculares.

2. Evaluar el reemplazo de MBP-MSP5m por tMSP5c/tMSP5m 8SRMm como
antigenos en diferentes disefios de ELISA, para mejaraespecificidad e

identificar con mayor sensibilidad los animales vacunado#\ccentrale.
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1.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Muestras

1.3.1.1 Obtencion

Para la optimizacion y validacion de los ELISA, se w@ilin muestras de sangre
colectadas asepticamente, con y sin anticoagulantatgc%), provenientes de tres grupos
(G) de animales seleccionados por su procedencia: G1, vaddasnacriadas en una zona
endémcade anaplasmosis con presencisdRdenicroplugVilla Angela - ]

y Avia Terai - ], Chaco);G2, terneros vacunados al menos cuatro siese
antes del comienzo del ensayo con una dosis feril®citos parasitados cak centrale
pertenecientes a un rodeo histéricamente libre de amapsas localizado en una zona libre
de garrapatafRafaela [ - Santa Fe) yG3, vacas nacidas y criadas en el
mismo rodeo libre de anaplasmosis, sin vacunar.

El nUmero de muestras analizadas de cada grupo para el BelS&mpeticionn
house(ELISAhc) fue de 255, 173 y 216 para el G1, G2 y G3, respectivamente; para el
ELISA de doble paratope (ELISAdp) ese numero se ampli6 a 388, y 388,
respectivamente.

Los controles positivos fueron sueros y sangre obtenidos tetaeeros
esplenectomizados infectados experimentalmente mediamtelacion intramuscular de
10" eritrocitos parasitados cokq marginaleo A. centrale Estos animales se mantuvieron
aislados en corralesd-hoc provistos de agua y alimentad-libitum Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica deadaltad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral (Protodl®43/15).

1.3.1.2 Extraccion del ADN gendémico

El ADN se purific6 mediante el método del fenol-clorofio-alcohol-isoamilico
(Baravalle y col., 2012), a partir de las muestras de samieea descriptas en 1.3.1.1:

A partir de 900 | de sangreeslisaron los eritrocitos con igual volumen lolgfferlisis
(NH4CI1 0,14 M, TrisHCI 0,17 M) durante 10 min 8A, y los parasitos libres se separaron
por centrifugacion. La hemoglobina se elimind por suceslggados del sedimento con

agua destilada. Los cuerpos de inclusénlisaron en 400l de buffer lisis celular (Tris
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HCl 0,05 M EDTA 0,1 M, NaCl 0,1 M SDS 2%, pH 8) con 160g de proteinasa K,
durante 2 horas a 58 °C. EI ADN se extrajo con un volui#ed i) de fenol-cloroformo-
alcohol-isoamilico (25:24:1y centrifugacién durante 10 min a°€; luego se precipité con
igual volumen de isopropanol frio y se lavo con etanol.7BPpellet seco se resuspendid
en 50 pl de agua destilada y se almacené a -20 °C. Todantaifugaciones se realizaron
a 14.00x g. La concentracion y pureza del ADN se determind meellamhedicion de la
absorbancia a 260 y 280 nm de las muestras Spectrophotometers,
Thermo Fisher Scientific, EUA

1.3.1.3 Estatusde infeccion

El ADN extraido en 1.3.1.2 se utilizd para confirmar eltestde infeccion de cada
muestra descripta en 1.3.1.1, mediat@R paraA. marginaley A. centrale(Molad y
col., 2006).

1.3.2 Produccién de los antigenos

1.3.2.1 Andlisisin silico de MSP5
Se realiz6 kalineamiento de las secuenciadaydeterminacion del porcentaje de
identidad entre MSP5 d&. marginaley MSP5 deA. centraleutilizando ClustalwW (1.83)

(http://fembnet.vital-it.ch/software/ClustalW.hjmEe obtuvo la prediccion de las hélices de

transmembrana (HTM) en las proteinas a través delimigom Mpred bttp:/embnet.vital-
it.ch/software/ TMPRED _form.htipl(Hofmann y Stoffel, 1993). Se calcul6 la solubilidad

de las proteinas MSP5 de longitud completa y truncada (sM)HiEando un modelo

estadistico de prediccion de la solubilidad para la expreoproteinas heterélogas en
E. coli (http://biotech.ou.edy{Diaz y col., 2010).

1.3.2.2 Clonado de tMSP5m, tMSP5c y tMSP5cm

La amplificacién de los genes que codifican garfarma truncada (residuos 28-210)
de las proteinas MSP5 de marginale(tMSP5m) y MSP5 dé\. centrale(tMSP5c), se
realizé con el mismo par dgimers(F-MSP5 y R-MSP5) ya que las secuencias de ADN
en las zonas de hibridacién son idénticas para las dos essf§&€abla 2 El primer R-
MSP5 agreg6é una secuencia que codifica para una cola dsidinbs (His-4g) en el

extremo C-terminal de las protein&scual facilitéla purificacion por pseudoafinidad con
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una resina de NTAVi?*. Ademés, dichosprimers agregaron la secuencia de
reconocimiento para las enzimas de restrictldd (F-MSP5) yBanHI (R-MSP5) con el
objetivo de orientar la insercion del inserto en el vedéoexpresion (Tabla)2

La amplificacion de los genes se realiz6 por PCR utiiada enzima polimerasa de
alta fidelidad de copiapfx platinium (Thermo Fisher Scientific). ds fragmentos
amplificados se clonaron en el vector pGEME&SY (Promega EUA) con el que se
transformaron célulase. coli ToplOF (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
instrucciones del fabricanteUna vez confirmadas las secuencias (Instituto de
Biotecnologia, CICVyA, INTA Castelar), los plasmidossultantes se utilizaron como
material de partida para construir los vectores para lagaprde las proteinas en sistemas
procariotas. Asi, mediante la digestion con las enzioeargestricciorNdd y BamH, los
fragmentos obtenidos se subclonaron en el vector des&prpET-9b (Novagen, EQA
para producir los plasmidos ptMSP5c y ptMSP5m.

Para generar la fusion de tMSP5c y tMSP5m (tMSP5cmjealearon tres PCR
adicionales: PCR usando ptMSP5c como molde y Ipamers F-pET9 y R1; PCR,
usando ptMSP5m como molde y lpsmersF-2 y R-pET9 y PCR usando los productos
de PCRy PCR como templado y logrimersF-pET9 y R-pET9. En la Tabla 2 se muestra
la secuencia de los distintpemers.

Se evalud la expresion de las proteinas en las cep&s dali BL21(DE3)pLysS
(Promega, EUA)Rosetta (Novagen, EUA)y BL21-CodonPlus-RIl(Stratagene, EUA);

las dos ultimas poseen plasmidos para la expresion de dérbHjo uso ek. coli

Tabla 2. Lista deprimers Subrayadas se destacan las secuencias de reconazipéeatlas enzimas de
restriccionNdd y BanHI en F-MSP5 y R-MSP5, respectivamente. En cursiva setradassecuencia que
codifica para la cola de 6 histidinas en R-MSP5. Las se@asesgbrayadas en R1 y F2 son complementarias

y permiten la fusion de los productos de la PERCR.

Primers(5'a 3")

catatgggtattttcagcaaaatc F - MSP5
ggatcctca gtgatggtgatggtgatg gcggccttgaattaagcatgtgacc R - MSP5
tgcatgcaaggagatggcgcccaacagt F - pET9
gctticttatacagagaggtagaattaagcatg R -1
ctctgtataagaaagcaggtggtattttcag F -2
ttctccttcattacagaaacggct R - pET9
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1.3.2.3 Expresion y purificacion de las proteinas

Para la expresion de las proteinas recombinantes, <&luleoli BL21-CodonPlus-
RIL transformadas con ptMSP5c, ptMSP5m o ptMSP5cm fuerowanéis a 37° C en 500
ml de medio de cultivo LB suplementado con kanamicina 50 pg/raloranfenicol
34 pug/ml hasta D&onn=1. La expresion se indujo con 1% de lactosa durante &s.hor
Posteriormente las células fueron colectadas porifteyacion y resuspendidas en 10 ml
de buffer lisis (fosfato de sodio 50 mMNaCl 300 mM imidazol 10 mM, pH 8) con el
agregado decocktel inhibidor de proteasas 1:1000 (Set Il Calbiochem). Finalmeate s
lisaron mediante dos pasadas por un disruptor celular (Avestinsiflex B15, Canada) a
20000 psilLa fraccion soluble se sepantediante centrifugacion (12.000gx 30 min, 4 °C)
y se incubd en agitacién (1 hora, 4 °C) con 2 ml de ré¢i&Ni 2* (Quiagen, Germany)
equilibrada previamente cdwuffer lisis. Luego la suspension se coloco en columnas de
1,5cm x 5 cm y se lavo con cinco volimenes de columnlautfer lisis con imidazol
30mM. La elucion de las proteinas se realizd sucesivanmmecinco volimenes de
columna del mismduffer con imidazol 100 mM y 200 mM. Finalmente las proteinas se
dializaron durante toda la noche a 4 °Chaffer fosfato de sodio 5tM, NaCl 200mM,
pH 7,2, y se evaluaron por SDS-PAGE usando un protocolo estédclagger y von
Jagow, 1987)La concentracion se determind mediante la medicion debdarbancia a
280 nm y la utilizacion del coeficiente de extincion molar dela
proteina (2sonm) (8940M*cmit, 10430M*cnit, 20860 M'cmi' para tMSP5m, tMSP5y

tMSP5cm, respectivamente

1.3.2.4 Evaluacién de la inmunorreactividad de las proteinas

La evaluacion de la conservacion de la inmunoreactividadlade proteinas
recombinantes tMSP5m, tMSP5c y tMSP5cm se realizé pd8Aly Western blo{WB),
utilizando el AcM ANAF16C1 y ocho AcM previamente generado®leLIPVet usando
como inmundgeno a la proteina recombinante tMSP5m.

Para realizar el ELISAI, placas de alto pegado de 9@lg®&e incubaron durante

diluidas en PBS

(NaCl 145 mM, NaHP®4,4 mM, NaHPO, 18,3 mM). Luego de 2 lavados con PBS, se

bloquearon con solucibn de bloqueo (PBS/10% leche descremadajteddrahora
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Posteriormente se realizaron tres lavactosPBST (PBS/0,05%TI'ween20), y las placas se
incubaron durante 1 hora con cada AcM diluido 1:200 en PBST/&0ke Idescremada
Luego de cinco lavados con PBST, se incubaron durantealcloor un suero policlonal
anti-raton IgG-HRP (#115-036-072, Jackson ImmunoResearch, HllAJo 1:2000 en
PBST/10% leche descremada. Finalmente se realizaron lamados con PBST, y la
reaccion se revel6 con el sustrato cromogénico 2,2'-Azr8ketilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico]-diamonio sal (ABTS) InM (Sigma-Aldrich, EUA en citrato de sodio 0,08l
pH 4,5, HO, 0,0025% v/v. La absorbancia se midié a 405 nm.

Para realizar eWB, las proteinas tMSP5, tMSP
separacion por SDS-PAGE, se transfirieron (50 V, 2 hoeasina membrana de
nitrocelulosa (Trans-Blot® 0,45 um, Bio-Rad) la cual seqi® durante 2 horas por
incubacion con TBS (Tris-&l 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6)/5% leche descremada.
Luego de cuatro lavados con TBST (TBS/0,0b8€er20), se incubo durante 1 hora con el
AcM ANAF16C1-HRP (VMRD Inc) diluido 1:100 en TBST/3% leche descremada. La
membrana se lavd cinco veces con TBST, y la reaca@énreveldo con 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride 0,5 mg/ml (DAB) (Sigma-Allvid,O, 0,01%.
También se realizaroWB con las proteinas tMSP5m y tMSP5c y los ocho AcM
producidos erel LIPVet, siguiendo el mismo protocolo. Como control positivo se elsé

AcM ANAF16C1, y como control negativo un AcM conti@ospora caninum

1.3.2.5 Biotinilacién de las proteinas

Alicuotas de las proteinas tMSP5m y tMSP5c purificadas en 3.8e2biotinilaron
para de ser utilizadas como reactivo revelador de laiéeaptimaria antigeno-anticuerpo
en el ELISAdp. tMSP5m o tMSP5c (2 mg) se incubaron con 0,8argulfoNHS-biotina
(Pierce, Rockford, IL) en un volumen final de 2 ml, duranteofas en hielo. La biotina
libre se elimind con una columna de desaladibarmo Scientific Zeba spi&l nimero de
grupos de biotina incorporados por molécula se determaabiamte el método del 4&cido 4'-
hidroxiazobenceno-2-carboxilico (HABA) (PiefceBiotin Quantitation Kit; Thermo
Scientific). La pureza de tMSP5m-biotina (tMSP5m*) y R88-biotina (tMSP5c*) se
evalub mediante SDS-PAGHa presencia de contaminantes proteicos biotinilados se

evalué porWB siguiendo el protocolo descripto en 1.3.2.4, utilizando dstviglina-HRP
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(JacksonmmunoResearch) a una dilucién de 1:750 en TBST/3% leche destaepara

revelar la presencia de biotina.

1.3.3 Protocolos de ELISA
Las muestras de suero y controles evaluaron por duplicado y todas las

incubaciones se realizaron a 25 °C.

1.3.3.1 ELISA de competicion comercial v1 (ELISAcc v1)

Los resultados obtenidos en los distintos disefios d@A-énsayados se contrastaron
con los resultados obtenidos ca kit comercial de ELISAccvl (VMRD Inc.),
recomendado por la OIE (OIE, 2018),cual se utilizdO de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, 70 uero y controles se incubaron en una
placa de adsorcion con MBP durante 30 min. Luego 50 se
transfirieron al correspondiente pocillo de la placpizeda con el antigeno (MBP-
MSP5m), y la misma se incub6 durante 1 hora. Luego d&adados, se adicionaron 50
del AcM ANAF16C1-HRPy la placa se incub6 por 20 min. Se realizé cuatro lavadias,
reaccion se revelo durante 20 min en la oscuridad cogrejado de 50
sustrato. Finalmente la reaccion se detuvo con 50 stopy la placa se ley6 a
620 nm.

1.3.3.2 ELISA de competiciénin house(ELISA hc)

Tres variantes de ELISAhc fueron evaluadas basadas antigenos recombinantes
tMSP5m (ELISAhc-m), tMSP5c (ELISAhc-g) tMSP5cm (ELISAhcem). Placas de 96
pocillos (Nunc Polysorp)se tapizaron con 50 tMSP5m o tMSP5c o tMSP5cm
(1 /pocillo) diluidas en PBS, y se incubaron a 4 °C durante todacleend.uego de dos
lavados con PBS, se bloquearon con 300 pl de solucion de bldguaate 1 horaSe
realizaron tres lavadanPBST,y se incubaron con 100 pl de suero por 1 honago se
siguié con el mismo protocolo y con los mismos reactesELISAccvl descripto en
1.3.3.1.
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1.3.3.3 ELISA de doble paratope (ELISAdp)

Tres variantes de ELISAdp fueron evaluadas basadas antigenos recombinantes
tMSP5m (ELISAdp-m), tMSP5c (EBAdp-c) y la combinacion individual de ambos
(ELISAdp-mc). Las concentraciones Optimas de los antigenos ptapigddo de la placa y
de los antigenos biotinilados utilizados para revelar lasiot@n primaria entre el antigeno
inmovilizado y el anticuerpo, se determinaron mediante bawawiones de diluciones
seriadas de los reactivos. Placas de 96 po¢Maac Polysorpke incubaroma 4 °C durante
toda la noche con 100 pl de tMSP5m o tMSP5c (80 ng/pocill@mbos antigenos
individuales (40 ng/pocillo) diluidos en PBS. Después de dos lavados &8 Be
agregaron de solucion de bloqueo y se incubaron durante 1 hoego de lavar tres
veces con PBSTas placas se incubaron durante 1 hora con 100 pl de &stnamide suero
sin diluir. Posteriormente se lavaron (cinco veceas BBST), y se incubaron durante una
hora con 100 (2 pg/ml) o ambos (1 pg/ml de cada uno) dilsido
en PBST/10% leche descremada. Las placas se lavarwo (eeces con PBST), y la
proteina unida a biotina se detecté por incubacion durante 1 dwralOO pl de
estreptavidina-HRP (JacksohmmunoReseargh diluida 1:500 en PBST/10% leche
descremada. El lavado final (cinco veces con PBST) fuedsegor la adicion de 100
del sustrato cromogénico ABTS/B,, y las placas se incubaron en la oscuridad. La
reaccion se midié a 405 nm entre las 16 y 20 horas.

Una vez optimizadas las concentraciones de los reactvdgs tiempos de
incubacién, se procedié a analizar la cinética de leci@a colorimétrica a 405 nm para
optimizar el tiempo de incubacion del sustrd®ara ello, se utilizaron sueros de cinco
grupos (G) de 10 bovinos (n=10) cada uno: Gl y Gll correspoomlia animales infectados
con A. marginale con reaccion colorimétrica rapida (Gl) y lenta (GBIl y GIV a
animales vacunados c@én centralecon reaccion colorimétrica rapida (Glll) y lenta (GlV
y GV a animales no vacunados ni infectados. La cinéticla deaccion colorimétrica se
analizé durante 20 horas a través de mediciones de Jas 2@ diferentes tiempoasiego
del comienzo de la reaccion: cada 5 min durante las prifidnasas, cada 10 min durante
las proximas 2 horas, cada 30 min durante la quinta horks aa 6, 8 y 20 de agregado

el sustrato.

30



Capitulo I: diagndéstico

1.3.4 Analisis de datos

Los resultados de los ELISAc se expresaron como pajesrde inhibicion (%) y
los resultados del ELISAdp como porcentajes de positiviétadP) Los % se calcularon
utilizando las siguientes formulas:

% 1 =100 [1-DO de la muestr&O del control negativo)]

% P =100 (DO de la muestEHD del control positivo)

El punto de corte, sensibilidad y especificidad para el EL&SAgy las variantes del
ELISAhcy del ELISAdp se establecieron mediante una curva de cdsticBs operantes
de un receptor (curva ROC) utilizando el programa MedCalc r{@rsi col., 2005). El
analisis de las curvas ROC para cada variante de ELIS#a$e0 utilizando el grupo de
muestras negativas y positivas especificas para el aotige la variante de ELISA
ensayada. Asi, el analisis de las curvas ROCo8eELISA que utilizan el antigeno
tMSP5m se realizé con los resultados de las muestr&sldglG3, el de los que utilizan el
antigeno tMSP5c se realiz6 con los resultados de las asiestrG2 y G3, y el de los que
utilizan los dos antigenos se realizd con los resultdddas muestras de los tres grupos.

La concordancia entre los ELISiae determinada usando el valor kappa de Cohen
proporcionado por el programa MedCald. Las difereneralas medias de los resultados
obtenidos con las distintas variantes de ELISA sélestiaron aplicando d¢estde Mann
Whitney.

31



Capitulo I: diagndéstico

1.4 RESULTADOS

1.4.1 Produccion de los antigenos
La comparacion de las secuencias de MSPA.drarginaley MSP5 deA. centrale
reveldé una identidad del 91,5% (Figura Bl andlisis de la estructura primaria de MSP5
con TMpred predijo una HTM en el extremo N-terminal de lasginas (residuos 1 al 27).
La prediccion de la solubilidad para la expresion heterdoda coli de la forma truncada
(residuos 28-210) de las proteinas MSP5 (tMSP5m y tMSP5defu00%, mientras que

la prediccién para las proteinas de longitud completa fugséé.

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de las proteinas MSP% dearginale(MSP5m) yA. centrale
(MSP5c¢). Subrayado se muestra el dominio de transmembrau &le excluido en tMSP5m y tMSP5c.

Las proteinas tMSP5m, tMSP5c y tMSP5cm se expresartormaa soluble (>95%)
en el citoplasma dE. coli, y el rendimiento fue de aproximadamente 40, 60 yn§Qde
proteina pura por litro de cultivo, respectivamente. Ebpp His-tag agregado al extremo
C-terminal de las proteinas permitio obtener un altol migepureza (>95%) en un Unico

paso de purificacion (Figurg.6
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Figura 6. SDSPAGE de la expresion y purificacién en una columna de NiAde tMSP5cm, tMSP5c y
tMSP5m. Calle MW, marcador de peso molecijkiba); calles 1 y 2, fracciones insolubles y solubles del
lisado celular post-induccion, respectivamente; callsagcion de proteina purificada aflaicon imidazol

100 mM. La coloracion se realizé c@oomassie Brilliant Blu&k-250.

La conservacion de la inmunorreactividad de las proteiasnt@nantes tMSP5m,
tMSP5c y tMSP5cm con el AcM ANAF16C1 fue demostrada pdSELy WB (Figura?).

El analisis por ELISAy WB de la reactividad frente a tMSP5mMSP5c de un total
de ocho hibridomas productores de AcM previamente obtenidok ldR\éet utilizando
para la inmunizacion a la proteina tMSP5m, permitio codirla presencia de epitopes
especificos de MSP5 dee marginaley epitopes compartidos entre MSP5Alemarginale
y A. centrale Por ambas técnicas cuatro de estos AcM reconocigitopes compartidos
entre tMSP5m y tMSP5c (identificados como Amc) y los ©tomatro, reconocieron
epitopes especificos de tMSP5m (identificados como AmYyehatividad poWB de los
AcM Amc2-HRP y Am3-HRP, se muestra en la Figura 8.
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Figura 7. Western blotde tMSP5cm (calle 1), tMSP5c (calle 2) y tMSP5m (calle 3) agleeton el AcM
ANAF16C1.

Figura 8. Western blode tMSP5m y tMSP5c¢ revelado con el AcM ANAF16C1 (calle 1), Zfoalle 2),
Am3 (calle 3) o antNeospora caninuicalle 4). Calle MW: marcadores de peso molecular (14, 24531,

66 kDa).

Las proteinas tMSP5m y tMSP5c biotiniladas (tMSP5m* y tMSPautilizadas
como reactivos en el ELISAdp, incorporaron entre 2 y 3 grugmbiotina por molécula
segun lo determinado por el método HABA peso molecular de la biotina es 244 Da por

lo que no se aprecia diferencia en la movilidad electradaréentre las proteinas
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biotiniladas y sin biotinilar (Figura/). El WB con estreptavidina-HRP revelé una banda
de 22 kDa en las calles donde se sembr6 tMSP5m* y tMSP5c* (FR@)ra

Figura 9. Purificacion y biotinilacion de las proteinas recombira. (A)SDSPAGE y (B) Western blode
tMSP5m (calle 1), tMSP5c (calle 2), tMSP5m* (calle 3) y tM8P(calle 4). MW: marcador de peso
molecular (kDa). ESDSPAGE se tifié corCoomasie Brilliant Bludr-250 y elWestern blotse reveld con

estreptavidina peroxidasa

1.4.2 Deteccidn de anticuerpos por ELISA

1.4.2.1 Evaluacién de los antigenos truncados por ELISAhc

El analisis mediante las curvas ROC de las 644 muestraisede correpondientes a
216 bovinos no infectados ni vacunados (G3), 255 bovinos infectamoA. marginale
(G1) y 173 bovinos vacunados cAncentrale(G2), permitid establecer un punto de corte
para el ELISAcc vl y cada variante del ELISAhc (Tabld.8% tres variantes del ELISAhc
(basadas en las proteinas truncadas tMSP5m, tMSP5c o tMESRBostraron mayor
sensibilidad y especificidad que el ELISAcc vl (basado emtégeno MBP-MSP5m).a
especificidad para el ELISAcc vl fue del 96,3% vy la sensibilgkatkeral fue del 95,5%. La
especificidad fue la misma para las tres variantes del AHd$99,5%) mientras que la
sensibilidad general fue 95,5%, 96,2% y 97,2% para ELISAhc-m, AHdSm y
ELISAhc-c, respectivamente. La mejperformancese obtuvo con el ELISHcc vy la
mayor diferencia se vio cuando las poblaciones de anindiestados y vacunados se

analizaron por separado (Tabla 3). La distribucion dedssltados de % medidos por
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ELISAcc v1 y por las tres variantes de ELISAhc agrupadgérsé clasificacion de los
animales como negativos (G3) o positivos (G1+G2), se repgeesa la figura 10A. La
distribucion de los % | de la poblacién de animales positibdigigdida segun los bovinos
se encuentren infectados céAn marginale(G1) o vacunados com\. centrale(G2), se
representa en la Figura 10B.

La integridad antigénica de la molécula truncada de MSRYadadé comparando los
resultados del ELISAcc vl y del ELISAhc-m. La sensibdidie los dos ELISA fue la
misma (95,5%) pero la especificidad del ELISAhc-m fue superior5%P, La
concordancia entre los resultados de ambos ELISA fu87élcon un valor de kappa de
0,94. Por ELISAcc vl y/o MSP5hc-m hubo en total 8 resultddises positivos, y 29

resultados falsos negativos de los cuales 7 fueron deimteis en ambdsst(Tabla 4.

Tabla 3. Sensibilidad, especificidad y punto de corte del ELISAtqg de las tres variantes del ELISAhc
desarrollado para la deteccién de anticuerpos cémaplasmaspp. Para cada uno se muestra la sensibilidad
y la especificidad total y la sensibilidad evaluada sdgsiranimales estén infectados cénmarginaleo

vacunados coA. centrale

ELISAhc-m ELISAhc-c ELISAhc-cm ELISAcc vl
Antigeno/punto de corte t(msl'zgg (txlsfgg) tMA)SIPE’Z%T MB;;)"I\AEZZ;M
Total animales (n=644)
Especificidad (%) 99,5 99,5 99,5 96,3
Sensibilidad (%) 95,5 97,2 96,2 95,5
Infectados (n=255)
Sensibilidad (%) 97,3 95,6 95,6 95,1
Vacunados (n=173)
Sensibilidad (%) 93,1 99,4 97,1 96,0
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Figura 10. Resultados de los porcentajes de inhibicién obtenidos pBABC-m (Am), ELISAhcc (Ac),
ELISAhc-cm (Acm) y ELISAcevl (C). A) poblacion negativa (G3) (izquierda) y positiva (G1+(é2recha)

a Anaplasmaspp. por PCRn y B) poblacion infectada @danmarginale(G1) (izquierda) y vacunada cén
centrale(G2) (derecha). Los puntos de corte para ELIS#cy ELISAhc se indican con una linea sélida y

punteada, respectivamente.

Tabla 4. Nimero y proporcion de resultados falsos negativos (FM)spd positivos (FP) de muestras de
animales infectados cdl marginaleo vacunados coA. centrale(n=428) o no infectados (n=216) obtenidos

por ELISAcc vl y ELISAhc-m.

Infectados (FN) No infectados (FP)
qoal A magndle A centale
ELISAcc v1y ELISAhc-m 7 (1,8%) 4 (1,8%) 3 (1,7%) 0 (0,0%)
ELISAcc v1 11 (2,60) 7 (2,M0) 4 (2,3%) 8 (3,7%)
ELISAhc-m 11 (2,60) 2 (0,%%) 9 (5,2%) 0 (0,0)
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1.4.2.2 ELISAdp

El tiempo de lectura de los resultados se evalu6 analidargieética de la reaccion
colorimétrica de sueros de animales vacunados e infectatogiveles de anticuerpos
bajos y altos. Todas las muestras de suero de los grupdld (reaccion colorimétrica
rapida), se saturaron a la hora de reaccion. En camblosegrupos Il y IV (reaccion
colorimétrica lenta) la intensidad del color aument6 mherdas primeras 8 horas y luego
permanecié constante durante el tiempo analizado. Losesatte DQosnm del grupo V
(muestras negativas) se mantuvieron bajos y constanteslas8 y 20 horas de reaccion.
La DOyosnm de saturacion fue ~3. Estos resultados permitieron estabdd tiempo de
lectura del ELISAdp entre las 16 y 20 horas luego del agreggdsustrato cromogénico
cuando la diferencia entre el control negativo y eltposdébilesmaxima (Figura 11). La
lectura a este tiempo permite una mejor polarizaciongleelsultados positivos y negativos
alejandolos del punto de corte.

Para las tres variantes del ELISAdp el punto de cotienao por el analisis de las
curvas ROC utilizando como poblacion negativa el G3 (animatesinfectados-no
vacunados) y como poblacién positiva el G1 (animales infestenioA. marginalé y/o el
G2 (animales vacunados cén centralg fue 25 % P. El G1 se utiliz6 como poblacion
positiva para calcular el punto de corte en el ELISAd@In®2 en el ELISAdp-ojel G1 y
G2 en el ELISAdpmc. El area bajo la curva ROC fue 0,998, 0,996 y 0,99% ph
ELISAdp-m, ELISAdp-c y ELISAdp-mc, respectivamente.

La distribucién deds % P de las 1182 muestras de suero, 388 negativos (G3) y 794
positivos paraAnaplasmaspp. (G1 y G2) medidos por ELISAdp-m, ELISAdp-c o
ELISAdp-mc se muestra en la Figura 12 (izquierda). La distidim de los % P para los
sueros positivos discriminados segun provienen de bovinestaados corA. marginale
(G1) o vacunados coA. centrale(G2) medidos por las tres variantes de ELISAdp, se
muestra en la Figura 12 (derecha). Cuando se analizsoretias deds% P entre el G1
y G2 para el ELISAdp-m y ELISAdp-c se observaron difeemneignificativas (p<0,05).
Las medias y el DE d®$% P con el ELISAdpm fueron 85 = 19 para el G1 y 68 = 30 para
el G2 Con el ELISAdp-c, fueron 63 + 34 para el G1 y 83 + 25 pbl@2. El analisis de las
medias deds % P entreel G1 y G2 con el ELISAdp-mc no mostré diferencias

significativas (p>0,05).
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C 25 %P, la especificidad fue del 98,7% para el ELISAdp-
y el ELISAdp-c, y del 97,4% para el ELISAdp-mc. La sensibilidacegdrfue del 92,6%,
85,7% y 97,4% para ELISAdp-m, ELISAdp-c y ELISAdp-mc, respecteste. La
sensibilidad méas baja se observé para el ELISAdp-c (77,1f)do se analizaron los
sueros de los bovinos infectados éarmarginaleseguido @l ELISAdp-m (86,3%) cuando
se estudiaron los sueros de los bovinos inmunizado# coentrale Para el ELISAdpnc
se obtuvo una sensibilidad similar cuando se analizaron los gdapbsvinos infectados
conA. marginale(98,2%) o vacunados ca@n centrale(96,6%) (Tabla 5). EI ELISAdp-mc
y el ELISAcc vl mostraron una tasa de concordancia del 903%%, 99,3% y 95,6%
cuando se analizaron los sueros de los animales negai®®f (nfectados con
A. marginale(G1) o vacunados cof. centrale(G2), respectivamente) con un valor kappa

de 0,92.

Figura 11.Cinética de la reaccion colorimétrica medida a 405 nmukstras de animales con niveles altos y
bajos de anticuerpos procesadas por ELISAdp. En rojo y szukpresentan las muestras positivas a
A. marginaley A. centrale respectivamente con reaccién colorimétrica rapida (Grugalll), en celeste y
verde se representan las muestras positivAs marginaley A. centrale,respectivamente con reaccion

colorimétrica lenta (Grupos Il y IV) y en amarillo se regargan las muestras negativas (Grdjpo
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Figura 12. Resultados de los porcentajes de positividad obtenidos poABRi®, ELISAdp-c y ELISAdp-
mc. Animales positivos (G1+G2) y negativos (G3) paraplasmaspp. (izquierda de la imagenpanimales
infectados corA. marginale(G1) o vacunados coh. centrale(G2) (derecha de la imagen). La linea punteada

indica el punto de corte y la linea sélida indicenkdia.
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Tabla 5. Sensibilidad y especificidad de las tres variantes 4&Adp para la deteccién de anticuerpos
contraAnaplasmaspp. Para cada variante de ELISA#pnuestra la sensibilidad y la especificidad total de la

prueba y la sensibilidad segun la poblacién evaluada reéfstétada corA. marginaleo vacunada cor\.

centrale.
ELISAdp-m ELISAdp-c ELISAdp-mc
Antigeno tMSP5m tMSP5c tMSP5m/tMSP5c
Total animales (n=1182)

Especificidad %) 98,7 98,7 97,4

Sensibilidad %) 92,6 85,7 97,4
Animales infectados (n=436)

Sensibilidad %) 97,7 77,7 98,2
Animales vacunados (n=358)

Sensibilidad%o) 86,3 95,5 96,6
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1.5 DISCUSION

En este trabajo las formas truncadas de las proteinass MIBFA. marginale
(tMSP5m), MSP5 d&\. centrale(tMSP5c)y la fusion de ambas (tMSP5cn®g Iegraron
expresar con alto rendimiento, solubilidad y pureza presciholiesde una proteina
chaperona y conservando la inmunorreactividad. La suétitgel antigeno MBP-MSP5m
en el ELISAc comercial (ELISAcc v1) por las formasnitadas de MSP5 evaluadas en el
ELISAhc (ELISAhcim, ELISAhc-c, ELISAhc-cm), aumentd la especificidad del ensdyo
disminuir las interacciones especificas no deseadas desepar la MBP. Ademas, la
utilizacién en el ensayo del antigenoAlecentrale(tMSP5c) aument6 la sensibilidad en la
deteccion de animales con anticuerpos de origen vacunaho(Py col.,, 2019).
Posteriormente se desarrollé un ELISA utilizando unmsisgendwichde doble antigeno o
ELISA de doble paratope (ELISAdFf®® en los antigenos truncados de MSP5. El
ELISAdp mostré ungerformancesimilar al ELISAhc, pero con las ventajas que no utiliza
AcM y que posee un menor costo debido a que se desarrelifaniente con reactivos de
origen nacional.

La proteina MSP5 dA. marginalees codificada por un gen de copia Unica que se
encuentra conservado en aislamientof\denarginalede diferentes origenes geogréficos,
muestra una alta identidad de secuencia con MSP5 de sprasies dé\naplasmay es
inmunodominante; todas caracteristicas importantes parossiderada una proteina de
eleccion para el diagnostico de anaplasmosisAdhami y col.,, 201L Knowles y
col., (1996) desarrollaron el ELISAcc vl basado en lagimatde fusion MBP-MSP5m y
en el AcM ANAF16C1, y lo validaron utilizando sueros de bovirinfectados
naturalmente coA. marginaleprovenientes de una regidon endémica para anaplasmosis de
EUA. Sin embargo, esta prueba también se utiliza de rutinalpteetar anticuerpos contra
A. centraleaunque su eficacia para tal fin no ha sido validBdaArgentina el ELISAcc v1
se usa para identificar animales portadoreémEplasmaspp, para evaluar la estabilida
enzodtica de los rodeos con el fin de establecer kesitadd de vacunacion, y para evaluar
la respuesta inmune post vacunal (de Echaide y col., 20@&jd%ay col., 2014)

Las proteinas MSP5 d&. marginaley A. centraletienen un 91,5% de identidad de
secuencia. Esta caracteristica ha permitido la utilinag@ ELISAcc v1 en la evaluacion

de la respuesta inmune post vacunal con resultados acepfaptesar de esto, los estudios
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realizados con ocho AcM producidos previamente en el LIPéetinoculacion de la
proteina tMSP5m en ratones, indican que hay epitopes irtomiocantes especificos en la
proteina MSP5 dA. marginale Por ELISAi yWestern blose determiné que cuatro (50%)
de los AcM reconocen epitopes compartidos entre MSP5nibasaespecies, y los otros
cuatro (50%) reconocen epitopes exclusivog dmarginale Estos resultados confirman la
presencia de epitopes especificos inmunodominantes en MSRShtrginaley sugieren
la presencia de epitopes especificos en MSPE& dentrale.

La solubilidad estabilidad e integridad estructural de las proteinas recomisnsom
requisitos importantes para el uso como antigenos etesrrollo de una prueba de
diagndstico serologico. Por ese motivo es convenianexpresion de las proteinas en la
fraccion soluble en el citoplasma celular. Cuando latepras forman agregados (cuerpos
de inclusion), estos deben ser solubilizados y las protedplegadas a su estructura nativa
con el inconveniente de que solo se recupera una pequefarfrdecla proteina inicial
(Singh y Panda, 2005). La expresion de la proteina MSP5 diuldrcompleta ere. coli
es muy baja y sproduce en forma de cuerpos de inclusion. Se han evalustiata$
reactivos (vectores, cepas bacterianas de expresioetrategias (co-expresion con
chaperonas, induccion a baja temperatura, composicionmedio de cultivo) para
optimizar la expresion de la proteina en forma solehbl&. coli Knowles y col., (1996)
evitaron la precipitacion de MSP5 en cuerpos de inglugi@diante la expresion como
proteina de fusion con la molécula chaperona MBP querigcexpresion y solubilidad
de la proteina recombinante. La MBP ha demostrado seeficaz para solubilizar las
proteinas asociadas que otras chaperonas comunmente wusadasla GST y la
tiorredoxina (Trx) (Kapust y Waugh, 1999)a MBP es una proteina d&. coli que
participa en el sistema maltosa/maltodextrina. Dada tuidaid dekE. coli, que a menudo
esla causa de infecciones entéricas y mamarias endxws frecuente la presencia de
anticuerpos anti-MBP en las muestras de suero (Chund.,y2€d4). Por lo tanto, los
sueros analizados por ELIS&v1 basado en MBP-MSP5m requieren una adsorcion previa
con MBP para evitar falsas reacciones positivas (Krowleol., 1996) Para eliminar el
paso de adsorcién, Chung y col., (2014) reemplazaron B ptB GST y expresaron el
antigeno GST-MSP5m dh. coli, solubilizdndolo en micelas de detergente. La fraccion

solubilizada se us6 en un ELISAcc v2 para detectacuerfpos contrad. marginale El
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reemplazo de MBP-MSP5m por GST-MSP5m mostré mayor dipaai, sensibilidad
comparable y mejor6 la resolucion respecto al ELISAtc(@hung y col.,, 2014)La
eficacia de esta prueba para identificar el ganado vacunade centraleno fue evaluada.
Ambos ELISAcc (v1 y v2) se desarrollaron en EUA doAdeentraleno esta presente.

En Argentina y en otros paises la cepa vacun®l.d®ntralese usa en cohortes de
terneros de hasta 10 meses de edad en @néasstabilidad enzodtica, y en terneros de las
zonas libres de anaplasmosis que se moveran a una eggiémica (Anziani y col., 1987).
En estos paises es importante tener en cuenta lanpisese anticuerpos originados por la
vacunacion coi\. centraleal momento del desarrollo de pruebas seroldgicas.

El analisisin silico mostro que la condicibn mas favorable para expresar laipaot
MSP5 recombinante soluble es sin su region de transmembta clonacion y la
expresion erk. coli de proteinas recombinantes sin la region de transmempreste
aumentar drasticamente los niveles de expresion y solub{leng y col., 2014 En este
trabajo las proteinas tMSP5m, tMSP5c y tMSP5cm sinélacéhde transmembrana del
extremo N-terminal (residuos 1-27), se expresaron eratzifm soluble d&. coliy se
obtuvieron con una pureza > 90% (Primo y col., 2019).

La inmunorreactividad de los antigenos recombinantes diésdo® fue evaluada
con el ELISAwc. El reemplazo de la proteina de fusion MBP-MSP5m atbkz en el
ELISAcc vl por MSP5 truncada en el ELISAhc (ELISAhg-ELISAhc-c, ELISAhc-cm),
permitié evaluar la antigenicidad de las proteinas recombsantelucidas a la vez que
redujo el tiempo de ejecucidon de la prueba y aumento labdetzsl y especificidad para
detectar anticuerpos contfa marginaley A. centrale.Los nuevos antigenos que carecen
de una proteina chaperona, nos permitieron simplifiqgarogébcolo del ELISAcc v1 ya que
seevita la etapa de adsorcion de los sueros que se utilizeefainar la mayoria de las
reacciones falso positivas.

En los tres grupos de animales analizados, las tres earidat ELISAhc mostraron
una mejomperformancegue el ELISAcorl. La mayor especificidad observada para las tres
variantes de ELISAhc (99,5%) respecto al ELISAcc vl @$,3fue resultado de la
eliminacion de la proteina MBP del ensayo evidenciando quealgunos casosa
adsorcion del suero con MBP no es suficiente para daiiaterferencia de los anticuerpos

anti-MBP cuando esta proteina forma parte del antigenandPry col.,, 2019).
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Observaciones similares fueron descriptas al comparantigenos MBP-MSP5m y GST-
MSP5m (Chung y col., 2014).

La sensibilidad del ELISAhc fue idéntica (ELIB&mM) o superior (ELISAc-c y
ELISAhc-cm) a la alcanzada por el ELISAcc v1. Curiosamente lailsdidad mas alta fue
alcanzada por el ELIS#-c seguida por el ELISHc-cm, ambos incluyendo el antigeno
MSP5 deA. centrale Cuando los resultados de los grupos de bovinos infectados y
vacunados se analizaron por separado, la sensibilidad yltoessanedios de % | fueron
mayores para el ELISAhc que utiliza como antigeno laepratde la misma especie que
origind los anticuerpodAsi, la mayor sensibilidad se obtuvo cuando se evalgéueb de
animales infectados cgh marginalecon el ELISAhc-m y el grupo de animales vacunados
con A. centralecon el ELISAhc-c. Esto esta en relacion directa leodeteccion de B
anticuerpos dirigidos contra los epitopes inmunodominagpscificos de cada especie. El
uso de la proteina de fusion (tMSP5cm) aumento la sensibijdaeral del ELISAhc al
mejorar el nivel de deteccion en el grupo vacunado (Prinwd.,y2019)

El ELISA sandwichde doble antigeno o ELISA de doble paratope (ELISAdp) se ha
utilizado con éxito para detectar bajos néggle anticuerpos contra varios virus y toxinas
incluyendo, circovirus porcino (Ge y col., 2012), virus deéhdgatitis B humanalL{ y
col., 2010), virus de la hepatitis C (He y col.,, 2011), virus déndpatitis E (Huy
col., 2008), virus de la influenza A (Watcharatanyatip y col., 2010)yusule la rabia. En
esta prueba los anticuerpos especificos presentes enukstras de suero se unen al
antigeno inmovilizado en la fase sélida por uno de sus gigosinién al antigeno
(paratope). El segundo paratope se une al antigeno solatielddo que va a ser revelado
con estreptavidina conjugada con peroxid@dagual que el ELISAc, el ELISAdp tiene
potencial para la vigilancia serologica universal, de heghede detectar anticuerpos
contra todas las clases de inmunoglobulinas de cualgyieciesanimal debido a que no
hay anticuerpos secundarios involucrados en suiad{$#atcharatanyatip y col., 2010). Sin
embargo, la prueba debe ser validada para cada especiéry regi

En ede trabajo se desarrolld6 un ELISAdp basado en MSP5 trum#lamarginale
(ELISAdp-m), A. centrale(ELISAdp-c) y una mezcla equimolecular de ambas (ELISAdp-

mc) para detectar anticuerpos comreaplasmaspp.
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El ELISAdp-m alcanz6 un 97,7% de sensibilidad cuando se estandailizando
sueros de bovinos infectados ddnmarginale Sin embargo, este valor disminuyo a 86,3%
cuando se evalué con sueros de bovinos vacunado#.coentrale De forma similar,
cuando se usé el ELISAdp-c con sueros de bovinos vacurado®\. centrale, la
sensibilidad fue de 95,5% y disminuy6 a 77,7% cuando se evahismb antigeno con
sueros de bovinos infectados ddnmarginale Esta disminucion en la sensibilidad fuesma
notable que la descripta previamente para el ELISAhc @Pyinsol., 2019), y pone en
evidencia que un sélo antigeno en la prueba no garantize@isensibilidad adecuada para
detectar anticuerpos contdmaplasmaspp. cuando se realizastudios epidemiolégisen
areas endémicas de anaplasmosis con historia dest@ul@cvacunacion coh centrale

En el ELISAdp la incorporacion simultanea de los dos amggELISAdp-mc)
produjo una sensibilidad global del 97,4% (98,2% correspondielat@oblacion infectada
naturalmente corA. marginaley 96,6% a la vacunada coh. central@¢ y no afectd
sustancialmente la especificidad que se mantuvo por and@h97%. Estos resultados,
indican que el ELISAdp-mc seria adecuado para estudiar ri#sresituaciones
epidemioldgicas de anaplasmosis en zonas donde el Uswvaguna basada én centrale
esuna practica habitual

El ELISAdp posee la ventaja adicional de mantener larfzakion entreel % P de
sueros positivos y negativos, incluso en muestrasiyassitébiles. Esta ventaja estaria
asociada con las caracteristicas intrinsecas delhgisdel ELISAdp que permite a los
sueros positivos débiles con reaccion colorimétrintalealcanzar la saturacion (DO) entre
8 y 20 horas después de la adicion del sustrato cromogenectuea de las placas en el
ELISAdp se realiza luego de 16-20 horas de incubacién censilato sin afectarda
especificidad de la prueba ya que el % P de los sueros meygyativmantiene en niveles
minimos.

El ELISAdp al igual que el ELISAhc, y a diferencia @ISAi y el ELISAcc vl y
V2 cuyos antigenos se basan en proteinas de fusion (GST-MBBP/GST-MSP5) se
basan en la proteina MSP5 truncada lo que evita la intecfardebida a la presencia de
MBP o GST. Estas proteinas de fusion podrian disminuir lxiéispiad de la prueba por

la presencia de anticuerpos contra la proteina chaperoraminuir la sensibilidad por
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esconder epitopes importantes del antigeno debido impedimento estérico (Chung y

col., 2014; Primo y col., 2019).

De manera similar al ELISAc, el ELISAdp tiene el poteihd@aser utilizado para la
determinacion de anticuerpos de diferentes isotipos yiferentes especies animales ya
gque no estan involucrados anticuerpos secundarios en ldbapriRecientemente el
ELISAcc v2 ha sidovalidado para la determinacion de anticuerpos coltravisen ovejas
domésticas (Mason y col., 2017). Esto indica que MSP®3.dmarginalees un buen
antigeno para la determinacion de anticuerpos contrasggmteaiepor lo tanto, el ELISAdp
también seria efectivo para detectarlos, aunque esta hipfgbsiser demostrada.

La performancedel ELISAdp fue mejor que la reportada para el ELISAI (Mdezy
col., 1999) y similar a la reportada para el ELISAcc wPR yKnowles y col., 1996; Chung
y col., 2014), unicogits disponibles comercialmente. Una ventaja del ELISAdp eshque
utiliza como reactivos anticuerpos secundarios ni monatds, por lo tanto, el uso de
animales de laboratorio no es necesario. Todos losiveaajue involucran el uso de
animales de laboratorio en alguna etapa de su gener&adrsido reemplazaxs en el
disefio del ELISAdp; un aspecto relevante alentado plstéos comités de ética para el
bienestar animal (Hovell, 2013).

En conclusion:

1. La clonacién de las proteinas MSP5 truncadas permitpguddicacion de antigenos
solubles prescindiendo de chaperonas moleculares. Lzaciih de estos antigenos en
dos disefios de ELISA, mejoro la especificidad detdstsal eliminar la interferenai
de los anticuerpos presentes en los sueros contra lanproteiperona.

2. La incorporacion del antigeno de centraleen los dos disefios de ELISA, permitid
aumentar la sensibilidad del ensayo cuando se evalué lainadupost vacunal. Por lo
tanto, se desarrollaron técnicas eficientes y adaptadasdeaerminar la situacion
epidemioldgica frente a la anaplasmosis en rodeos ddroymis y la region, donde la
vacunacion conA. centrale es una herramienta comun para la prevencion de la

anaplasmosis bovina.
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3. El desarrollo del ELISAdp permitid la evaluacion seroléagide la anaplasmosis
utilizando unicamente reactivos de origen nacional, dismeimdy los costos de
diagnostico. Ademas, al prescindir de anticuerpos coratives se evitd el uso

animales de laboratorio.
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Capitulo 1I: prevencion

2.1 INTRODUCCION

Actualmente la prevencion de la anaplasmosis en la®mnegy endémicas de
Argentina y en otras zonas del mundo como Israel, Afilasstralia y varios paises de
América Latina, se basa en la utilizacién de una vecuma producida mediante la
multiplicacion deA. centraleen terneros esplenectomizadds. centralees unaespecie
naturalmente menos patégena que confiere inmunidad cruzaés pantraA. marginale
Esto se debe a que ambas espec@sparten epopes inmunodominantes (Shkap
col., 1991) y la variacion antigénica de MSP2 que se producetdulas infecciones
persistentes dA. centralees similar a la deA. marginale(Shkap y col., 2002a). Ademas,
los epitopes de MSP2 reconocidos por los linfocitos T C&st+conservados entre las dos
especies, lo que puede contribuir a la proteccion cruzatlav@euna viva dé. centrale
(Shkap y col., 2002b

En Argentina la vacuna viva d& centralees la Unica autorizada por el SENASA
para la prevencion de la anaplasmo$Se elabora en las Estaciones Experimentales
Agropecuarias (EEA) del INTA Rafaela (Santa Fe) y MeesedCorrientes), se
comercializa en forma refrigerada y se aplica en unaalhisis en bovinos de hasta 10
meses de edad. Sin embargo, esta vacuna presenta algunestajsscomo la
multiplicacion en animales vivos, el riesgo de trangmisle otros patdgenos, la breve vida
atil (7 dias con estricta cadena de frio) y la posibilidadyeleerar reacciones clinicas
severas en animales adultos lo que limita su aplicaci@marbs de entre 4-10 meses de
edad. También se ha observado que la proteccion inmunadyee ien algunos bovinos y
en determinadas razas, es insuficiente cuando son desafiatocepas silvestres de
A. marginale no logrando impedir la ocurrencia de casos clinicos @plasmosis. En
algunos paises de Africa, Latinoamérica y en EUA, lasaseeA. marginaletienen una
gran diversidad genética que se corresponde con una elgvadarcion de cepas
virulentas capaces de provocar formas severas de laneigd con niveles de mortalidad
gue pueden alcanzar el 50% (de la Fuente y col., 2007). A nivaldeo y de laboratorio,
se han registrado fallas en las vacunaé.deentrale(Brizuela y col., 1998; Guglielmone y
Vanzini, 1999) y se ha informado que la cepa vacunal caagdaamosis grave en bovinos
esplenectomizados y en adultos, siendo las vacasrdscde alto rendimiento las mas

afectadas (Pipano y col., 1985). En un estudio realizadAustralia (Bock y de Vos,
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2001), el uso de la vacuna viva parecia estar justificado pagngue la respuesta bovina
era variable, la proteccion contra la exposicion erawstia para prevenir la enfermedad en
la mayoria de los casos. Sin embargo, los autores iadwirtque esta vacuna podria no
brindar proteccion contra poblaciones de marginale antigenicamente diversas y
altamente virulentas en otras partes del mundo.

La gran diversidad genética damaplasmaspp. y la gran variabilidad antigénica que
ocurre durante la infeccion, dificultan el desarrollouda vacuna sintética efectiva paaa |
prevencion de la enfermedad. Actualmente la secuencidelbgenoma completo y los
avances en el conocimiento de la gendmica y proteOmé&aA.d marginale, nos
proporcionan las herramientas para disefiar una vacunaegasa y eficiente basada en
proteinas recombinantes. El éxito de una nueva vacuna depeldé&acapacidad para
imitar o redirigir la respuesta del huésped durante la iidiecoatural o bloquear la
infeccion de las células huésped (Kocan y col., 2003)estigaciones recientes han
proporcionado mucha informacion sobre la naturaleza despaiesta inmune del bovino a
la infeccion porA. marginale asi como la definicion de los antigenos elgue parecen
jugar un papel en la respuesta inmune.

A. marginaleha desarrollado mecanismos Unicos para persistir en spéuigue
incluyen: la pérdida de lipopolisacaridos y peptidoglicanos gtieaa los mecanismos de
defensa innatos, el establecimiento de la infeccion entedcito (célula no fagocitica que
carece de moléculas del complejo major de histocompd#tiliy una extensa variacion
antigénica en proteinas de su superficie (MSP2 y MSP3) qerrdte evadir la respuesta
inmune adaptativa (Brown, 2012).

La inmunizacién de bovinos con la membrana externa padldicdeA. marginale
previno la infeccion y la enfermedad clinica cuando los dasnfaieron expuestos a un
desafio con una cepa homdloga (Tebele y col., 1991; Byowml., 1998a; Noh y col.,
2008). Si bien este inmundgeno es complejo, dificil de fame inapropiado para la
produccion masiva (Brown y col., 1998a), se pudo determinaragmenlinidad protectiva
contraA. marginalerequiere de la induccién de altos niveles de anticuerpos,i@speate
lgG2, dirigidos contra epitopes de superficie y de la activaciénmacrofagos para la
opsonizacion y destruccién microbiana (Palmer y col., 18%)entro de este modelo son

las células T CD4gue expresan interferon gamma (IFN4o que estimula la sintesis de

51



Capitulo 1I: prevencion

lgG2 y activa a los macrofagos los cuales aumentan la expresion detoees, la
fagocitosis, la fusion fagolisosomal y la liberacion aé&d nitrico (Potgieter y Stoltsz,
2004).

Se han realizado ensayos con vacunas recombinantesndblifzss MSPs (Abboty
col., 2005; Brayton y col., 2006; Noh y col., 201® el virus vaccinia recombinante
expresando antigenos d& marginale (McGuire y col., 1994) sin lograr recrear la
proteccion generada por la membrana externa. Esto indicargb@blemente se requiere
de una combinacién de varios antigenos para lograr una respoesine protectora
eficiente.

Debido a que las MSPs inmunodominantes no resultaron pvagecictualmente el
desarrollo de vacunas para anaplasmosis esta enfotdaladentificacion de proteinas de
membrana subdominantes las cuales representan una pequediaigmogel proteoma de
A. marginale permanecen invariantes durante la infeccion y estameitizz2 conservadas
entre cepas. Las proteinas que reunen estas caracsgrigiic atractivas como posibles
candidatas para el desarrollo de vacunas (Lopez y260i5; 2008).

Entre los antigenos subdominantes identificados ermméanbrana externa de
A. marginale,se encuentran las proteinas del sistema de secrgmoliVt{T4SS). El T4SS
es un complejo de proteinas de 1.1-MDa que atraviesa |ldnaeanbacteriana interna y
externa, ampliamente estudiado Agrobacterium tumefacienfChristie y col., 2005;
Backert y Meyer, 2006)Figura 13). Esta formado por proteinas de membrana VirB/D que
interactdan, varias de las cuales estan expuestas @reldice y, por lo tanto, son blanco
para la neutralizacion y las respuestas inmunitarias poodsdChristie y col., 2005).

La funcion del T4SS eA. marginaleno se ha determinado, pero la retencién de estos
genes en el pequefio genoma del patdgeno indica su requerimiemt@ pavasion y
supervivencia dentro de los eritrocitos y/o las célulasadgeapata (Brown, 2012). Debido a
gue I organismos de la familia Anaplasmataceaeecen de lipopolisacaridoswuchas
proteinas del T4SS pueden estar expuestas a la superficie mhodriEn ser reconocidas
por anticuerpos neutralizantes. De hecho varias de psgitsinas expresadas en forma
recombinante, han sido reconocidas por anticuerpos pessentlos sueros de animales
inmunizados protectivamente con la membrana externa £Lypel., 2007; 2008; Sutten y
col., 2010).
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espacio periplasmico entre las membranas interna ynextg se encontré asociada con
VirB9 en ensayos que identifican interacciones proteintefira (Cascales y Christie
2003). VirB11 no fue reconocida por los sueros de animalasnizados con la membrana
externa déA. marginale debido probablemente a no estar altamente expuesta éubesc
B, pero demostrd estimular la respuesta de células Te(Byttol., 2010).

Las proteinas pertenecientes al T4SS han sido postuladasnms autores como
potenciales candidatas para el desarrollo de una vacoombmante paraA. marginale
debido a que son subdominantes, altamente conservadas cepts, y han sido
reconocidas por sueros de animales inmunizados protectivaomentg membrana externa
(Lopez y col., 2007; Sutten y col., 2010). Sin embargo, nuncarfexa@uadas en bovinos
para determinar su eficacia protectora. Es por eso questentrabajo, se evaluo la
respuesta inmune y la capacidad protectora frente al desafiuna cepa d&. marginale
de dos formulaciones de inmunogenos compuestas por lasnpsodirB9.1, VirB9.2,
VirB10, VirB11 y Ef-Tu, expresadas en forma recombinant&enoli, con los adyuvantes
Montanidé™ ISA 201 (Seppic Inc., Francia) y QuiABrenntag, Denmark).

Los adyuvantes tienen efectos significativos sobrendturaleza de la respuesta
inmune y pueden inclinar el sistema inmunitario a favaredpuestas tipo Thl o Th2 (Sun
y col., 2009)El adyuvante ideal es el que genera una respuesta inmunéeppegsistente,
de calidad y especifica contra un antigeno particular, exldeéarecer de toxicidad. Uno
de los criterios mas importantes para la seleccion dadyanvante es su mecanismo de
accion en relacion al tipo de respuesta inmune adaptativainquee, es decir, una
respuesta celular o una respuesta humoral a través detitaulacion respectiva de
linfocitos CD4+ Th1l o CD4+ Th2 (Kenney y Edelman, 2000).

Las saponinas son glucosidos naturales de esteroides petrier que exhiben
muchas acciones biolégicas y farmacoldgicas tales ocommunomoduladoras,
antitumorales, antiinflamatorias, molusquicidasjwnaties, antifingicas, hipoglucemiantes
e hipocolesterolémicas (Sparg y col., 2004). En particldarsaponinas también pueden
activar el sistema inmune de los mamiferos lo que destgtotencial como adyuvantes
para vacunasLos adyuvantes basados en saponinas mas utilizados sorA Quius
derivados QS-21 aislados de la cortezgddlaja saponariaMolina (Sun y col., 2009).a

capacidad de Quil Ay QS-21 para estimular tanto la respusstmé Thl y la generacion
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de anticuerpos como la produccion de linfocitos T citot@&xicontra antigenos exdgenos,
los hace ideales para el uso en vacunas dirigidas quattrgenos intracelulares (Suny col.,
20009).

Montanide ISA 201 en una emulsion de agua en aceite. Lidsienes agua en atei
son capaces de inducir respuestas inmunes celulares potergéeMontanides poseen
caracteristicas fisicas similares al adyuvante inéetmmle Freund pero se caracterizan por
ser biodegradables (Aucouturier y col., 2006). Han sido utilz@&ioensayos de vacunas
contra malaria, VIH y cancer e inducen una respuesta inpateate (Kenney y Edelman,
2003).

Basado en estos antecedentes, a través de este salmmpone probar la siguiente
hipotesis: el inmundgeno compuesto por las proteinas kacantesVirB9.1, VirB9.2,
VirB11, VirB10 y Ef-Tu es una herramienta eficaz para la prevencion de lazsnapsis

bovina en animales adultos.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general

Desarrollar un inmundgeno recombinante para la preveraddta anaplasmosis
bovina que pueda aplicarsaanimales adultos.
2.2.2 Objetivos especificos

1. Clonar, expresar ei. coli y purificar las proteinas VirB9.1. VirB9.2, VirB11,
VirB10 y Ef-Tu, pertenecientes T4SS ée marginale,para utilizar como antigenos

en la formulacién del inmunogeno

2. Evaluar la respuesta inmune humoral y celular generadeelpmmundgeno en

bovinosy la capacidad protectora frente al desafio con una cepamearginale
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2.3MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Produccion de los antigenos

2.3.1.1 Analisisin silico de las proteinas

Las secuencias de ADN codificantes para las protein&9\ir VirB9.2, VirB11,
VirB10 y Ef-Tu fueron extraidas d€ébeneBankLa prediccién del péptido sefse realizo
con el algoritmaoSignalP 5.0 Ittp://www.cbs.dtu.dk/services/Signa)PLa prediccion de

las hélices de transmembrana (HTM) y la solubilida& ecoli de las proteinas de longitud
completa y truncada (sin HTM) se realiz6 utilizandoslervidores descriptos en 1.3.2.1.

2.3.1.2 Clonado de las proteinas

Las proteinas VirB9.1 y VirB9.2 se clonaron y expresaworiorma truncada sin el
péptido seial (VirB9.1t y VirB9.2t). Loprimers utilizados (Tabla 6) se disefiaron para
amplificar por PCR los ADNc que codifican para los resid2®272 de VirB9.127-281
de VirB9.2 y las secuencias completas de VirB10, VirBEE-Ju. En elprimer reversese
agrego la secuencia que codifica para una cola de 6itasti(Hs-tag) en el extremo C-
terminal de VirB9.2t, VirB10, VirB11 yEf-Tu. El clonado se realiz6 siguiendo la

metodologia descripta en 1.3.2.2.

Tabla 6. Lista deprimers Subrayadas se muestran las secuencias de reconocipéeattas enzimas de

restriccionBanHI| y Ndd y en cursiva la secuencia que codifica para la colddliginas.

Proteina Forward primer(5” 3") Reverse primef5” 3)
VirB9.1t  catatgcaggaaccgcgctctatag ggatcctttaaacccacgtccccttctggatg
VirB9.2t  catatggtaagcggtggtg ggatcctcgtgatggtgatggtgatgecggccttcaattitaaaaagcaccg

VirB11  catatgacagcaggatacgcagegttag — ggatccctatgatggtgatggtgatiftaaaatcattgecttgtgaacatttagtg
VirB10  catatgtcagacgaaaccaaggataataa ggatccctgtgatggtgatggtgatiftaaacctacgcaccgectcee
Ef-Tu catatgacagaagggagaaagcc ggatccctgtgatggtgatggtgatiftaaactccaaaatctcagttatg
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2.3.1.3 Expresion y purificacion de las proteinas

El protocolo de expresion de todas las proteinas se reddiando la metodologia
descripta en 1.3.2.3.

La purificacion de VirB9.1t y Efu serealiz6 en condiciones nativas a partir de la
fraccion soluble del lisado d& coli.

Ef-Tu se purificé por pseudoafinidad con una columna de NTA-siguiendo la
metodologia descripta en 1.3.2.3

VirB9.1t se precipité con 30% de sulfato de amonio satudadante 20 min en hielo.
La proteina precipitada se separd del sobrenadante moifuggacion (12.000 xj, 20 min,

4 °C) y se dializé ebuffer A (Tris-CIH 25 mM, pH 7,2). Finalmente se purifico leatch
por cromatografia de intercambio i6nico utilizando unaine Q-sepharose(GE

Healthcare, EUA) equilibrada con el misioffer. La resina se lavd con cincoamenes
debuffer A con NaCl 50 mM y luego se eluyo la proteina con cincamehes déuffer A

con NaCl 200 mM.

Las proteinas VirB9.2t, VirB10 y VirB11 se expresaron empgngde inclusion y se
purificaron en condiciones desnaturalizantes. Los cuatpasclusion se obtuvieron de la
fraccion insoluble del lisado d&. coliy se lavaron tres veces cbnfferde lavado (Tris
50mM, EDTA5 mM DTT 5 mM, pH 8) con el agregado de Triton X-100 1% en el primer
lavado, Triton X-100 % en el segundg urea 2 M en el tercero. Finalmente, se realizaron
dos lavados con agua ultrapura. Luego de cada lavado las @sossincentrifugaron
(12.000 xg, 15 min, 20 €) y el sobrenadante se descarté.

La solubilizacién de los cuerpos de inclusion se realizé ipmubacion (3 horas,
25 ) enbuffer B (fosfato de sodio 100 mM, urea 8, Mmercaptoetanol M, pH 8
para VirB10 y VirB11ly enbuffer C (fosfato de sodio 100 mM, cloruro de guanidinio 6 M

-mercaptoetanol 5M, pH 8§) para VirB9.2t Luego se centrifugd (12.000g 30 min,

20 °C) vy la fraccién soluble obtenida se incubd con 2 medma de NTANi?* (Quiagen,
Germany) previamente equilibrada corbeffer correspondientd=inalmente la suspension
se coloco6 en columnas de 1,5 cm x 5 cm y se lavd cap @olimenes déeuffer B con
imidazol 30mM. La elucién de las proteinas se realiz6 con cincomes$ debuffer B con
imidazol 200mM.
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La movilidad electroforética de las proteingsla presencia de productos de
degradacion en la fraccion purificada, se evaluaron por BR&E y porWB con un AcM
anti-His-tag. La membrana de nitrocelulosa (Trans-Bl0i€5 um, Bio-Rad) luego de la
transferencia de las proteinas a 50 V durante 2 horasSlogaeé con TB&% leche
descremada durante toda la noche a 4 °C. Luego de cuatlodas@n TBST, se incubo
durante 1 hora con el AcM de ratén anti-His-tag (MA1-21315, mbeFisher Scientific)
diluido 1:2000 en TBST/3% leche descremada. Se realizarom daghdos con TBST y se
incubé con un suero policlonal anti-raton IgG-HRP (JacksomunoResearch) en la
misma dilucién. La reaccion se revel6 con DHBO,

La concentracion de las proteinas puras se determindqubciém de la absorbancia
a 280 nmy la utilizacion del coeficiente de extincionanééorico de cada proteinagonm
(25600 M'cmi', 26360 M'cmit, 11710 M'cm®, 25900 M'cmi* y 26025M'cmit para
VirB9.1t, VirB9.2t, VirB10, VirB11yEf-Tu, respectivamente).

2.3.2 Inmunizacién y desafio

2.3.2.1Animales

Seutilizaron 20 novillodHoslteinde 2 afios de edad para la evaluacion de la vacuna y
un ternero esplenectomizado de 4 meses de edad paratiaicacion deA. marginale
Todos los animales provinieron de un rodeo libre de amapks localizado en una zona
libre de la garrapat&. microplus(Rafaela [31°11'S-61°30'0O], Santa Fe). Durante el
experimento los animales se mantuvieron aislados enlepakejados del rodeo restgnte
provistos de agua y alimentd libitum. Se les aplicO semanalmente flumetrp@ur-on
para mantenerlos libres de moscas.

Antes del comienzo del experimterse confirmé el estatus de los animales frente a
anaplasmosis mediante ELIB&cm (Primo y col., 2019) y PCRn pafa marginaley A.
centrale(Molad y col., 2006).

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comitéicke de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Lit?edtocolo N° 243/15).
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fijados para aplicar tratamiento a los animales (20 mg/koxdetraciclina, Terramicina®
LA, Pfizer)y evitar su mu 41°C.

Los parametros clinicos de cada grupo se expresaron dammedia del
méaximoporcentaje de descenso del HTO, la media del maRERoy la media de |
acumulada por encima de 39,5 °C. Los novillos se sangsamanalmente durante cinco

semanas post desafio y las muestras se analizaron [{@Alecm y PCRn.

2.3.3 Evaluacioén dela inmunidad

2.3.3.1Evaluacion de la respuesta inmune humoral

La evaluacion de la respuesta inmune humoral se reatiavés de la determinacion
de IgG total (IgGT), IgG1 e IgG2 anti VirB9.1t, VirB9.2t, VirB10, VitB y Ef-Tu. La
determinacion de IgGT se realizé por ELISAMB, y la de los isotipos solo por ELISAIL

La determinacion por ELISAI de IgGT y de los isotipos Ig&81G2 se realizo a los
dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 y 70 luego de la aplicaclarpdmera dosis de la
vacuna y a los 35 dpélacas de 96 pocillosNunc Polysorp se tapizaron individualmente
con 100 pl de cada antigeno PBSe incubaron a 4 °C durante
toda la noche. Luego de tres lavados con PBS, se bloquearon ¢ soluciénde
bloqueo durante 1 hora. Para la determinacion de IgGT, leespé® lavaron tres veces con

de suero diluido 1:10 en PBST/3% leche
descremada. Luego de cuatro lavado de un suero policlonal
anti-bovino 1gG-HRP (A5295 Sigma-Aldrich) diluido 1:2000 en PBST/1086he
descremady las placas se incubaron durante 1 hora. Finalmente egaagn 10Qul de
ABTS/H,0,. El color de la reaccion se midid a 405 nm en un led¢oplacas de ELISA.
Los resultados se expresaron en.[EDpunto de corte para cada antigeno se determind
como la media de Dfgsm de las muestras negativas (dia 0) + 3 DE.

Paa la deteccion de los isotipos sesduel mismo protocolo con algunas
modificaciones: las muestras de suero se diluyeronylladdentificacion de los isotipos
se realiz6 por adicion de un AcM de ratén anti-IgG1 bovinEABR7 Serotet”, UK) o
anti-lgG2 bovina (B8400 Sigma-Aldrich) diluidos 1:200. Cada suero fieduado
simultaneamente con ambos AcM en la misma placa.oCanticuerpo secundario se

utilizé un suero policlonal anti-ratén IgG-HRP (JacksomunoResearch) diluido 1:1000
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Todas las muestras y controles se analizaron por ddplica

La determinacion powWB de IgGT se realizél dia 28 luego de la aplicacion de la
primera dosis de la vacuren los animales de los grupos inmunizados (G1 y. G2}
proteinas VirB9.1t, VirB9.2t, VirB10, VirB11l y Ef-Tu purificadas (0,5 Ugggo de la
separacion electroforética por SDS-PAGE, se trangfimier membranas de nitrocelulosa
(Trans-Blot® 0,45 um, Bio-Rad). Las membranas bdoquearon por incubacion con
TBS/10% leche descremadad °C durante toda la noche juego de tres lavados con
TBST, se incubaron con una dilucion 1:100 de cada suero 8i/3% leche descremada
durante 1 hora. Los suerssadsorbieron previamente con un lisadoEdeoli. Luego de
cuatro lavados con TBST, la presencia de anticuerpdgteemind por incubacion de la
membrana durante 1 hora con un suero policlonal anti-bdg6&-HRP (A5295 Sigma-
Aldrich) a una dilucion de 1:1000 en TBST/3% leche descremadeedcion se revelo
con DAB/H,0:;.

2.3.3.2 Evaluacion de la respuesta inmune celular

La respuesta inmune celular se evalué por medicionyéstidze ELISA comerciales,
de las citoquinas INF-e IL-4 el dia 7 luego de la aplicacion de la cuarta dosida
vacuna Se extrajeron asepticamente 20 ml de sangre con EDTAwméayugular de cada
animal Las PBMC se aislaron utilizando Ficoll- 077 g/ml) (GE
Healthcare Bio-Sciences AB) de acuerdo a las instrnesiodel fabricante y se
resuspendieron en medio RPMI (Gibco) suplementado coro sietsl bovino 5%
glutamina 2mM, piruvato de sodio InM, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100
y anfotericina 0,

La estimulacionin vitro de las PBMC se realiz6 por triplicado en placas de 24
pocillos colocando focélulas/pocillo en un volumen final de 1 ml/pocillo cormgtegado
de: i) una mezclae 5 ada proteina recombinante, ii) concanavalina A (ConA)
5 g/ml como control positivo, Yy iii) medio de cultivo coroontrol negativo. Las placas se
incubaron a 37 °C en atmdsfera con &%, durante 72 horas, y los sobrenadantes se
extrajeron e inmediatamerge realizé la medicion de IFN{Bovine Interferon-
ELISA Assay Kit MCA5638KZZ BIO-RAD) e IL-4 (Bovine IL-4 ELISA Reagent Kit
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ESS0031 Thermo Scientific) de acuerdo a las instruccionesosldabricantes. La

concentracion de citocinas (pg/ml) se determiné porgotacion con la curva estandar

2.3.4 Analisis estadistico

El analisis de datos se realiz6 utilizands@ftwarelnfoStat (Universidad Nacional
de Coérdoba, Cordoba, Argentina)los niveles de anticuerpos contra las proteinas
recombinantes se compararon entre los grupos a través Medelo Lineal Generalizado
de medidas repetidas con distribucion Gamma como funciGnldee, considerando la
distribucion de frecuencia de la variable de respuesia. rhedias post desafio des lo
parametros clinicos (HTO, PEP, T) al momedda aplicacion del tratamiento antibiético
y de los valores maximos alcanzados, se compararon estgeupos mediante un analisis
de la varianza (ANOVA). Las diferencias en las mediasanticuerpos anti-MSP5 (% |
entre los grupos inmunizados y los grupos control a difesedias post desafio, se
establecieron a través dedst de Mann Whitney. Todos los analisis estadisticos se

consideraron significativos con un nivel de p<0,05.
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2.4RESULTADOS

2.4.1 Produccién de los antigenos

El analisisin silico predijo la presencia de un péptido sefial en las secuendas de
proteinas VirB9.1 y VirB9.2 con un sitio de escision enas residuos 20-21 y 25-26,
respectivamente. En VirB10, VirB11 y Ef-Tu no predijo péptiddateEl analisis de la
estructura primaria realizado a través del TMpred ifledtuna HTM en el extremo N-
terminal de VirB9.1 (residuos 4-22) y de VirB9.2 (residuos 7y2¥@ dos HTM en VirB10
(residuos 33-51 y 343-361). En VirB1IE§-Tu no identific6 HTM. La solubilidad inferida
para las proteinas que contienen regiones hidrofébicaB9 Xir VirB9.2 y VirB10, fue
38,7, 100 y 0 %, respectivamente. La solubilidai@rida de VirB9.1 se incremento al
98,7% con la secuencia truncada (residuos 22-272). La elimmnadeit@ region hidrofobica
de VirB9.2 y VirB10 no modificé la prediccion del porcgatde proteina soluble.

Las proteinas VirB10, VirB11 y Ef-Tu se expresaron conestuencia completa,
mientras que VirB9.1 y VirB9.2 se expresaren forma truncada sin el péptido sefial
(VirB9.1t y VirB9.2t). VirB9.1t y EfTu se lograron expresar en forma soluble en el
citoplasma deE. coli. La cantidad de proteina purificada por litro de cultive 20 y
15 mg, respectivamente. VirB9.2t, VirB10 y VirB11 se expm@san cuerpos de inclusion
enE. coliy, luego de su purificacion en condiciones desnaturalizagtesndimiento fue
20, 10y 12 mg por litro de cultivo, respectivamente.

Las proteinas purificadas evaluadas por SDS-PAGE mostraropatron de
migracion de bandas de 28, 29, 49, 38 y 44 kDa para VirB9.1t, VirBaB10, VirB11 y
Ef-Tu, respectivamente. La migracion de todas las proteinagidid con el peso
molecular estimado para cada una (Figurd)14or WB todas las proteinas, a excepcion
de VirB9.1t que carece del epitope His-tag, reaccionasonet AcM anti-His-tag (Figura
14B).
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media de anticuerpos (% 1) fue mayor en los grupos inmurszegkpecto a los grupos
control (p<0,05). Esto resultdé en un mayor nimero de nevplositivos inmunizados
(6/10) que de novillos positivos control (0/10). En la Tabla 9 sestma el nimero de
novillos por grupos positivos por ELI®&cm a diferentes dias post desafio.

Tabla 7. Parametros clinicos individuales al momentolalaplicacion del tratamiento con oxitetraciclina
(20 mg/kg) en novillos (n=20) vacunados con cuatro dosis de pasteecombinantes/Quil A (Grupo 1),
proteinas recombinantes/Montanide (Grupo 2), PBS/Quil A (Grupg BBS/Montanide (Grupo 4) y

desafiados con Ieritrocitos parasitados coh marginale.En negrita se muestta media +SEM de cada

grupo.

Grupos Animal ID Tratamiento (dia) HTO (%) PEP T (°C)
1 23 22 5 39,2
6 30 19 6 39,0
14 26 17 6 38,5
Grupo 1 16 30 15 5 39,1
20 30 15 7 398
28+ 1 17,6 +13 5,8 + 0,4 39,1+0,21
2 26 19 5 38,8
8 27 18 5 39,4
Grubo? 11 26 19 7 39,5
rupo. 19 21 22 6 39,7
15 21 23 6 42,0
24+ 1 20,2+0,1 5,8+ 0,4 39,8+ 0,6
12 23 20 6 38,7
3 23 20 6 38,6
7 23 20 7 39,1
Grupo 3 17 25 19 6 40,1
5 28 23 7 40,6
24+ 1 20,4 +0,7 6,4+0,3 39,4+0,4
21 26 19 6 38,4
9 28 23 6 40,0
4 30 16 7 39,1
Grupo 4 10 28 16 7 39,1
13 30 15 7 39,4
28+ 1 17,8+ 15 6,6 +0,3 39,2+0,3

Los valores entre los grupos no son significativameifieeentes (p>0,05).
HTO = hematocrito.

PEP= porcentaje de eritrocitos parasitados.

T= temperatura corporal.
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Tabla 8. Parametros clinicos expresados como las medias (x$BMyrupos de los valores maximos
obtenidos luego del desafio con’ Hitrocitos parasitados coh. marginaleen novillos (n=20) vacunados
con cuatro dosis de proteinas recombinantes/Quil A (Grupoprbteinas recombinantes/Montanide
(Grupo 2), PBS/Quil A (Grupo 3) y PBS/Montanide (Grupo 4).

Maxima depresion T acumulada por Novillos tratados cor

Grupos del HTO (%) Maximo FEP o cima de 39,5°C  OTC (n/n)
Grupo 1 484123 6.2+ 04 12202 5/5
Grupo 2 44,4+ 1,8 6,0+ 0,5 1,4+0,5 5/5
Grupo 3 45,7+ 3,4 6,9+ 0,1 1,1+0,3 5/5
Grupo 4 45,7+35 7,0+0,3 1,4+0,5 5/5

Los valores entre los grupos no son significativameiféeentes (p>0,05).
HTO = hematocrito.

PEP = porcentaje de eritrocitos parasitados.

T = temperatura corporal.

OTC = oxitetraciclina.

Tabla 9. Respuesta inmune humoral al desafio éonmarginale Niumero de novillos en los grupos
inmunizados (Grupo 1 y Grupo 2) y en los grupos control (Grupo 8ipd3) con anticuerpos anti-MSP5

determinados por ELISAhc-cm a diferentes dias post desafio

Grupos inmunizados Grupos control
Dias post Grupol Grupo 2 Total Grupo 3 Grupo 4 Total
desafio (n=5) (n=5) (n=10) (n=5) (n=5) (n=10)
14 3 3 6 0 0 0
21 3 5 8 4 2 6
28 5 5 10 5 4 9
35 5 5 10 5 5 10

(*) Indica diferencia significativa (p<0,05).
Punto de corte: 29% de inhibicion.
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2.5DISCUSION

En este trabajo se seleccionaron cinco proteinas subdotes de la superficie de
A. marginalepertenecientes al sistema de secrecion de tipo IV (T@&8)evaluarlas como
inmundgenos en bovinos. Estas proteinas han sido megut@mo candidatas vacunales
por otros autores, pero su eficacia protectiva nunca fuaasla(Lopez y col., 2007; 2008
Sutten y col., 2010; Morse y col., 2012). Las proteinas recontem&/irB9.1t, VirB9.2t,
VirB10, VirB11l y Ef-Tu no lograron inducir proteccion en basncontra el efecto
patégeno dé. marginaleluego del desafio experimental.

Las proteinas del T4SS son importantes para la supervivencieelular y la

Muchas de ellas est@axpuestas a la superficie bacteriana, donde podrian ser aquada
anticuerpos neutralizantes debido a la carencia de lipopilidas en la familia
Anaplasmataceae (Morse y col., 2011). Ademas, son protdiaasente conservadas entre
cepas geograficamente diferentes Alemarginale (Lopez y col., 2007). Los epitopes
subdominantes son relevantes en la proteccion inmuneglse ha establecido claramente
para varios patdgenos virales cuya inmunidad protectora noorselacioné con la
inmunodominancia de los epitopes (Oukka y col., 1996; Gallimood. y1998;).

Tebele y col., (1991) y Brown y col., (1998a) demostraron guarhunizacion de
terneros con fracciones o con la membrana externgleta deA. marginalecon el
adyuvante Quil A, induce inmunidad protectora frente al degain una cepa homdloga
La inmunidad resultante incluye una fuerte respuestaldasd CD4+ y altos titulos de
IgG2. Sin embargo, en este trabajo la induccion por el inmumodde una alta respuesta de
anticuerpos con predominio del isotipo 1gG2, no logré mitedarurso de la infeccion por
A. marginale Se observaron resultados similares con otras protsita®minantes de la
membrana externa d&. marginaleque fueron probadas como inmundgenos. La vacuna
con las proteinas AM854 y AM936 indujo una respuesta inmune cabipaa la de la
vacuna con la membrana externa, con altos niveles de @@®2ue no logré proteger
contra el desafio (Deirdre y col., 2016). Albarrak y col., (2@Ehostraron que la proteina
subdominante AM779 tampoco pudo proteger a los terneros cordesadfio homdélogo
con machos adultos dBermacentor andersoninfectados corA. marginale cepa St.

Maries. Adicionalmente, en aquellos experimentos, lososiglinicos observados en los
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animales luego del desafio cén marginale fueron similares a los observados en este
trabajo (Albarrak y col., 2012; Deirdre y col., 2016).

La respuesta de anticuerpos anti-MSP5 al dia 14 post dssaffiservo en el 60% de
los novillos inmunizados (G1 y G2), mientras que los novillostrol (G3 y G4)
permanecieron negativos. Esta diferencia podria aséwa la presencia de anticuerpos
opsonizantes generados luego de la inmunizacion con lasnateicombinantes. Se
conoce que los anticuerpos son mejores opsoninas paséeeta inmune adaptativo que
los factores del complemento del sistema inmune inhaego del desafio, en los novillos
inmunizados, los anticuerpos dirigidos contra las pratediesd. marginaleexpuestas a la
superfice celular (VirB9.1t, VirB9.2t y VirB10) opsonizarodas bacteriasy fueron
reconocidos, a través de la region Fc de la IgG, pardladas fagociticas que procesaron
las bacterias opsonizadas y las presentaron a laas@luEste proceso podria favorecer la
secrecion temprana de anticuerpos en los animales inrdagiza

La falta de inmunidad protectora en este ensayo podriaiegeba la falla de las
proteinas recombinantes para exponer sus epitopes cadtinols conformacion correcta
para generar anticuerpos protectores, ya que tres de ellss atlizaron en su estado
nativo. Las proteinas expresadas en su estado nativzaddg como antigenos en vacunas
recombinantes, permiten incorporar estos epitopes que raguie@sructuras
conformacionales (Dormitzer y col.,, 2008; Zhao y col., 201l)s caracteristicas
intrinsecas de las proteinas de la membrana externAd. dearginale hacen que su
expresion nativa sea dificultosa. En trabajos prevassproteinas del T4SS se obtuvieron
en condiciones desnaturalizantes (Sutten y col., 2010; Lope#.,y2007, 2008; Morse y
col., 2011).Zhao y col., (2016) lograron expresar VirB9.1 soluble comB¥iL-GST y
VirB9.2 insoluble como VirB9.2-SUMO vy luego replegaride ha reportado que |
clonacién y expresion de proteinas recombinantek.ecoli sin el péptido sefial puede
aumentar los niveles de expresion y solubilidad sin afdetanmunogenicidad (Yang y
col., 2014). En este trabajo, el analisisilico mostrd que la condicion mas favorable para
expresar la proteindirB9.1 soluble era sin el péptido sefial. Asi, VirB9.1t (resd2®@-
272) se obtuvo en la fraccién soluble en el citoplasmé&.deli. VirB9.2 sin el peptido
sefal (residuos 27-281), en cambio, se obtuvo en la draéaesoluble deE. coli y su

plegamiento no fue posible, contrariamente a lo reportadaZpao y col., (2016). Esta
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diferencia podria ser explicada por el uso de la protgntusion SUMO. La chaperona
SUMO podria mejorar el plegadie la proteina manteniendo los intermediarios de plegado
en soluciérhasta adoptar la conformacion correcta (Kong y Guo, 2011).

La incapacidad del inmundgeno para generar anticuerpos quedidg@ntrada del
parasito a la célula huésped, podria ser otra causa dialalé inmunidad protectora en
este ensayoLas vacunas mas exitosas se dirigen a epitopes altarnenservados
necesarios para la entrada del microorganismo a laacéluésped (Telford, 2008).
Adicionalmente, estudios previos han demostrado que lasascomlti-antigenom mas
efectivas para inducir una respuesta protectora en compa@oioun antigeno individual
(Willadsen; 2008). En este trabajo, las cinco proteinas eladupueden haber resultado
insuficientes para prevenir la invasion de los eritrogmsA. marginale

Los ensayos de inmunizacion con proteinas recombinantesosquiejos debido a
gue diversas variables del plan de inmunizaciéon y del dgsaéiden influir en el resultado.
Las variables del plan de inmunizaciéon incluyehadyuvante; el tamafio molecular, la
conformacion y la concentracion del antigegoel intervalg la via y el nimero de
aplicacioresdel inmundgeno. Las principales variables del desafioasdodis y la via de
administracion. Debido a que todos estos factores puedaim @il el éxito de una vacuna
recombinantgaln con los resultados obtenidos es dificil descalter proteinas evaluadas

en este ensayo como potenciales antigenos vacunales.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

A través de este trabajo se abordd la problemética dmdplasmosis bovina en
forma conjunta desde el diagnéstico y la prevencion.dé&darrollo de técnicas de
diagnostico seroldgico eficientes y de bajo costo gadien la situacion epidemioldgica
de la anaplasmosis teniendo en cuenta que la vacunacidh. aentralese utiliza como
método de prevencién, y el desarrollo de un inmundégenmaties que resulte seguro y
aplicable en animales adultos; son requerimientos paranirdaeaparicion de brotes de
anaplasmosis, prevenir la expansion Ale marginale y contribuir al control de la
enfermedad.

Para abordar diagnostico serologico de la anaplasmedisbajo en la produccion
de un antigeno que permita mejorar la performance del ELL&Alonacion y expresion
soluble erk. colide una forma truncada de las proteinas MSPA. dearginaley MSP5 de
A.centrale carentes de la region de transmembrana (residuos 28-géjitio el
desarrollo y optimizacion de dos disefios de ELISA (ELISARLISAdp). Ambos ELISA
resultaron mas especificos que el ELISA comercial digp®(VMRD inc.) al carecer de la
chaperona molecular MBP, y mas sensibles para landiegcion de anticuerpos contra
A. centrale al contener el antigeno homodlogo. Con el ELISAdp,n&de se evitd la
utilizacion de AcM y se disminuyeron los costos de diagewstl utilizar reactivos de
produccion nacional. Ambos disefios se podran aplicar peeardear de forma eficiente y
a bajo costo el estatus epidemiolégico de los rodeomiglgtro pais y la region, donde la
vacunacion corA. centralees una herramienta para la prevencion de la anaplssmos
bovina.

Para abordar la prevencion de la enfermedad se traba@ desarrollo de una
vacuna recombinante para uso en animales adultos. Corolgstevo, se clonaron y
expresaron enk. coli las proteinas VirB9.1, VirB9.2, VirB10, VirB1l y Ef-Tu
pertenecientes al sistema de secrecion tipo IVAdemarginale,y se probaron como
inmunégenos en dos formulaciones con Quil A o Montan@aocadyuvantes. Las dos
formulaciones indujeron respuesta inmune humoral en b®vp®o no lograron atenuar el
efecto patégeno d&. marginale Si bien el resultado del ensayo en cuanto a proteccién no

fue exitoso, se determiné la capacidad protectiva en bogmaico antigenos postulados
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en la bibliografia como candidatos vacunales. Conaggezedente se contribuye al disefio
y ejecucion de futuros experimentos-

La identificacién del epitope especifico p&amarginaleque fue reconocido por los
AcM evaluados en este trabajo la utilizacion como antigen@n forma de péptido
sintético, permitiria desarrollar un ELISAc para laedeton de anticuerpos especificos
contraA. marginale Disponer de una técnica que permita conocer el origenidéetion
en animaleg®\naplasmaspp. positivos, es el desafio para futuros ensayos.

Por su parte, la identificacion de los epitopes critd®$os antigenos seleccionados
para vacunas recombinantes y su expresibn como proteinessnaasi como la
determinacion de las interacciones proteina-proteina ldgaepara el desarrollo de
inmunidad protectora, son puntos importantes que deberian seiadss en futuros

ensayos orientados al desarrollo de una vacuna recon@irgara A. marginale.
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