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Resumen
La Leucosis viral bovina es una patologia crénica principalmente subclinica, cuyas
principales lesiones corresponde al desarrollo de neoplasias e inmunosupresion, causadas
por la infeccién del Virus de leucemia bovina (BoLV), éste es un Retrovirus el cual se
transmite de manera horizontal, por contacto directo entre animales sanos con fluidos
principalmente sangre de animales infectados, de forma mecanica mediante vectores, como
insectos hematéfagos, por via iatrogénica y vertical por via transplacentaria, la cual ocurre
en menor porcentaje. Esta enfermedad se ha descrito en el Ecuador, sin embargo, no se
cuenta con datos sobre la frecuencia y el impacto econémico de la enfermedad en la
industria bovina. Una de las limitantes para la aplicacibn de medidas de control y
eliminacion de la enfermedad en los hatos afectados se centra en la poca disponibilidad de
herramientas diagnéstica que permita la identificacion de los animales afectados. La
identificacion de los animales expuestos al BoLV y potencialmente infectados se basa en la
deteccidn de anticuerpos que reconocen antigenos estructurales, por ello el objeto de este
trabajo correspondié a producir el antigeno recombinante p24 en un modelo de expresion
bacteriano basado en Escherichia coli y evaluar su reconocimiento por anticuerpos con el
uso de sueros de animales considerados seropositivos al BoLV mediante ensayos de ELISA
indirecto. El antigeno p24 se selecciond por ser una de las proteinas que se encuentra en
mayor cantidad en la capside del retrovirus, mediando el empacado del genoma de ARN, y
es considerada como un antigeno util para el diagnéstico debido a que muestra una fuerte
capacidad para inducir respuesta inmune. Como resultado se logré obtener el antigeno
recombinante p24 en forma pura en el modelo de expresion bacteriano, obteniendo un
rendimiento estimado de 4,87 mg/l, y el cual fue reconocido por los anticuerpos presentes

en muestras de suero de bovinos seropositivos.

Palabras clave del autor: veterinaria, enfermedad animal, virus, biotecnologia,
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Abstract
Bovine leukosis is a chronic pathology with limited clinical manifestation, whose main lesions
correspond to the development of neoplasias and immunosuppression, caused by the
infection of the Bovine leukemia virus (BoLV), this is a Retrovirus which is transmitted
horizontally, by direct contact between healthy animals with fluids from infected animals,
mechanically through vectors, such as hematophagous insects, iatrogenically and vertically
through the transplacental route, which occurs in a lower percentage. This disease has been
described in Ecuador, however there is no data on the frequency and economic impact of
the disease in the bovine industry. One of the limitations for the application of disease
control and elimination measures in affected herds focuses on the limited availability of
diagnostic tools that allow the identification of affected animals. The identification of animals
exposed to BoLV and potentially infected is based on the detection of antibodies that
recognize structural antigens, therefore the objective of this work was to produce the
recombinant antigen p24 in a bacterial expression model based on Escherichia coli and
evaluate its recognition by antibodies with the use of sera from animals considered
seropositive to BoLV using indirect ELISA assays. The p24 antigen was selected because it
is one of the proteins found in greatest quantity in the retrovirus capsid, mediating the
packaging of the RNA genome, and is considered a useful antigen for diagnosis because it
shows a strong capacity to induce immune response. As a result, it was possible to obtain
the recombinant p24 antigen in pure form in the bacterial expression model, obtaining an
estimated yield of 4,87 mg/l, and which was recognized by the antibodies present in serum

samples from seropositive bovines.
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1. Introduccién
La produccién y consumo de leche y carne ha incrementado en los ultimos afios, en la
misma medida de la demanda generada por el aumento de la poblacién humana, y con el
fin de satisfacer las necesidades de la misma, se han hecho mejoras genéticas para tener
una produccion mas eficiente, sin embargo, estas mejoras a pesar de influir positivamente
en la produccién también traen consigo aspectos negativos; si bien es cierto, se favorecen
algunos aspectos de interés, también es bien sabido que varias enfermedades pueden
aparecer al incrementarse la seleccién animal, la consanguinidad, al intentar fijar caracteres
fenotipicos de interés, que finalmente conllevan a tener mayor susceptibilidad a
enfermedades infecciosas, las cuales en algunos casos causan una baja en la produccion
lactea, afectando al sistema reproductivo y al llevar a una reduccién de la vida productiva de
las vacas. Dentro de las principales enfermedades infecciosas virales que afectan al ganado
lechero se encuentran la Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), Diarrea viral bovina (DVB),
y Leucosis viral bovina (LVB) (SENASA, 2017).
Adicionalmente, alguna de estas enfermedades se sospecha pueden significar un riesgo en
salud publica; por ejemplo, investigaciones sugieren que el consumo de leche y sus
derivados proveniente de animales seropositivos a LVB, que no tienen un debido proceso
de pasteurizacién antes de la elaboracion de los productos tiene relacién con la presencia
de cancer de mama en la poblacion humana. Lo anterior se sustenta en que se ha
encontrado evidencia de genético viral en muestras de tejidos mamarios con neoplasias,
pudiendo llegar a convertirse en un potencial problema zoonético afectando a la salud
publica (Kuczewski et al., 2021).
Por otro lado, el impacto econémico en la ganaderia bovina causado por la LVB se centra
en algunas problematicas, dentro de las cuales se encuentran pérdidas por alrededor del 5
% a consecuencia del decomiso de canales por la presencia de tumores linfomatosos, en
animales sacrificados en Estados Unidad de Norteamérica (EEUU) (Gutiérrez et al., 2014).
La LVB causa inmunosupresion en los animales que lo padecen, razén por la cual los
animales infectados son mas susceptibles a enfermedades oportunistas, principalmente
enfermedades infecciosas como dermatomicosis, mastitis, patologias en las pezufias y las
mucosas (Barlett et al., 2020).
Si bien en Ecuador el ente regulatorio nacional de sanidad animal, la Agencia de
Regulacién y Control Fito y Zoosanitario-AGROCALIDAD considera a la LVB una
enfermedad de declaracién obligatoria no cuenta con registros epidemiolégicos actualizados
de la enfermedad (AGROCALIDAD, 2022). Ante esta realidad en la que se carecen de
datos estadisticos en el pais sobre la LVB, se desconoce qué porcentaje de la poblacion

bovina se encuentra expuesta y potencialmente infectada, desconociendo las pérdidas
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economicas al sector agropecuario. Dentro de los pocos datos con los que se cuenta; en el
2017 se report6 un estudio de seroprevalencia con 3.307 muestras bovinas a las que se les
aplic6 un test con una sensibilidad y especificidad diagnostica del 98 y 100%,
respectivamente, encontrando como resultado en la provincia de Manabi un 0,89, en
Chimborazo 3,13 y en Pichincha 8,13% de muestras positivas a la presencia de anticuerpos
(Vasconez-Hernandez et al., 2017). Entre los afios 2020 - 2022 se realizd un estudio en las
provincias de Azuay y Cafar en la cual se reporté un porcentaje de positividad entre 21 —
41% (Maldonado & Pérez, 2022).

Por lo anterior, se hace necesario una mayor evaluacion de la LVB lo cual requiere una
disponibilidad de pruebas diagnosticas de esta infeccién viral. Sin embargo, es importante
sefalar que en el pais no se han desarrollado los insumos necesarios para la elaboracion
de kits inmunodiagndsticos que faciliten la generacion de datos sobre la presencia y
frecuencia de la LVB en el Ecuador, es por ello que se ha identificado la necesidad de
elaborar un antigeno recombinante con el uso de un modelo bacteriano de expresion, a fin
de evaluar a futuro su utilidad en la detecciébn de anticuerpos en animales expuestos y

potencialmente infectados con este patégeno viral.
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2. Objetivos y pregunta de investigacién
2.1. Objetivo general

Producir el antigeno recombinante p24 del Virus de la leucemia bovina en un modelo de
expresion bacteriano basado en Escherichia coli.

2.2. Objetivos especificos

Generar la construccion genética para la expresion de la proteina p24 del Virus de la
leucemia bovina en Escherichia coli.

Obtener en forma pura la proteina p24 mediante el empleo del sistema de purificacién por
afinidad a metales inmovilizados.

Evaluar el reconocimiento del antigeno p24 por anticuerpos de sueros bovinos mediante un
ensayo de ELISA indirecto.

3. Pregunta de investigacion

¢ Es factible obtener en un modelo de expresién bacteriano la proteina recombinante p24
del Virus de leucemia bovina, para la deteccion de anticuerpos inducidos por la infeccion

viral?
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4. Revision bibliogréfica
4.1. Virus de la leucosis viral bovina
4.1.1. Resefia histdrica
La Leucosis viral bovina (LVB) es una patologia causada por el Virus de la leucemia bovina
(BLV), recientemente denominado como Deltaretrovirus bovleu (Walker et al., 2022); los
primeros datos que se tienen registrados sobre esta enfermedad son parte de las
observaciones realizadas en el afio de 1871 por Leisering en un bovino, en donde se
encontrd la presencia de esplenomegalia, nddulos de diferentes tamafios con superficie lisa
de color amarillo y una leucocitosis persistente, sin embargo, en esa época no se tenia claro
la causa del porqué de estos signos (Manet et al.,, 1989). Con el pasar de los afios se
realizaron mas notificaciones de LVB en paises como Suiza, Estados Unidos de
Norteamérica (EEUU), Suecia, Francia, Japén, en el Reino Unido y también en ciertas
regiones de Latinoamérica (Burny et al., 1985). En el afio de 1969 en Alemania, Miller y
colaboradores iniciaron una investigaciéon de esta patologia y sobre cual seria su agente
etiolégico, lograron observar por microscopia electrénica a partir de linfocitos ya infectados
la presencia de estructuras que fueron similares a agentes de tipo viral, sin embargo, no fue
hasta el afio de 1972 que se pudo relacionar la presencia de virus con la causa del
desarrollo de esta patologia (Burny et al., 1978; Gillet et al., 2007).

4.1.2. Estructura de la particula viral

El virus de la LVB pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretroviridae, del
género Deltaretrovirus, es un retrovirus tipo C con una distribucion mundial (De Giuseppe et
al., 2004). El virion corresponde a una particula con envoltura y un tamafio entre 80 a 125
nm de diametro, se presenta en forma esférica o de baston. Su genoma viral esta formada
por una molécula de ARN que abarca 8.714 nucleotidos (nt's) (Zhao & Buehring, 2007)
Para que el material genético sea empacado con proteinas virales lleva un proceso
complejo la cual consiste en la unién de regiones especificas de ARN gendémico para una
proteina llamada pX, adicionalmente la misma regién codifica mas proteinas que tienen la
funcién de regular, las cuales son Tax y Rex que son productos de ARN mensajeros
generados por empalmado o splicing alternativo. El gen pX consta de 3.304 nt’s, codifica
para las proteinas Rex y Tax, esta Ultima tiene una funcién regulatoria, activando la
transcripcion, favoreciendo asi la expresion viral e interactuando con otros factores de
transcripcion y traduccién de genes celulares (Boris-Lawrie et al., 1997; Gillet et al., 2007;
Rola-tuszczak et al., 2013).
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El genoma se encuentra organizado en dos TLR (Long Terminal Regions) localizadas en los
extremos 5 y 3" del genoma viral, incluye regiones internas con genes estructurales
llamados Gag (Group-associates antigen), Pol (Polymerase) y Env (Envelope) ubicadas en
los extremos 5" y 3". El gen gag tiene un tamafio de 1.183 nt’s, codifica tres proteinas no
glicosiladas, la proteina de la Nucleocapside (p12) que se une al ARN viral, la proteina de la
Matriz (p15) la cual se une también al ARN viral e interactda con las moléculas lipidicas de
la envoltura viral y la proteina de la Céapside (p24) que protege al genoma (Llames et al.,
2001); este ultimo péptido ha sido utilizado con frecuencia en los laboratorios para

determinar la presencia de anticuerpos generados contra el BLV (Ver Figura 1).
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Figura 1: Esquema de la organizacion y la estructura de la particula viral del BoLV. a)
Genoma del virus de la leucemia bovina (LVB), b) La particula viral (Marawan et al.,
2021).

El gen pol codifica la Transcriptasa reversa y media la integracién del ADN proviral del BoLV
en el genoma de la célula hospedera. El gen pro corresponde a la secuencia codificante de
la proteasa pl4, la cual se encarga del procesamiento de las poliproteinas precursoras y
participa en la maduracién postraduccional del virién (Lairmore, 2014). El gen env consta de
1,547 nt’s, codifica las proteinas de la envoltura, que esta compuesto por la glicoproteina 51

gue es de la porcion extra celular (gp51 o SU) y la glicoproteina 30 que es la porcién de
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transmembranal (gp30, TM) (Johnston et al.,, 2002). La estructura interna del viribn que
empaca el ARN gendmico esta formada por las proteinas de la capside p12, pl5 y p24,
siendo p24 la mas predominante. En cuanto a la envoltura, en esta se integran las
glicoproteinas gp30 y gp51, donde la glicoproteina gp51 es la que despliega un dominio

sobre la superficie (Barez et al., 2015).

4.1.3. Proteina 24

La proteina p24 es la proteina principal de la capside viral, funciona empaquetando el ARN.
Es un inmundgeno de alta potencia ya que tiene una gran capacidad de generar respuesta
inmune la cual ayuda a detectar a animales infectados por medio de pruebas serologicas

(Santillana-Amado & Fernandez-Fernandez, 2018).

4.1.4. Transmisién de lainfeccion

El medio principal por el cual se da la transmisién de la LVB es a través de componentes del
sistema sanguineo, especificamente los linfocitos B que tienen integrado el ADN proviral.
Adicionalmente, otras secreciones corporales que elimina el animal son medios importantes
para la transmision del agente causal de esta enfermedad (Monge-Rojas & Elizondo-
Salazar, 2019).

Por esta razén la trasmision de este virus se puede dar de distintas formas:

- Transmision horizontal: También llamada directa; ésta ocurre cuando hay exposicién de
animales sanos a fluidos infecciosos de animales infectados, sin embargo una de las formas
mas frecuentes en las que ocurre esta transmision es por malas practicas de manejo y
sanitarias que hacen las personas en las ganaderias, durante actividades tales como el uso
agujas hipodérmicas en varios animales, instrumentos quirtrgicos que son utilizados en
muchos animales sin una previa limpieza y desinfeccion siendo que estos instrumentos ya
estan contaminados con fluidos infectados (Gutiérrez, 2010; Benavides & Laverde-Truijillo,
2012).

- Transmision mecénica por vectores: Ocurre a través de la picadura de insectos
hematéfagos como “la mosca brava de los establos” (Stomoxys calcitrans) y los tabanos
(Diptera Tabanidae), al atacar estos insectos a varios animales pueden movilizar viriones
del BLV o células infectadas (Perino et al., 1990; Consuelo, 2003).

- Transmisidn vertical: Se considera que el riesgo de transmision de la LVB por via vertical
(Via intrauterina, por el calostro y la leche) es relativamente bajo (Consuelo, 2003). La
transmisién prenatal ocurre cuando la madre transmite al feto de forma transplacentaria,
aunque suele suceder en un menor porcentaje, también la transmisiébn ocurre en el

momento en que la cria consume calostro de una madre infectada, permitiendo que el BLV
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logre infectar a los linfocitos B de las placas de Peyer del recién nacido dando paso a su
diseminacion. Ya que el desarrollo de la enfermedad causada por la infeccién del BLV es de
un progreso lento, las neoplasias o invasiones a Grganos vitales puede pasar desapercibida
por largo tiempo en el animal infectado (Consuelo, 2003). Es importante recalcar que la
probabilidad de transmisién a través del semen de toros es muy baja, sin embargo, se debe
evaluar a los toros reproductores que seran utilizados para la monta o para inseminacion
artificial (Erskine et al., 2012).

4.1.5. Carga proviral

Se denomina carga proviral al nimero de copias de provirus detectadas en sangre periférica
mediante la cuantificacién de ADN gendmico del BoLV e indirectamente con la titulacion de
anticuerpos generados en contra de los antigenos gp51 o p24 (Gutiérrez et al., 2020).
Segun Bartlett y colaboradores, el nimero de copias del provirus circulantes en el animal
infectado esta correlacionado con el titulo de anticuerpos contra la proteina principal del
nucleo p24 y con la glicoproteina gp51, por lo tanto, los animales con una carga viral alta
van a ser los mas potenciales a trasmitir el virus. En este estudio establecieron que los
animales con una carga viral mayor a 100 copias son altamente trasmisibles del BoLV y con
una carga menor a 100 copias muestran un menor potencial de trasmisién (Bartlett et al.,
2020).

Para controlar la diseminacion de la enfermedad el método mas eficiente consiste en la
eliminacion de la totalidad de los animales infectados, sin embargo, este método no es
econdémicamente viable en hatos lecheros, por ello, como una herramienta alterna puede
emplearse la realizacion de un recuento de la carga proviral en cada uno de los animales
del hato y asi determinar cuales presentan una linfocitosis persistente, tomando en
consideracién que estos son definidos como los animales transmisores mas eficientes
debido a que cuentan con un alto porcentaje de linfocitos infectados en circulacién periférica
y otros fluidos corporales. El desarrollo de linfocitosis persistente va a depender de dos
factores como la genética del bovino y las condiciones ambientales donde reside, y en
consecuencia de estas dos variables el incremento de la carga proviral que tiene el animal
(Juliarena et al., 2007).

4.1.6. Control y erradicacion de la LVB

La manera en la que se puede controlar e intentar erradicar la LVB en los hatos afectados
consiste principalmente en la identificacion de los animales afectados a través de
diagnésticos, para continuar con la eliminacién de animales. Una vez que el hato sea
considerado libre de LVB, se debe hacer un seguimiento seroldgico anual con el objetivo de

mantener el status en el hato.
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Para el control de la LVB es de gran importancia establecer medidas estrictas de buenas
practicas sanitarias y de manejo; se han tenido buenos resultados en los hatos que aplican
una serie de medidas de bioseguridad, entre las que se destacan por su impacto en la
reduccion de la transmision se mencionan las siguientes (Dolz et al., 2015; Lv et al., 2024):

- Cuando se hagan extracciones de sangre o se vaya a hacer inyecciones de farmacos o
inmundégenos, se debe usar una jeringa y aguja por animal.

- En casos de palpaciones usar guantes obstétricos nuevos en cada animal.

- Lavar, esterilizar o desinfectar instrumentos quirdrgicos usados en el hato y entre cada
animal.

- Implementar actividades de control de insectos hemat6fagos, moscas y tabanos.

- El calostro o la leche empleada para alimentar a los terneros debe proceder de vacas que
estén sanas, o en lugar de ellos utilizar sustitutos de leche.

- En caso de utilizar leche de vacas infectadas tratar mediante congelacion o someter a
tratamiento con calor antes de ser suministrada a los terneros.

- Realizar cotidianamente evaluacion sanitaria de los toros que son usados para monta
natural, al igual que en caso de emplear inseminacion artificial, verificar que el semen
proceda de animales no infectados.

- Cuando se adquiera animales, tenerlos en cuarentena con el posterior diagndstico
serologico antes de permitir que convivan con los animales del hato (Monge-Rojas &
Elizondo-Salazar, 2019; Lv et al., 2024).

4.2. Prevalencia e impacto econdmico de la LVB

La prevalencia de la LVB se ha incrementado en paises fuera de Europa segun se reporta
en estudios epidemiol6gicos; el incremento mayor se ha evidenciado en ganado de leche en
contraste con lo observado en el ganado de carne. En algunos paises como EEUU,
Argentina, Canada, China y Japén la LVB se ha incrementado considerablemente en los
ultimos afos, llegando a encontrarse en algunos hatos mas de la mitad del ganado
infectado por el BoLV. En respuesta al incremento de la prevalencia de la LVB, los paises
mas afectados han comenzado a tomar las medidas necesarias para controlar la
transmisiéon del BoLV, para ello se han creado protocolos de bioseguridad, en los cuales
incluyen restricciones comerciales estrictas para proteger a sus hatos. En base a una
encuesta realizada por el United States Department of Agriculture, los hatos ganaderos en
EEUU tienen infectados en un 39 y 83 % de las vacas y los terneros, respectivamente; con
una prevalencia general del ganado infectado entre el 23 y 46 % (Gutiérrez et al., 2020).
Uno de los principales hallazgos post mortem en los animales afectados por LVB es el

linfosarcoma maligno, encontrado en los camales y el cual representa el 26,9 % de
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decomiso de las canales en las plantas de faenamiento, mientras que en los hatos
ganaderos los animales sacrificados seropositivos para LVB representa el 13,5 %. En
Estados unidos para los productores las pérdidas econdmicas por afio causadas por la LVB
se han estimado en $ 285 millones (White & Moore, 2009).

Las pérdidas econdmicas pueden variar dependiendo del fin de la explotacion, segun
estudios realizados en hatos lecheros de EEUU. los tumores linfomatosos eran el Unico
elemento de impacto econémico conocido relacionado con la LVB, asi mismo, determinan
gue en un porcentaje mayor al 5 % de casos de linfomas estan relacionados con animales
con el LVB, siendo la principal causa de decomiso de las canales (Sandoval et al., 2015). Al
igual que el Virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en las personas infectadas, el BoLV
tiene la capacidad de debilitar el sistema inmune, permitiendo que patdégenos oportunistas
causen problemas de salud en los animales infectados, junto con pérdida de peso y
reducciéon de la produccion lechera. Entre las enfermedades que mas se han relacionado
con la LVB, estan la mastitis, enfermedades de las pezufias y de las mucosas. El ganado
lechero tiene una baja considerable en la produccion lechera y se reduce la vida util de la
vaca. Algunos investigadores coinciden en que por cada 10 % del aumento en la
prevalencia de LVB en los hatos ganaderos se observa una disminucién de 115 kg de peso

en los animales seropositivos (Bartlett et al., 2013).

4.2.1. Longevidad de las vacas con LVB

En un estudio realizado en EEUU encontré que el ganado lechero longevo seropositivo al
BoLV, tiene mayor disminucion de la produccion, ademas se incrementa en un 23 % la
probabilidad de ser sacrificado, mientras en una investigacion realizada en Ontario, Canada
reporta que el descarte de ganado seropositivo fue un 27 % mayor al ganado seronegativo
(Jacobs et al., 1995). Segun una investigacién realizada por el United States Department of
Agriculture (USDA) en 1996 y otra realizada en Michigan coinciden en que las pérdidas en
la produccién son alrededor de 95 kg de leche/vaca/afio, con un aumento del 10 % de la
prevalencia (Bartlett et al., 2013).

La produccion de leche también se ve afectada en animales infectados con LVB, en vacas
jovenes la produccién es menor en comparacion con las vacas mas viejas, es decir, las
vacas viejas que a pesar de portar el virus y sus sistemas inmunolégicos no han sido
afectados tienden a tener una mayor produccién, sin embargo, estos animales tienen mayor
riesgo de contraer enfermedades oportunistas cuando su sistema inmunoldgico se debilita.
(Benitez et al., 2022). Segun Bartlett y colaboradores, las vacas positivas a LVB tienden a
producir igual o mas que las vacas negativas para LVB mientras que su sistema

inmunolégico no se encuentre afectado. Por otro lado, las vacas longevas infectadas con el
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virus y que su sistema inmunolégico se ha debilitado resultan en el sacrificio de las vacas
antes de terminar su periodo de vida productiva, sin embargo, esto no sucede con las vacas
jévenes ya que su sistema inmunitario es mas fuerte. De esta manera los hatos ganaderos
con una alta prevalencia de LVB tienden estar constituidos por vacas de mediana edad a
jévenes (Bartlett et al., 2014).

Por otro lado, Da y colaboradores identificaron que los animales infectados con el BoLV y
linfocitosis persistente no son capaces de mostrar el potencial genético de produccion que
poseen, y adicionalmente una disminucién en el contenido de grasa en la leche que
producen (Da et al., 1993).

4.2.2.LVB y salud humana

La potencial implicacién de la LVB como zoonosis ha sido estudiada y debatida por varios
afos, sin embargo, hasta la fecha no se han presentado estudios que fundamente la
relacion causal del BoLV con alguna patologia en humanos. Sin embargo, se ha informado
gue en algunas poblaciones humanas aproximadamente del 70 % de las personas poseen
anticuerpos anti-BoLV y hasta un 25 % presenta provirus circulando en sangre (Nikbakht et
al.,, 2010). En 1970 se realizaron investigaciones para determinar si personas que han
trabajado con animales afectados por LVB, entre los cuales estaban médicos veterinarios,
granjeros, trabajadores, inspectores de carne, entre otros se habian infectado con el BoLV o
habian presentado alguna patologia, a pesar de ello hasta la fecha ningun investigador ha
demostrado una relacién de causalidad entre la exposicion y el contagio con LVB. (Burridge,
1981).

4.2.2.1. Cancer de mamay el BoLV

Segun Gao y colaboradores, el 16 % de las enfermedades de tipo neoplasico tienen como
factor involucrado en su desarrollo una infeccién de tipo viral. Varias investigaciones han
evidenciado que hay relacién entre el cancer de mama y LVB, mismas que han demostrado
gue existe una mayor prevalencia de la presencia de material genético del BoLV en
muestras de tejidos mamarios con neoplasias cuando se trata de pacientes expuestos a la
LVB. Por ejemplo, se ha reportado una mayor prevalencia de cancer de mama en lugares
como Brasil, en donde la presencia de la LVB es alta, esto se relaciona con el consumo de
productos lacteos de origen bovino sin previa pasteurizacién, no asi, en lugares en donde
se han erradicado esta enfermedad como los paises de la Union Europea (Kuczewski et al.,
2021).

Adicionalmente, Baltzell y colaboradores mencionan que hay una relacion altamente

significativa entre la presencia de material genético del BoLV y el cancer de mama en un
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grupo de mujeres del estado de Texas, EEUU. En este trabajo se determiné una
coincidencia del 51,82% de material genético del BoLV en las neoplasias, indicando que la
LVB podria tener una asociacién con al menos la mitad de casos de cancer de mama en
esta poblacién estudiada, tomando como principio que este cancer es un proceso gradual
qgue sufren las células hasta convertirse en cancerigenas y que en esta medida la infeccién
persistente por el BoLV en mujeres podria ayudar a la progresion de las transicion de

células sanas a células neoplasicas (Baltzell et al., 2018).

4.2.3. Herramientas para la reduccion del impacto de la LVB

Dentro de las primeras medidas que se han tomado para la reduccion de los efectos
negativos de la LVB, se encuentra el sacrificio de los animales con recuentos elevados de
carga viral en sangre, mas recientemente se ha evaluado la aplicacion de la identificacion
de la respuesta de anticuerpos contra el LVB para proceder con el sacrificio de los
animales, sin embargo, tomando en cuenta que hay un alto porcentaje de seropositivos en
los diferentes hatos ganaderos es poco aplicable esta medida. A pesar de que se han
tomado medidas para evitar mas contagios mediante el manejo sanitario, en la actualidad
aln se siguen buscando métodos alternativos de control de la LVB, como la aplicacion de
inmunégenos, la identificacién y seleccidn genética de animales mas resistente a la LVB
(Esteban et al., 2009). En este mismo sentido, Abdalla y colaboradores, en un estudio
realizado a vacas Holstein y Jersey determinaron que la heredabilidad de la resistencia a la
LVB fue del 8 %, indicando que el factor genético puede contribuir a el nivel de afectacién

del sistema inmunitario del animal infectado por el BoLV (Abdalla et al., 2013).

4.2.4. Inmundgenos para la profilaxis de la LVB

Segun Gutiérrez y colaboradores una de las estrategias para combatir la LVB en paises con
alta prevalencia es la vacunacién, sin embargo, muchos intentos previos para obtener esta
vacuna han sido infructruosos, debido a las tasas de evolucién que poseen los Retrovirus.
Hasta la fecha el modelo de inmundgeno considerado de mayor viabilidad consiste en el
uso de un clon atenuado pero competente para la replicacion (Gutiérrez et al., 2014).

A diferencia de otros Retrovirus que muestran tasas de altas evolucién, el LVB tiene un
genoma relativamente estable lo que permite pensar en obtener una vacuna eficaz
(Juliarena et al., 2013). En la actualidad ain no se cuenta con vacunas en el mercado para
la prevencion de la LVB, sin embargo, algunos investigadores han intentado desarrollarla
con cierto agrado de éxito para reducir la transmision de la infeccion (Suarez-Archilla et al.,
2022).
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4.2.5. Métodos diagndésticos

Dada la carencia en la actualidad de inmundgenos eficientes para el control de la LVB, se
recurre a la aplicacion de medidas de bioseguridad, la segregacién y sacrificio de animales
una vez establecido el diagndstico de la infeccion. El diagnéstico de la LVB se puede
realizar de forma indirecta con pruebas como la de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) indirecto o de manera directa, con técnicas como la de PCR (Polymerase Chain

Reaction).

4.2.5.1. Método de diagnéstico directo:

4.25.1.1. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR es una técnica de biologia molecular, siendo
mas especifica y sensible para detectar el ADN proviral de LVB en muestras de sangre,
muestras de tejidos como nddulos linfaticos, linfomas o incluso en muestras de leche. Este
método diagndstico nos permite detectar y también amplificar fragmentos virales que estan
en un estado proviral en el torrente sanguineo, es decir, es posible detectar el Retrovirus
incluso antes de que el organismo produzca anticuerpos que sean suficientes como para
ser detectado por pruebas de ELISA indirecto, lo cual favorece un diagnéstico temprano de
la LVB (Felmer et al., 2006; Salazar-Torres & Buitrago-Mejia, 2018).

4.2.5.2. Método de diagnoéstico indirecto:

4.2.5.2.1. ELISA indirecto

Otra técnica de diagnéstico de LVB es la prueba de ELISA indirecto, ésta permite detectar
anticuerpos contra las proteinas p24 o gp51 que forman parte de la estructura del virus, en
los ensayos se pueden emplear por separados o de manera simultanea. Adicionalmente, el
ensayo de ELISA indirecto se puede aplicar a muestras de suero sanguineo o en muestras
de leche (suero lacteo), sin embargo, esta técnica diagnéstica tiene desventajas ya que
para poder detectar estos anticuerpos es necesario que estén en niveles altos; en casos
donde haya una baja carga viral es muy probable que la cantidad de estos anticuerpos sea
limitada y por tanto no puedan ser detectados por los kits de ELISA indirecto, generando asi
una frecuencia alta de resultados falsos negativos (Toma et al.,, 1990; Salazar-Torres &
Buitrago-Mejia, 2018).
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5. Materiales y métodos
Para el proceso de produccion de la proteina recombinante p24 se emplearon muestras de
sangre total de un bovino y de sueros sanguineo del banco de material biolégico del
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Cuenca. Las muestras procedian de bovinos identificados como seropositivos, los cuales
fueron manejados de acuerdo a los criterios técnicos definidos por la Agencia de Regulacion
y Control Fito y Zoosanitario - AGROCALIDAD.

5.1. Actividad 1: Disefio de primers y construcciones genéticas
5.1.1. Materiales
5.1.1.1. Fisicos y equipos

- Software libre SerialCloner version 2.6.1 (http://serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html)

- Informacion digital de la secuencia codificante de la proteina p24, Genbank ID:
LC682198.1, region 956 a 1600 nt’s (https://www.nchi.nim.nih.gov/genbank/)

5.1.2. Procedimiento

Paso 1. Una vez descargada la secuencia de la region 956 a 1600 nt’s nt’s del genoma del
BoLV (LC682198.1) se identific la presencia de sitios de corte con las enzimas de
restriccion Ndel y BamHI, se encontr6 que la enzima Ndel si podria cortar la secuencia.
Paso 2. Se realiz6 el disefio de los oligonucle6tidos para la amplificacion de la secuencia
codificante de la proteina p24, se incluyé en el primers u oligonucledtico antisentido
(Reverse) la secuencia necesaria para el reconocimiento y corte de la enzima de restriccién
BamHI, que permitiria la clonacién el vector de expresion pET15b de manera orientada, y
en el oligonucledtico sentido no se adicioné ninguna secuencia para mantener el extremo
romo (no cohesivo).

Paso 3. Con las secuencias de los oligonucleéticos disefiados y las construcciones
genéticas a obtener, se procedié a la gestién y adquisicion del servicio de sintesis de los

oligonucledtidos a la empresa Macrogen (Corea)

5.2. Actividad 2: Obtencidon de material genético total de muestras de sangre total de un
bovino seropositivo al BoLV

5.2.1. Materiales:

5.2.1.1. Fisicos y equipos

- Tubos eppendorf de varios volimenes

- Pipetas
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- Puntas

- Equipo de bioseguridad

- Centrifuga

- Cronémetro

- Vortex

- Gradillas

- Congelador (-20°C)

- Refrigerador (4°C)

5.2.1.2. Reactivos y soluciones

- Buffer de lisis (40 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 200 mM de NaCl; 8 mM de EDTA; 2 % de SDS
(Sigma, Cat. no.: T4661, 320331, 53014, EDS y 71725))

- Solucién de Proteinasa K (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM de EDTA, 50% de Glicerol, 5
mg/ml de Proteinasa K (Sigma, Cat. no.. T4661, 320331, EDS; G5516 y Fisher
bioReagents, Cat. no: BP1700))

- Solucién de Fenol/Cloroformo/A isoamilico 25:24:1 (Sigma, Cat. no.: 77619)

- Etanol absoluto (Sigma, Cat. no.: E7148)

- Solucién de Etanol al 70% (Sigma, Cat. no.: E7148 y W4502)

- Agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. no.: W4502)

5.2.1.3. Bioldgicos

- Muestra de sangre completa de un bovino seropositivo al BoLV

5.2.2. Procedimiento:

Paso 1. Se tomé 200 pl de sangre completa y se le agregé 200 ul de la solucién Buffer de
lisis y 40 ul de la solucién de Proteinasa K, para tener total de 440 pl.

Paso 2. Esta mezcla fue colocada en Bafio Maria por 14 h a una temperatura de 56 °C,
posteriormente se le agrego 440 ul de la Solucién de Fenol/Cloroformo/A isoamilico 25:24:1
y fueron mezcladas con la ayuda de un vortex por 10 a 15 s.

Paso 3. La mezcla fue centrifugada a 14,000 x g por 10 min, posterior a lo anterior se
observo que la solucion se separd en dos partes, la inferior que corresponde a la mezcla de
solventes y la superior acuosa.

Paso 4. Se tomo 350 pl de la parte acuosa o sobrenadante y se colocé en un tubo nuevo, al
cual se le agregé 875 ul de Etanol absoluto frio (4 °C).

Paso 5. Ambas soluciones se mezclaron por inversion y se sometieron a centrifugacion a
14,000 x g por 10 min para formar la pastilla de los acidos nucleicos totales, posterior a la

centrifugacion se decanto el sobrenadante.
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Paso 6. Al precipitado o pastillas del tubo se le agregé 500 ul de la Solucién de Etanol al 70
% fria (4 °C), se lavo la superficie del tubo por inversion y posteriormente se volvié a
centrifugar en las condiciones arriba descritas.

Paso 7. El sobrenadante se decant6 nuevamente y el precipitado con el ADN total se dej6
secar a temperatura ambiente durante 12-14 h protegido del polvo y la luz directa.

Paso 8. Una vez seca la pastilla de ADN total, se disolvié en 40 ul de agua grado biologia

molecular, y se almacend a -20 °C hasta su uso.

5.3. Actividad 3: Amplificacion de secuencias codificante del antigeno p24 del BolLV
mediante PCR

5.3.1. Materiales

5.3.1.1. Fisicos y equipos

- Set de micropipetas y sus puntas estériles

- Microtubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos de PCR

- Cooler

- Refrigerador (4 °C)

- Congelador (-20 °C)

- Cabina de PCR

- Vértex

- Picofuga

- Termociclador

- Cristaleria de laboratorio

- Platina de calentamiento y agitacion magnética
- Potencibmetro (pH metro)

- Autoclave

- Equipo de filtracién (@ 0,22 pm)

- Vortex

- Balanza analitica

- Camara de electroforesis horizontal

- Horno de microondas

- Transiluminador UV

- Fotodocumentador UV (ChemiDoc XRS+ System, BioRad)
5.3.1.2. Reactivos y soluciones

- Agua grado biologia molecular (Sigma Aldrich, Cat. no.: W4520)
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- Enzima Pfx ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 11708-039) con la Solucion buffer de
amplificacion 10X, Solucién enhancer 10X y la Solucion de MgSO4a 50 mM.

- Solucién de dNTP’'s a 10 mM de cada uno (dNTP’s set, Thermo-scientific, Cat. No.:
R0182)

- Oligonucledtido sentido BLVp24For (TGCCAATCATATCTGAAGGGAATCGC) vy
oligonucleotido antisentido BLVp24Rev2
(GACGGATCCTTAGAGAAGTGCAGGCTGTTTCATC) (Macrogen). Estos oligonucledtidos
amplifican un producto de PCR de 657 pares de bases (bp).

- Agarosa (Invitrogen, Cat. No.: 16500-500)

- Solucion buffer TAE 1X (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA, pH 8,0) (Sigma Aldrich,
Cat. no.: T4661, A6283, EDS, S8045)

- Solucién de Bromuro de etidio a 10 mg/ml (Sigma Aldrich, Cat. no.: E7637)

- Solucion buffer de carga 6X para ADN (60 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 6 mM de EDTA, pH
8,0; 0,3 % de Azul de bromofenol; 0.3 de Xilencianol y 30 % de Glicerol) (Sigma Aldrich,
Cat. no.: T4661, 320331, EDS, S8045, B8026, X1426, G5516)

- Marcador de peso molecular de ADN (Invitrogen, Cat. no.: 10488058)

5.3.1.3. Biolégicos

- Material genético obtenido de muestras de sangre total del bovino seropositivo al BoLV

5.3.2. Procedimiento

Paso 1. Para el proceso de amplificacion de la secuencia codificante del antigeno p24 en el
ensayo de PCR se elabor6 una mezcla (Tabla 1) para alcanzar un volumen final de 25 ul
por reaccion; se agitod en el vortex durante 4 a 6 s y posteriormente se centrifugé por 15 a 20

s en la picofuga.

Tabla 1. Composicién de la mezcla de reaccién para los ensayos de PCR para la amplificacion de la
secuencia codificante de p24.

: Concentracion Volumen
Reactivo o : A
inicial final de premezcla por reaccion
Agua grado biologia molecular No aplica No aplica 79,5 pl 15,9 ul
Buffer de amplificacién 10X 10X 1X 12,5 ul 2,5 ul
Enhancer 10X 10X 1X 12,5 ul 2,5l
MgSO4 50 mM 2mM 5l 1u
dNTP’s. 10 mM c/u* 0,2 mM clu 254 0,5 ul
Primer sentido (BLVp24For) 100 uM 0,8 uM 1 0,2 ul
Primer antisentido (BLVp24Rev2) 100 uM 0,8 uM 1l 0,2 pl
Enzima Pfx ADN polimerasa 25 U/l - 1pl 0,2 ul
Volumen parcial 115 ul 23 ul
Muestra de ADN total - - o 2 ul
Volumen final 125 pl 25 ul

* c/u, de cada uno de los dideoxinucleotidos trifosfatados.
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Paso 2. Al volumen total de las premezclas (115 pul) se le agregaron 10 pl de la muestra de
ADN total obtenida de la sangre, las soluciones finales se mezclaron en el vortex, y el
contenido se colecté con ayuda de la picofuga, finalmente las mezclas se dividieron en 5
microtubos (200 ul) previamente identificados, quedando un volumen final por reaccién de
25 pl, posteriormente los microtubos de PCR fueron colocar en el termociclador.

Paso 3: En el termociclador las reacciones de PCR fueron sometidas al perfil de
temperatura descrito en la Tabla 2.

Tabla 2. Perfil de temperaturas de amplificacion de la secuencia codificante del antigeno p24.

35 ciclos
= o
© c G =
R S 9 £ g
N3 S S 5 c g
Etapa © G = -g 2 © <
2 c = S c Uc) )
© T = b} g [} &
= @®© c X +—
4 c = L 3 £
A 2 < <
=
Tiempo . i o ,
Lo 5 30 25 1'30 5 o
('min, ”’s)
Tem%eé;ﬂ“ra 94,0 94,0 58,0 < 68,0 68,0 68,0 4,0
Curva de temperatura de alineamiento
No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
T™ (°C) 580 583 589 598 61,1 624 636 649 66,2 67,1 67,7 68,0
Tubo no.: 1 2 3 4 5

Paso 4: Una vez concluido el proceso de amplificacion de la secuencia codificante, las
reacciones de PCR fueron resueltas mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1,2
% tefiido con Bromuro de etidio.

Paso 5: Las imagenes de los geles fueron fotodocumentadas para su analisis.

5.4. Actividad 4: Clonacion de la secuencia codificante del antigeno p24 y construccién del
plasmido de expresion pET15b-p24BovLV

5.4.1. Materiales

5.4.1.1. Materiales fisicos y equipos

- Set de pipetas y sus puntas estériles

- Refrigerador (4 °C)

- Congelador (-20 °C)

- Ultracongelador (-80 °C)

- Mechero de alcohol y recipiente con Alcohol etilico
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- Palillos estériles y asa de Drigalsky

- Horno de microondas

- Centrifuga

- Microcentrifuga refrigerada

- Vortex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 15y 50 m

- Blogue de calentamiento

- Balanza analitica

- Autoclave

5.4.1.2. Reactivos y soluciones

- Solucién 5 M de NaCl (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014)

- Solucién de Etanol absoluto fria (Sigma Aldrich, Cat. no.: E7148)

- Solucion de Etanol al 70 % fria (Sigma Aldrich, Cat. no.: E7148, W4520)

- Agua grado biologia molecular (Sigma Aldrich, Cat. no.: W4520)

- Solucion 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 (Sigma Aldrich, Cat. no.: T1503, W4520)

- Solucién 100 mM de IPTG (Thermo Scientific, Cat. no.: R0392)

- Solucién 20 mg/ml de X-Gal (Promega, Cat. no.: V394A) en Dimetilformamida (Sigma
Aldrich, Cat. no.: D4551)

- Solucién 100 mg/ml de Carbenicilina (Sigma Aldrich, Cat. no.: C1389)

- Kit de purificacion de plasmidos [GeneJET Plasmid Miniprep Kit] (Thermo Scientific, Cat.
no.: KO503)

- Kit de purificacion de ADN [GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit] (Thermo
Scientific, Cat. no.: K0832)

- Caldo de cultivo LB [1% de NaCl, 1% de Triptona peptona y 0,5% de Extracto de levadura]
(Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625)

- Placas de agar LB [1 % de NaCl, 1 % de Triptona peptona, 0,5 % de Extracto de levadura
y 1,5 % de agar microbiolégico] (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625, A1296)

- Caldo de cultivo SOC [2 % Triptona peptona, 0.5 % Extracto de levadura, 10 mM de NaCl,
2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl;, 10 mM MgSO. y 20 mM de Glucosa] (Sigma Aldrich, Cat.
no.: T7293, Y1625, S3014, 746436, M2670, M2643, G7021)

5.4.1.3. Materiales bioldgicos

- Solucidn del producto de PCR de la secuencia codificante del antigeno p24

- Vector o plasmido de clonacién pGEM-T [pGEM-T Easy Vector System I] (Promega, Cat.
no.: A1360)

- Vector de expresion pET15b (Novagen, Cat. no.: 69661-3)
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- Enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV, Ndel y BamHI (Thermo-scientific, Cat. no.: ER0271,
ERO0301, ER0581, ER0051)

- Enzima Tag DNA polimerasa (Invitrogen, Cat. no.: 10966-030), con la Solucion buffer de
reaccion de PCR 10X, y la Solucion 50 mM de MgCl.

- Solucion de dATP a 10 mM (dNTP’s set, Thermo-scientific, Cat. No.: R0182)

- Enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific, Cat. no.: EL0011)

- Cepa de E. coli TOP10 para clonacion (Invitrogen, Cat. no.: 10368022)

5.4.2. Procedimiento

El producto de PCR de la secuencia codificante de la proteina p24 inicialmente se clon6 en
el plasmido de manipulacién pGEM-T y a partir de esta construccion se subcloné después
de reamplificar la secuencia y tratada con la enzima de restriccion BamHI en el vector de
expresion pET15b en los mismos sitios de restriccion, modificando el extremo generado por
Ndel para hacerlo romo.

Pasos a seguir:

Paso 1. Se precipitd el producto de PCR con la adicién de 4 pl de la Solucién 5 M de NaCl y
260 pl de la Solucion de Etanol absoluto frio a 100 pl de la Solucién de la reaccion de PCR
(ver seccion 5.3.2.), se mezcld por inversion, y ésta mezcla fue centrifugada a 14.000 x g
por 10 min a 4 °C. La pastilla obtenida fue lavada con 500 pl de la Solucién de Etanol al 70
%, y se sec0 a temperatura ambiente protegida de la luz directa y el polvo.

Paso 2. Una vez seca la pastilla fue disuelta en 41,5 ul de agua grado biologia molecular,
se le adiciond 5 pl de la Solucién buffer de reaccion de PCR 10X, 2 ul de la Solucién 50 mM
de MgCl,, 0,5 ul de la Solucion de dATP a 10 mM y 1 pl de la enzima Tag DNA polimerasa.
Esta mezcla fue incubada en el termociclador por 5 min a 94 °C, posteriormente a 72 °C por
30 min; para la adicion de una extension 3~ de Adeninas (A-tailing) al producto de PCR y
poder clonarlo en el vector pGEM-T.

Paso 3. Una vez concluido el procedimiento de A-tailing, la reaccion se sometié al
procedimiento descrito en el Paso 1, ajustando previamente el volumen de la solucion del
producto de PCR con una Solucion 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0.

Paso 4. Una vez seca la pastilla fue disuelta en 15 pl de agua grado biologia molecular, se
tomé 3 pl de la solucién del producto de PCR A-tailed, se colocé en tubo Eppendor de 1,5
ml y se le adicion6 5 pl de la Solucién buffer de ligacién 2X, 1 ul de la Solucién del plasmido
pGEM-T y 1 pl de la Solucion de la enzima T4 DNA ligasa (3 Unidades Weiss/ul). Los
reactivos anteriores se mezclaron el vortex por 10 s y el volumen total de la reacciéon fue
colectado con la picofuga, y finalmente la reaccion se incub6 por 16 h (Toda la noche) en

refrigeracion (4 °C).
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Paso 5. Al siguiente dia una vez concluido el periodo de incubacién de la reaccién de
ligacién, la mezcla de reacciébn se us6 para transformar la cepa TOP10 de E. coli
previamente preparada con Ca*? para ser transformada mediante choque térmico.

Paso 6. Para la transformacion se tomé un vial con (50 pl) la cepa TOP10 de E. coli Ca*?
competente (almacenadas a -80 °C) y se descongel6 en frio, se le adicion6 el volumen total
(10 pl) de la reaccion de ligacion, la mezcla se incubo por 30 min en frio, posteriormente se
aplicé un choque térmico por 1 min a 42 °C en el bloque térmico. Para recuperar las
bacterias la reaccion de transformacion se incubd por 2 min en frio, y se le adicioné 45 l
del medio SOC al que previamente se le ajusto la temperatura a 37 °C.

Paso 7. Para favorecer la recuperacion de la cepa bacteriana, a continuacion, se dejé en
incubacién y agitacion (200 r.p.m.) a una temperatura de 37 °C por 60 min. Una vez
concluida el periodo de incubacién, se tomaron 250 ul de la suspensién bacteriana y se
dispersaron con el asa de Drigalsky en 2 placas de agar LB con 100 ug/ml de Carbenicilina
previamente atemperadas a 37 °C con la adicion y dispersion de 40 pl de la Solucion de X-
Gal.

Paso 8. Las placas inoculadas con la reaccién de transformacion se incubaron por 18 h a
37 °C en estatico. Una vez concluido este periodo de incubacion las placas fueron
revisadas, y se identifico la presencia de colonias blancas y azules. Se seleccionaron 4
colonias blancas, se tomaron con la ayuda de un palilo mondadientes (toothpick) estéril y
fueron transferidas a un tubo Falcon (15 ml) con 5 ml de caldo LB con 100 ul de
Carbenicilina, estos cultivos se incubaron durante toda la noche (16 h) a 37 °C en agitacion
constante (200 r.p.m.).

Paso 9. De los cultivos liquidos se obtuvo la biomasa bacteriana mediante centrifugacion a
4.500 x g por 15 min a temperatura ambiente. A las muestras de biomasa bacteriana se les
extrajo el plasmido con el Kit de purificacién de plasmidos (GeneJET Plasmid Miniprep Kit),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La elusidon de los plasmidos se realizé con 50 pl
de agua grado biologia molecular.

Paso 10. Para verificar la clonacion de producto de PCR correspondiente a la secuencia
codificante, se realiz6 un mapa de restriccion con el uso de la enzima EcoRl, para lo cual se
tomé 8 pl de la solucién de los plasmidos de cada una de las clonas y se colocaron en un
tubo Eppendorf (0,5 ml), se les adiciond 1 ul de la Solucién buffer 10X correspondiente a la
enzima y 1 ul de la Solucién de la enzima de restriccion EcoRl. Finalmente, las mezclas de
digestion fueron incubadas a 37 °C en estético por 1 h.

Paso 11. Una vez concluida la digestion, la mezcla de reaccién fue resuelta mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1,2 % tefiido con Bromuro de etidio. Las imagenes

de los geles fueron fotodocumentas para su analisis.
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Paso 12. De una de los clonas positivas a la presencia del producto de PCR se tomé para
reamplificar la secuencia codificante (Ver seccién 5.3.), el producto de PCR después de ser
purificado (Ver sesién 5.4.2., Paso 1.), fue digerido con la enzima de restriccion BamHI (Ver
Paso 10). Por otro lado, para el caso del plasmido de expresion pET15b, se tomd 8,5 ul de
la solucion del plasmido pET15b, se colocaron en un tubo Eppendorf (0,5 ml), se le adicion6
1 ul de la Solucion buffer 10X correspondiente a la enzima y 0,5 ul de la Solucion de la
enzima de restriccion Ndel. La mezcla de las reacciones de digestion fueron incubadas en
las condiciones antes descritas (Ver Paso 10).

Paso 13. Una vez concluido el tiempo de incubacion de la reaccion de digestion del
plasmido pET15b, el material genético fue recuperado siguiendo el procedimiento descrito
en el Paso 1, y tratado con la enzima ADN polimerasa Pfx (Ver seccién 5.3.) para
posteriormente, recuperar el material genético (Ver Paso 1, de esta seccion) y disolverlo en
8,5 ul de agua grado biologia molecular y realizar la digestién con la enzima de restriccidon
BamHI, siguiendo el procedimiento descrito en el paso anterior (Paso 12).

Paso 14. Las muestras del del producto de PCR (pGEMT-p24BoLV) digerido con BamHI el
plasmido pET15b doblemente digeridos (Ndel y BamHI) fueron resueltas mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1,2 % tefiido con Bromuro de etidio. Del gel
obtenido se recuperaron las porciones del mismo donde se localizaron el inserto (p24) vy el
vector (pET15b), de ambos fragmentos se recupero6 el material genético con el uso el kit de
purificacion de ADN (GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI material genético fue precipitado de acuerdo al
procedimiento descrito en el Paso 1.

Paso 15. Una vez seco el material genético correspondiente a la mezcla del inserto y el
vector de expresion éste fue disuelto en 8,5 ul de agua grado biologia molecular, y se le
adicionod 1 pl de la Solucién buffer de ligaciéon 10Xy 0,5 ul de la Solucién de la enzima ADN
ligasa T4. La reaccion de ligacién se incub6 durante toda la noche a 4 °C en estético.

Paso 16. La reaccién de ligacién se us6 para transformar la cepa de E. coli TOP10,
realizando la seleccién de las transformantes agar LB con 100 uyg/ml de Carbenicilina. Para
identificar clonas recombinantes se seleccionaron 4 colonias y se aplicd el procedimiento
descrito en los Pasos 8, 9, 10 y 11, con el uso de la enzima restriccibn EcoRV para la

realizacion del mapa de restriccion.

5.5. Actividad 5: Generacion de la cepa de expresion recombinante E. coli Rosetta 2 (DE3)
con el plasmido pET15b-p24BolLV
5.5.1. Materiales:

5.5.1.1. Materiales fisicos y equipos
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- Set de pipetas y sus puntas estériles

- Refrigerador (4 °C)

- Congelador (-20 °C)

- Ultracongelador (-80 °C)

- Mechero de alcohol y recipiente con Alcohol etilico

- Palillos mondadientes estériles y asa de Drigalsky

- Centrifuga

- Microcentrifuga refrigerada

- Vértex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 15y 50 ml

- Blogue de calentamiento

- Cristaleria de laboratorio

- Incubadora bacteriol6gica con agitador

- Balanza analitica

- Autoclave

- Potenciémetro (pHmetro)

- Sonicador (Qsonica, Modelo Q125)

- Camara de electroforesis vertical

- Platina de calentamiento

- Fotodocumentador (Molecular Imager Gel Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad)

- Software de adquisicion y andlisis de imagen (Image Lab Version 5.2.1, Bio-Rad)

5.5.1.2. Reactivos y soluciones

5.5.1.2.1. Reactivos y soluciones para la generacién de la cepa recombinante

- Solucion 1 M de IPTG (Thermo Scientific, Cat. no.: R0392)

- Solucién 100 mg/ml de Ampicilina (Fisher BioReagents, Cat. no.: BP1760)

- Solucién 100 mg/ml de Carbenicilina (Sigma Aldrich, Cat. no.: C1389)

- Caldo de cultivo LB [1% de NaCl, 1% de Triptona peptona y 0,5% de Extracto de levadura]
(Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625)

- Placas de agar LB [1 % de NaCl, 1 % de Triptona peptona, 0,5 % de Extracto de levadura
y 1,5 % de agar microbioldgico] (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, T7293, Y1625, A1296)

- Caldo de cultivo SOC [2 % Triptona peptona, 0.5 % Extracto de levadura, 10 mM de NacCl,
2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCI2, 10 mM MgS0O4 y 20 mM de Glucosa] (Sigma Aldrich, Cat.
no.: T7293, Y1625, S3014, 746436, M2670, M2643, G7021)

- PBS 10X, pH 7,6 [137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na2HPO4 y 1,76 mM
KH2PO4 (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)
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- DTT o Dithiothreitol (Bio-Rad, Cat. no.: 1610610)

- Solucién de lisis (PBS 1X, pH 7, 6 con 2 mM de DTT).

5.5.1.2.2. Para laresolucion de las proteinas mediante SDS-PAGE

- Agua destilada estéril

- Solucion resolving buffer 4X [1.500 mM de Tris-HCI, pH 8,8 y 0,4% de SDS] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

- Solucién stacking buffer 4X [1,500 mM de Tris-HCI, pH 6,8 y 0,4 % de SDS] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

Solucion de Acrilamida/Bis-acrilamida 29:1 al 30 % (Bio-Rad, Cat. no.: 161015)

- Solucién al 10 % de Persulfato de amonio [0,1 g/ml de Persulfato de amonio] (Sigma, Cat.
no.: A3678)

Solucién TEMED [N, N, N', N'-tetrametiletano-1,2-diamina] (Bio-Rad, Cat. no.; 161-08.01))

- Solucién buffer para SDS-PAGE [25 mM de Tris base; 1 % de SDS; 191 mM de Glicina]
(Sigma, Cat no: T4661, 71725; Bio-Rad, No. cat.: 161-0718)

- Solucién buffer de muestras SDS-PAGE 2X [125 mM de Tris-HCI, pH 8,8; 4 % de SDS; 5
% de B-Mercaptoetanol; 20 % de Glicerol; 0,0025 % de Azul de bromofenol] (Sigma, Cat.
no.: T4661, 71725, 63689, G5516, B8026; Fisher, Cat. no.: 7647-01-0)

- Marcador de peso molecular para proteinas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific, Cat. no.: 26616)

- Solucién de tinciébn con Azul brillante de Coomassie [80 mg/l de Azul de brillante de
Coomassie G250 y 35 mM de HCI] (Bio-Rad, Cat. no.: 161-0406; Fisher, Cat. no.: 7647-01-
0)

5.5.1.3. Bioldgicos

- Cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3) (Sigma-Aldrich, No. cat.: 71397)

- Construccion genética o plasmido pET15b-p24BovLV

5.5.2. Procedimiento

Una vez que se verificd la obtencion del plasmido pET15b-p24BoLV, éste se empled para
transformar la cepa de expresion de E. coli Rosetta 2 (DE3)

Paso 1. Para la transformacién de la cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3) se realizaron los
Pasos 5-7, descritos en la seccién 5.4. Actividad 4, con la excepcién de que se emplearon
placas de agar LB con 100 ug/ml de Carbenicilina y 1 % de Glucosa).

Paso 2. Posterior a la incubacion de las placas, se seleccionaron al azar 4 colonias
bacterianas de las placas de cada una de cepas recombinantes y se inocularon en 50 ml de
caldo LB con 100 pg/ml de Ampicilina, los matraces inoculados se incubaron por 3 h a 37 °C

en agitacion constante (200 r.p.m.), transcurridas 3 h, se le adicion6 el inductor (IPTG) para
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tener una concentracion final de 100 uM. Nuevamente los cultivos se colocaron en la
incubadora en las condiciones antes descritas durante toda la noche (14 h).

Paso 3. Concluido el periodo de induccion, la biomasa bacteriana inducida se coseché por
centrifugacion a 4.500 x g por 15 min a temperatura ambiente. La pastilla bacteriana
obtenida se resuspendié en 1 ml de la Solucion de buffer de lisis, pH 7.6.

Paso 4. La biomasa cosechada se lisé por sonicacion (2 pulsos de 30 s, a 75 % de
intensidad, con un intervalo de descanso de 30 s.

Paso 5. Para la obtencién de la fraccidon soluble e insoluble, el extracto total de la biomasa
lisada fue centrifugado a 20.000 x g por 10 min a 4 °C. Una vez concluida la centrifugacion
el sobrenadante fue retirado cuidadosamente y colocado en un tubo nuevo, y el sedimento
fue resuspendido en 1 ml de Solucién de buffer de lisis, pH 7.6.

Paso 6. Una alicuota de 50 ul del extracto total, la fraccion soluble (sobrenadante) e
insoluble (sedimento) fueron mezcladas con un volumen similar de la Solucién buffer de
muestras SDS-PAGE 2X, y sometidas a ebullicion durante 5 min en bafio Maria.

Paso 7. Las muestras de las fracciones proteicas fueron resueltas mediante SDS-PAGE
discontinuo al 12 %, una vez concluida la resolucién (Gel concentrador 60 Voltios/Gel
concentrador 120 Voltios, para la preparacién del gel ver Nota 1), el gel fue retirado del
molde y colocado en la Soluciéon de tincién de Azul brillante de Coomassie, calentado varias
veces la solucién en el horno de microondas, evitando que la solucion entre en ebullicion,
hasta hacer evidente la presencia de las bandas de las proteinas resueltas.

Paso 8. Concluida la tincion del gel, se retir6 la Solucidn de tincion de Azul brillante de
Coomassie y el gel se lavé con agua destilada 3 veces para retirar los restos del colorante.
Paso 9. El gel tefiido de esta manera fue fodocumentado y se analizé la presencia de la
expresion del antigeno p24.

Nota 1. Preparacion del gel para SDS-PAGE

Paso 1. Para la resolucion de las muestras de proteinas se prepard un gel discontinuo
desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %, para el gel resolutivo (Resolving) se colocaron
en un recipiente limpio (Tubo Falcon de 50 ml) los siguientes reactivos, previo al armado de

las placas con los aditamentos para formar el gel (Gel casting system):

Tabla 3. Mezcla de reactivos para el gel separador.

Numero de geles (Volumen del reactivo):

Reactivo:
Un gel (ml) Dos geles (ml)
Agua destilada estéril 2.625 5.250
Solucién resolving buffer 4X 1.875 3.750
Solucion de Acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 3.000 6.000
30%
Solucién al 10% de Persulfato de amonio 0.025 0.050
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Solucién TEMED 0.002 0.005
Volumen total 7.027 15.055

Paso 2. Se mezclaron cuidadosamente los reactivos, evitando en lo posible la formacién de
espuma y de la misma manera se transfirieron a los moldes de los geles, hasta la marca
previamente colocada para definir la longitud del gel. Se adicion6 un poco de agua destilada
estéril para evitar la evaporacion del agua del gel y el ingreso de Oxigeno, y se espero el
tiempo suficiente para permitir la polimerizacion del gel.

Paso 3. Una vez polimerizado el gel resolutivo se preparo el gel concentrador (Stacking),
para lo cual se adicionaron en un recipiente limpio (Tubo Falcon de 50 ml) los siguientes

reactivos:

Tabla 4. Mezcla de reactivos para el gel concentrador.

) Numero de geles (Volumen del reactivo):
Reactivo:

Un gel (ml) Dos geles (ml)
Agua destilada estéril 1.445 2.890
Solucién stacking buffer 4X 0.625 1.250
ggtl)}:mon de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 0375 0750
Solucién al 10% de Persulfato de amonio 0.050 0.100
Solucion TEMED 0.005 0.010
Volumen total 2.500 5.000

Paso 4. Se mezclaron los reactivos con excepcion del TEMED. Se retiré el agua adicionado
al gel resolutivo, se colocaron los peines para forma los pozos en un formato de gel
preparativo. Se adicioné al gel concentrador, se mezclé cuidadosamente para evitar la
formacion de espuma y rapidamente se transfirié a los moldes de los geles. Se adicioné un
poco de agua destilada estérii y se esper6 el tiempo suficiente para permitir la
polimerizacion del gel.

Paso 5. Una vez preparados los geles, se colocaron en la camara de electroforesis, se

adiciond la Solucién buffer de electroforesis SDS-PAGE, y se cargaron las muestras.

5.6. Actividad experimental 6: Purificacion IMAC del antigeno recombinante p24
5.6.1. Materiales

5.6.1.1. Materiales fisicos y de laboratorio

- Cristaleria de laboratorio

- Balanza analitica

- Potenciometro (pHmetro)

- Set de micropipetas de varios volimenes y sus puntas estériles
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- Platina de agitacion y balas magnéticas

- Vortex

- Refrigerador (4 °C)

- Columna plastica (Thermo Scientific, Cat. no.: 89898)

- Soporte universal

- Gradillas y tubos de vidrio

- Refrigerador (4 °C)

5.6.1.2. Reactivos y soluciones

- H2O destilada

- Resina HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (Thermo Scientific, Cat. no.: 25215)

- PBS 10X, pH 7,6 [137 mM de NacCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na:HPO, y 1,76 mM
KH2PO, (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)

- DTT o Dithiothreitol (Bio-Rad, Cat. no.: 1610610)

- Solucion 1 M de Imidazol (Acros organics, Cat. no.: 12292-1000)

- Solucién buffer de lisis (PBS 1X, pH 7,6 con 2 mM de DTT)

- Solucion buffer de lavado (PBS 1X, pH 7,6 con un total de 500 mM de NaCl, 5 mM de
Imidazol y 2 mM de DTT)

- Solucién buffer de elusién (PBS 1X, pH 7,6 con 500 mM de Imidazol y 2 mM de DTT)
5.6.1.3. Materiales bioldgicos

- Fraccion proteica soluble con el antigeno p24, de la biomasa inducida

5.6.2. Procedimiento

Una vez obtenida la fraccion soluble de la biomasa inducida de la cepa de E. coli Rosetta 2
(DE3): pET15b-p24BoLV, se realizd la purificacion del antigeno p24 por IMAC.

Paso 1. Una vez preparadas las soluciones necesarias para el proceso de purificacion por
IMAC, se prepard la columna con 4 ml de la resina (HisPur Ni-NTA Superflow Agarose).
Paso 2. La resina se lavé 2 veces con 4 volimenes de agua destilada (8 ml), y se procedio
al equilibrio de la resina con la adicion (2 veces) de 2 volumenes (4 ml) de la Solucién buffer
de lisis.

Paso 3. Con la resina equilibrada se continué con la adicién de 2 volimenes (4 ml) de la
fraccion proteica soluble de la biomasa inducida. El efluente (No pegado) de la columna fue
colectado en un tubo de vidrio, el cual se mantuvo en frio (4 °C).

Paso 4. Se realizaron los lavados (5 en total) de la resina con 4 volimenes (8 ml) de la
Solucién buffer de lavado, cada fraccién de lavado fue colectada por separado (Lavado 1, 2,
3,4y5).
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Paso 5. Continuando con el proceso de purificacion, para eluir la proteina se le adicioné a la
resina 1 volumen (2 ml) de la Solucién buffer de elusién, éste paso se repiti6 una vez mas
(Para volumen total de elusién 4 ml).

Paso 6. Para finalizar el proceso, se realizé un lavado final de la resina, agregando 4
volumenes de agua destilada (8 ml) y de la misma manera se colecté esta fraccion.

Paso 7. Una vez concluido el proceso, la resina se almaceno a 4 °C en agua destilada, y en
las mismas condiciones fueron almacenadas las fracciones colectadas de la IMAC hasta

verificar la purificacion del antigeno p24 mediante SDS-PAGE.

5.7. Actividad experimental 7: Didlisis, cuantificado y almacenado de las fracciones
proteicas con el antigeno p24

5.7.1. Materiales

5.7.1.1. Materiales fisicos y equipos de laboratorio

- Set de pipetas y sus puntas estériles

- Balanza analitica

- Potencibmetro (pHmetro)

- Refrigerador (4 °C)

- Vértex

- Tubos Eppendorf de varios volumenes

- Tubos Falcon de 15 ml

- Cristaleria de laboratorio

- Membrana SnakeSkin® Dialysis Tubing-7,000 MWCO (Molecular Weight CutOff)

- Tijeras, Clamps plasticos y Hilo grueso

- Recipientes de plastico

- Platina de agitacion y balas magnéticas

- Camara de electroforesis vertical

- Platina de calentamiento

- Fotodocumentador (Molecular Imager Gel Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad)

- Software de adquisicion y andlisis de imagen (Image Lab 5.2.1, Bio-Rad)

- Jeringas (10 ml) y filtros (@ de 0,22 um) (Nest Scientific USA Inc., Cat. no.: 380111)
5.7.1.2. Reactivos y soluciones

- PBS 10X, pH 7,4 [137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na;HPO. y 1,76 mM
KH>PO4 (Sigma Aldrich, Cat. no.: S3014, 746436, P0662; Fisher Scientific, S472)

- Solucion de didlisis (PBS 1X, pH 7,4)

- Agua destilada

5.7.1.1. Materiales biol6gicos
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- Fracciones eluidas de ambos lotes de las fracciones solubles.

- Proteina sérica bovina (BSA) fraccién V, previamente cuantificada

5.7.2. Procedimiento

Las fracciones proteicas con el antigeno p24 se dializ6 para colocar a la proteina en una
Solucién buffer (PBS 1X, pH 7,4) compatible para su posterior uso en ensayos biologicos,
una vez preparada fue cuantificada mediante analisis densitométrico de la proteina resuelta
mediante SDS-PAGE para tener una estimacion de la concentracion y los rendimientos
volumétricos.

Paso 1. Con la solucion de dialisis ya preparada (2.000 ml de PBS 1X, pH 7,4) se hizo la
hidratacién y lavado de la membrana de dialisis con agua destilada.

Paso 2. A continuacion, se sell6 un extremo de la membrana con un clamp plastico y se
procedid a la fraccidn proteica obtenida de los lavados 3, 4 y 5, en donde previamente se
habia identificado la presencia de la proteina p24. Se sell6 el otro extremo de la membrana
de dialisis con otro clamp, y se aseguré6 ambos extremos con ayuda de una porcion de hilo.
El mismo procedimiento fue aplicado para la fraccion eluida, donde también se evidencio la
presencia del antigeno p24.

Paso 3. Las fracciones proteicas fueron colocadas en las membranas de didlisis se
transfirieron al recipiente con los 2 | de la Solucion de didlisis, manteniendo en constante
movimiento la solucién con ayuda de la platina de agitacion y una bala magnética. Después
de aproximadamente un intervalo de 8 a 10 h se realizan 2 cambios de la Solucion de
dialisis con el objetivo de reducir al minimo la concentracién de Imidazol, DTT y ajustar el
pH.

Paso 4. Una vez concluido el dializado de las fracciones proteicas, se retiraron las
soluciones de las membranas de dialisis y se colocaron en un frasco estéril de vidrio y tapon
de caucho, de 15 ml.

Paso 5. Para iniciar el proceso de cuantificacion, las fracciones dializadas fueron resueltas
mediante SDS-PAGE siguiendo los pasos (Paso 6 a 9) descritos en la seccién 5.5.2., junto
a las muestras de la curva de calibracion de BSA (50, 100, 200, 300 y 400 pg/ml).

Paso 6. Con la imagen del gel se procesé y analizé para estimar la concentracion del
antigeno p24 de ambas fracciones, siguiendo las instrucciones del software de adquisicion y
analisis de imagenes (Image Lab 5.2.1, Bio-Rad). Los valores de concentracion y los
volumenes de las fracciones proteicas dializadas del antigeno p24, se emplearon para la

estimacion de los rendimientos volumétricos.
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Paso 7. Ambas fracciones obtenidas con el antigeno p24 se mantuvieron almacenados en
refrigeracion después de ser esterilizados por filtracion y empleadas en el ensayo de ELISA

indirecto.

5.8. Actividad 8: Evaluacion del reconocimiento del antigeno recombinante p24 por
anticuerpos bovinos

5.8.1. Materiales

5.8.1.1. Fisicos y equipos de laboratorio

- Placas de 96 pozos (MaxiSorp, Nunc, No. cat.: 442404)

- Micropipetas de diferentes volimenes y sus puntas

- Recipientes de vidrio para la preparacion de soluciones

- Agitador orbital

- Potenciémetro (pHmetro)

- Balanza analitica

- Lector de placas de ELISA

- Computadora

5.8.1.2. Materiales quimicos y/o soluciones

- Solucion para la sensibilizaciéon de las placas: Buffer de carbonatos (Para 10 ml, se mezclé
3,4 ml de la Solucién stock 100 mM de Na,COs (Merck, No. cat.: 106393); con 1,6 ml de la
Solucién 100 mM de NaHCOs; (Merck, No. cat.: 144558), y se afor6 a 10 ml con agua
destilada y las fracciones proteicas respectivas para tener una concentracion final de 50
mM, pH 9.6 con 2,5 ug/ml del antigeno p24 (250 ng o 0,25 ug por pozo)

- Solucién salina buferada de fosfatos (PBS), pH 7,4 (137 mM de NaCl (Sigma, No. cat.:
S3014); 2,7 mM KCI (Sigma, No. cat.: 746436); 10 mM NaH,PO4 (Fisher, No. cat.: S369-1);
1,8 mM KH2PO, (Sigma, No. cat.: P0662), pH 7.4)

- Solucion para el lavado de las placas (PBS-T0.05) (PBS, pH 7,4 y 0,05 % de Tween 20
(Sigma, No. cat.: P1379))

- Solucion para el bloqueo de las placas (PBS-T0.05-M1) (PBS-T0.05; 1 % (p/v) de Leche
descremada en polvo (Ahold® Instant Nonfat Dry Milk, Foodhold U.S.A.))

- Solucién para la dilucion de los sueros ((PBS-T0.05-M1) (PBS-T0.05; 1 % de Leche
descremada (Ahold® Instant Nonfat Dry Milk, Foodhold U.S.A.))

- Solucién para la deteccién de anticuerpos_(PBS-T0.05-M1; Proteina G-HRP (Horseradish
peroxidase) (EMD Millipore, No. cat.: 18-161) diluida 1:5.000 en la Solucion para la dilucién
de sueros

- Solucibn del sustrato para la peroxidasa [Solucion de TMB (3,3%5,5%
tetramethylbenzidine)] (100 mM de Acido citrico (Sigma, No. cat.: 791725), 100 mM Acetato
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de sodio (Sigma, No. cat.: S2889) pH 5,0; 0,5 mg/ml de TMB (Sigma, No. cat 860336) y
1:2.000 (v/v) de una solucion de H,0: al 30 % (Fisher, No. cat H325-4)

Nota: Para preparar la Solucién del sustrato, se disolvié en 1 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma, No. cat.: 860336) 50 mg de TMB (Sigma, No. cat.: 860336) y luego se diluyo 1:100
en la Solucién buffer de Acetato-citrato 100 mM, pH 5.0. Se le adicioné Peroxido de
hidrégeno para tener una dilucién de 1:2,000 (v/v) de una solucién de H»0; al 30 % (Fisher,
No. cat H325-4)

- Solucién de paro para la solucién de sustrato (2 M de Acido sulfarico (Pharmaco-Aaper,
No. cat.: 290000ACS))

Nota: Para preparar una solucion 2 M (molar) de Acido sulfarico (H2SO4) en 0,1 litro de
solucion usando Acido sulfarico concentrado con una pureza del 97,0 % y una densidad de
1,83 g/ml, se necesitd calcular el volumen de Acido sulfirico concentrado, de acuerdo a:

Se calculd la masa molar (peso molecular) del Acido sulfarico (H2SO4) (Fisher, No. cat
H325-4): H.SO4 = 2(1.01 g/mol) + 1(32.07 g/mol) + 4(16.00 g/mol) = 98,09 g/mol

Se determind la cantidad de moles necesarios para una solucién 2 M en 0,1 litro (100 ml):
Moles de H.SO, =2 M X 0,1 1=0,2 moles

Luego se calculd la masa de Acido sulfarico necesaria:

Masa = Moles X Masa molar = 0,2 moles X 98,09 g/mol = 19,62 g.

Dado que el Acido sulfarico concentrado tiene una pureza del 97,00 %, fue necesario tener
en cuenta las impurezas. Se utilizé la siguiente ecuacion para calcular la masa de Acido
concentrado necesaria para obtener 0,2 moles de H,SO. puro: Masa de H,SO4 concentrado
= (Masa de H2SO, puro) / (Concentracion de H2SO, en la solucién concentrada) = 19,62 g /
0,97 =20,22g

Para tener el célculo del volumen de Acido sulfarico concentrado necesario utilizando su
densidad (1,83 g/ml): Volumen = Masa / Densidad = 20,216 g / 1,83 g/ml = 11,02 ml.

A una probeta (100 ml) con = 80 ml de agua destilada se le agreg6 cuidadosamente el
volumen calculado de Acido sulftrico concentrado (11,02 ml)

Con cuidado, mientras se mezcla con ayuda de una platina con agitacion magnética, se
agregé mas agua destilada hasta un volumen final de 0,1 litro (100 ml) dando como
resultado una solucién 2 M de Acido sulfurico. Se lo mantuvo almacenado a temperatura
ambiente, protegida de la luz solar directa

5.8.1.3. Materiales bioldgicos

- Veintiséis muestras de suero sanguineo proporcionados por el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, procedentes de bovinos definidos como
seropositivos al BoLV mediante un ensayo de ELISA indirecto comercial.

- Antigeno recombinante p24 del BovLV de las fracciones de los lavados y la elusién
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5.8.2. Procedimiento

Paso 1. Para el ensayo ELISA indirecto se inici6 con la sensibilizacién de placas
(MaxiSorp). Para realizar la solucion sensibilizadora se prepar6 un total de 10 ml de
solucion para la proteina rHT-p24 de BoLV, a una concentracion de 2.5 pg/ml. A la placa se
le adicion6 100 pl en cada pozo, para luego incubarla por toda la noche (14-16 h) a una
temperatura de 4 °C, en estatico.

Paso 2: Al finalizar la incubacién se retiré la solucion sensibilizadora de las placas, para
continuar con el bloqueo de esta, se coloc6 150 ul de la solucién de bloqueo en cada pozo,
para después ser incubada por 1 hora a una temperatura de 23 a 25 °C en estatico.

Paso 3: Una vez concluido el bloqueo de las placas, se realizé un lavado de las placas con
la respectiva solucién de lavado, durante 5 min en agitacién a temperatura ambiente. Luego
del lavado se coloc6 100 pl de la solucién con cada uno de los sueros, a una dilucién de
1:50 en la solucion para dilucion.

Paso 4: Las placas con las muestras de sueros se incubaron por 1 hora, en agitacién
constante a temperatura ambiente, acabada la incubacién se realizé tres lavados, de 5 min
con la solucion de lavado.

Paso 5: Luego de los lavados, se adicioné 100 pl de la solucién con la Proteina G-HRP, y
se las incub6 por 1 h a temperatura ambiente en agitacion constante.

Paso 6: Posteriormente se hizo el lavado correspondiente con la solucién de lavado, 3
lavados de 5 min por cada lavado.

Paso 7: A continuacion, se adiciond 100 pl de la solucién de Sustrato TMB en la placa, para
incubarlas por unos 15 (hasta 30) minutos a temperatura ambiente, en estatico y protegido
de la luz.

Paso 8: Finalizado el periodo de la incubacion se realizé la lectura en el lector de placas de
ELISA. Para el caso del Sustrato TMB antes de realizar su lectura a una longitud de onda

de 450 nm se adicioné 50 pl de la Solucién de paro.

5.9. Actividad 9: Andlisis estadistico del reconocimiento de las dos fracciones proteicas con
el antigeno recombinante p24 por anticuerpos bovinos

5.9.1. Materiales

5.9.1.1. Fisicos y equipos de laboratorio

- Computadora personales

- Software libre KyPlot 5.0. versién 5.0.3, (https://www.kyenslab.com/en-us/)

5.9.2. Procedimiento
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Paso 1: Una vez tabulado los datos de las densidades épticas del ensayo de ELISA
indirecto con ambas fracciones proteicas con el antigeno p24, se hizo el contraste mediante
la Prueba T con muestras no independientes, y finalmente se realiz el grafico Dot-box plot

con el mismo software libre KyPlot 5.0. version 5.0.3, (https://www.kyenslab.com/en-us/).
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6. Resultados

De acuerdo la bibliografia consultada en la que se reporta la clonacién y expresion de la
proteina p24 del BoLV, se hizo el disefio de los oligonucle6tidos o primers para la
amplificacion de la secuencia codificante (GenBank ID: NC_001414.1) y su posterior
clonacién en el vector de expresion pET15b con el uso de la enzima de restriccion BamHI
(Ver Figura 2A). Con los oligonucledticos disefiados se amplificé la secuencia codificante
mediante PCR, obteniéndose un aplicén de 657 bp, el cual fue clonado en el vector pGEM-T
siguiendo las instrucciones del fabricante, para obtener el pldasmido pGEMT-p24BoLV (Ver
Figura 2B).

De una de las clonas obtenidas del plasmido pGEMT-p24BoLV se reamplificd la secuencia
codificante de p24, y el amplicén se sometié a digestién con la enzima de restriccion BamHi;
la secuencia obtenida fue ligada al vector de expresion pET15b el cual previamente también
habia sido digerido con Ndel, tratado con la ADN polimerasa Pfx para generar un extremo
romo y finalmente digerido con la enzima BamHI, para tener el plasmido recombinante
pET15b-p24BoLV (Ver Figura 2C). Una vez identificadas clonas del plasmido pET15b-
p24BoLV, una de ellas se usé para transformar mediante choque térmico la cepa de E. coli
Rosetta 2 (DE3) para la expresidn del antigeno recombinante p24 el cual tiene incorporado
una secuencia o tag de Histidinas en el extremo amino para su posterior purificacion
mediante IMAC.

BLVpEAFor (745 bp)  BLWVp24Rev2 (1389 bp)
p24
1 x x$ E1I13
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SO0 bp
B EcoRl 3563 bl C
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Etan "~
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+ ExoFi (B84 by .
™ —— HNoeVBun
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Figura 2: Proceso de amplificacion, clonacion de la secuencia codificante de la proteina p24 del
BoLV y generacion del plasmido de expresion pET15b-p24BoLV A. Diagrama de la secuencia
genoma del BoLV (GenBank ID: NC_001414.1) en donde se muestra la localizacion de la
poliproteina GAG, la proteina p24 y la regidon amplificada con los oligonucleétidos BLVpl4For y
BLVp14Rev2 disefiados para la posterior clonacion en el vector pET15b con la enzima de restriccion
BamHI; B. Plasmido pGEMT-p24BoLV; C. Vector de expresion pET15b-p24BolLV.

De las transformantes obtenidas de la cepa Rosetta 2 (DE3) con el plasmido pET15b-
p24BoLV se seleccionaron 4 colonias, las cuales fueron cultivadas individualmente en 50 ml
de medio LB (Luria Bertani) con 100 ug Carbenicilina por ml, e incubadas durante 3 h a 37
°C en agitacion constante (200 r.p.m.), una vez transcurrido las 3 h se adicion6 el inductor
(IPTG) para tener una concentracion final de 100 uM, y posteriormente se dejo el cultivo en
las condiciones antes descritas durante toda la noche (14 h aproximadamente). Los cultivo
inducidos se cosechd la biomasa bacteriana mediante centrifugacion, y se realizé el
fraccionamiento de la biomasa por sonicacion (3 pulsos de 30 s, a 75 % de intensidad, con
un intervalo de descanso de 30s), , el extracto obtenido fue centrifugado a 20.000 x g
durante 10 min a 4 °C. Posterior a la centrifugacion se tomdé el sobrenadante,
considerandolo como la fraccién soluble y el sedimento como la insoluble. Las fracciones
obtenidas de las 4 colonias evaluadas fueron resueltas mediante una SDS-PAGE,
observandose una banda (Ver Figura 3) en las fracciones solubles de un tamafio molecular

similar al predicho del péptido recombinante p24.

1 2 3 4 5 6 7 8 MPM
- 180

- 100
-70

- 55
- 40

- 35

- 25

-15

- 10 kDa

Figura 3: SDS-PAGE de las fracciones de 4 colonias de la cepa Rosetta 2
(DE3): pET15b-p24BovLV. Carriles 1, 3, 5y 7, fracciones solubles; carriles
2, 4, 6 y 8, fracciones insolubles; carril MPM, marcador de peso molecular
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific, Cat. no.:
26616).

Franklin Eduardo Aucay Aucay — Erika Alexandra Manrique Quizhpi



UCUENCA a7

De acuerdo a lo obtenido, integraron las fracciones solubles de las 4 colonias bacterianas
evaluadas y realizar la purificacion IMAC. Las fracciones obtenidas en el proceso de
purificacion IMAC fueron resueltas mediante SDS-PAGE (Ver Figura 4), en la que se
observo en los carriles correspondientes a las fracciones de lavados (3, 4y 5, *) y de la
elusién (**) una banda intensa en la zona de tamafio esperado del péptido p24, entre 15y
20 kDa. Por lo anterior se procedio a la dialisis de las fracciones, lavados 3, 4y 5, y elusion.

alen

3 4 5 6 7 8 9MPM
—m 180

_— 70
- 55
-40

-35
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Figura 4: SDS-PAGE de las fracciones proteicas obtenidas de la
purificacion IMAC. Carril 1, fraccién soluble; carril 2, fraccibn no pegada,
carriles 3, 4, 5, 6 y 7, fracciones de los lavados 1, 2, 3, 4, y 5 de la resing;
carril 8, fraccion proteica de la elusién, carril 9, lavado final de la resina; y
carril MPM, marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific, Cat. no.: 26616).

Las fracciones de los lavados y de la elusion fueron dializaron por separado para eliminar el
Imidazol y reducir la concentracion de NaCl. Una vez dializadas las fracciones fueron
resueltas por duplicado mediante SDS-PAGE, en paralelo con una curva de concentracion
de Albumina sérica bovina para realizar una cuantificacion densitométrica (Ver Figura 5).
Como resultado se obtuvo una concentracion en la fraccién de los lavados de 1,38 mg/ml y
de 1.31 mg/ml en la de la elusién, y considerando los volimenes de las fracciones (£ 7 ml
de los lavados y + 11 ml de la elusion, se estim6 un rendimiento de 1,83 mg/l en la fraccion
de los lavados y 3,04 mg/l en la elusion, con un rendimiento aproximado 4,87 mg de

antigeno p24 purificado por litro de cultivo.
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Figura 5: SDS-PAGE de las fracciones proteicas obtenidas de la
purificacion IMAC. Carriles 1, 2, 3, 4 y 5, curva de concentracion Albimina
sérica bovina; carriles 6 y 7, fraccion de los lavados; carriles 8 y 9, fraccion
proteica de la elusién; y carrii MPM, marcador de peso molecular
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific, Cat. no.:
26616).

Los antigenos de ambas fracciones fueron empleadas para la sensibilizacion de una placa
de ELISA y evaluar el reconocimiento de anticuerpos presentes en muestras sueros de
bovinos previamente definidos como seropositivos mediante un ensayo de ELISA indirecto
comercial. Como se muestra en la Figura 6, los valores de densidad 6ptica de los sueros
son superiores a los valores obtenidos en los pocillos sin muestras de sueros (Blancos), lo

cual indica un reconocimiento de los antigenos obtenidos de ambas fracciones.
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Figura 6: ELISA indirecto con el antigeno recombinante p24 del BoLV.
Valores de densidad éptica obtenidos de N muestras bovinos seropositivos
al BoLV con el antigeno p24 obtenido en la fraccion de los lavados y de la
elusion. Los valores de densidad 6ptica obtenidos con el antigeno de ambas
fracciones no muestran diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05), al contrastarse mediante una Prueba T con muestras no

independientes.
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8. Discusién

Las pruebas diagnésticas recomendadas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA) para la identificacion de animales afectados por LVB son los ensayos de ELISA
indirecto y PCR (OIE, 2011), la primera prueba permite la detecciobn de anticuerpos
especificos contra las proteinas p24 ubicada en la capside del Retrovirus, envolviendo al
ARN genomico viral y la glicoproteina gp51 que se encuentra en la envoltura, lo cual
permite que sean empleadas de manera individual o en forma simultdnea en el
inmunoensayo para muestras de suero sanguineo y lacteo.

En el Ecuador la Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD)
permite que la prueba oficial utilizada como método diagnéstico de la LVB sea por medio de
la técnica de ELISA indirecto (AGROCALIDAD, 2021), sin embargo, en los kits que se
importan en Latinoamérica Unicamente detectan anticuerpos contra la glicoproteina gp51.
En la presente investigacién con los resultados obtenidos se evidencia que se ha logrado
producir la proteina recombinante p24 del BoLV en forma pura en un sistema de expresion
bacteriano basado en E. coli, este antigeno recombinante podra ser empleado para el
desarrollo de una herramienta inmunodiagndstica, generando con ello una alternativa
diferente a la comercial para el diagnéstico de la LVB en animales sospechosos o
infectados. Adicionalmente, esto permitira generar una base investigativa para el desarrollo
de una prueba efectiva de caracter nacional, que pueda estar disponible y accesible para
nuestro medio ayudando asi a la toma de decisiones en el manejo sanitario de la LVB.
Larsen y colaboradores lograron una produccién la proteina recombinante p24 del BoLV con
un rendimiento de 5,6 mg/l de cultivo (Larsen et al., 2017). En el caso de esta investigacion
se logro producir la proteina con un rendimiento de + 4,87 mg/l, sin embargo, la proteina fue
recuperada en dos fracciones, en parte de los lavados de la resina (1,83 mg/l) y en la
fraccion de la elusion: (3,04 mg/l); es importante sefialar que en la literatura reportada
referente a este tema no se ha reportado la recuperacién la proteina recombinante p24 en
las fracciones de los lavados, se menciona su recuperacion Unicamente en la elusion
(Larsen et al., 2017). Una razon por lo que la proteina recombinante p24 se haya liberado
en los lavados, consiste a la saturacion en los puntos de interaccion del tag de Histididas de
la proteina con el Niquel inmovilizado en la resina, a pesar de que segun el protocolo
empleado menciona que el sistema de purificacion IMAC esta disefiado para que la proteina
gue se intenta recuperar se liberada en la elusién y no en los lavados. Adicionalmente, se
puede presumir también, que esta falla se debi6é a que la solucién donde se encontraba la
proteina haya disminuido la capacidad de interaccion de ésta con la resina, al favorecer una

estructura terciaria de la proteina p24 que reduce la afinidad del tag por el Niquel.
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7. Conclusiones
Se obtuvo el plasmido recombinante pET15b-p24BoLV mediante la clonacion de la
secuencia codificante del antigeno p24, amplificada mediante PCR con los oligonucledtidos

disefiados a partir de la secuencia reportada en el GenBank (ID: LC682198.1).

Fue posible obtener un rendimiento total estimado de 4,87 mg/l del antigeno p24 purificado
mediante IMAC a partir de la fraccion soluble de la biomasa bacteriana inducida en la cepa
recombinante Rosetta 2 (DE3): pET15b-p24BoLV.

Mediante ELISA indirecto in-house (casero) se evidencié el reconocimiento del antigeno p24
obtenido, por los anticuerpos presentes en sueros de animales previamente definidos como

seropositivos con un ensayo de ELISA indirecto comercial.
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8. Recomendaciones
Optimizar el proceso de producciéon del antigeno recombinante, en particular las etapas de
cultivo, induccién y purificacion IMAC; en este Ultimo paso es importante favorecer la
obtencion de la proteina recombinante p24 en forma pura en la fraccion de la elusion y que

no se esté eluyendo en las fracciones de los lavados.

Evaluar el uso de otros reactivos o protocolos para optimizar el ensayo de ELISA indirecto, y
validar con mayor nimero de sueros de animales definidos como infectados con ensayos
diagnosticos directos, como la PCR o seropositivos con el uso de ensayos de ELISA

indirecto comercial, en paralelo con sueros de animales afectados por el BoLV.

Sugerir al ente regulador encargado (AGROCALIDAD) gue en convenio con Universidades
u otras instituciones afines hagan un levantamiento de datos a nivel del pais para obtener
registros de dicha enfermedad y a su vez se haga una evaluacion de las pérdidas que la

presencia de LVB genera al sector agropecuario.
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10. Anexos

Extraccion del suero Corte de la banda con el producto ADN viral

Purificacién del Producto Centrifugacion a 14000 r.p.m
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Bloque de calentamiento; sometimiento de
choque termico alas bacterias

SDS-PAGE, Amplificacion del ADN viral

Desnaturalizacion de la proteina para someter
al electroforesis

Didlisis de la proteina recombinada
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Electroforesis vertical para cuantificacién y
curva de concentracion

Multipipeteo de sueros positivos aLVB

Pepeteo de reactivos para sueros positivos
de LVB

Identificacion de los sueros positivos
para LVB con el cambio de coloracion
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