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Evaluacion de la rata (cepa Holtzman) como modelo de infeccion
experimental para el virus de la leucosis bovina

Evaluation of the rat (Holtzman strain) as an experimental infection model
for bovine leukosis

Renato Vignati', Luis Ruiz-Garcia?, Milena Montenegro®, Rocio Sandoval-Monzoén'*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue comprobar si las ratas de la cepa Holtzman se pueden
infectar con el virus de la leucosis bovina enzootica (VLB), cuando reciben por via oral e
intraperitoneal in6culos de sangre y calostro proveniente de bovinos infectados por el
virus. Esto con la finalidad de encontrar nuevas especies de animales que puedan em-
plearse en los bioensayos y que brinden facilidades en el manejo en comparacion a la
especie ovina. Se trabajo con 28 ratas de la cepa Holtzman y 8 ovinos mestizos que se
emplearon como grupo control. Las 28 ratas fueron distribuidas en tres grupos experi-
mentales: i) 8 ratas inoculadas con sangre por via intraperitoneal, ii) 10 ratas inoculadas
con sangre por via oral y iii) 10 ratas inoculadas con calostro por via oral. El grupo control
de ovinos fue inoculado con sangre por via intraperitoneal. El indculo fue preparado a
partir de las muestras de sangre y calostro provenientes de una vaca diagnosticada como
serologicamente positiva al VLB y con linfocitosis persistente. De la muestra de sangre
se separ0 la capa flogistica para preparar el indculo y la muestra de calostro se diluyd
para obtener la concentracion deseada y fue inoculada directamente. Todos los animales
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fueron confirmados como seronegativos al VLB. Después de la inoculacion se realizo
un seguimiento a la tercera y sexta semana empleando el kit INgezim BLV Compac 2.0
para comprobar si hubo seroconversion. No se encontrd infeccion en ninguno de los
grupos inoculados por via oral, en tanto que 12.5% (1 individuo) resulto positivo en el
grupo de ratas inoculado por via intraperitoneal, mientras que el 100% de los ovinos
seroconvirtid a la tercera semana. Hubo diferencias significativas entre los grupos
experimentales y el grupo control. Se puede concluir que la rata, cepa Holtzman, no
resulto ser adecuada para la infeccion experimental o bioensayo con el virus de leucosis
bovina (VLB) con los métodos de inoculacion utilizados.
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ABSTRACT

The aim of this study was to verify if rats of the Holtzman strain can be infected
with the enzootic bovine leukosis virus (VLB) when they receive blood and colostrum
inocula from bovines infected by the virus via orally and intraperitoneally. This is to
find new species of animals that can be used in bioassays and that provide management
facilities compared to the ovine species. For this, 28 rats of the Holtzman strain were
used plus 8 crossbred sheep that were used as a control group. The 28 rats were
distributed into three experimental groups: i) 8 rats inoculated with blood
intraperitoneally, ii) 10 rats inoculated with blood orally, and iii) 10 rats inoculated with
colostrum orally. The control group of sheep was inoculated with blood intraperitoneally.
The inoculum was prepared from blood and colostrum samples from a cow diagnosed
as serologically positive for VLB and with persistent lymphocytosis. The phlogistic
layer was separated from the blood sample to prepare the inoculum and the colostrum
sample was diluted to obtain the desired concentration and was directly inoculated. All
animals were confirmed as VLB seronegative. After inoculation, follow-up was carried
out at the third and sixth week using the INgezim BLV Compac 2.0 kit to check if there
was seroconversion. No infection was found in any of the groups inoculated orally,
12.5% (1 individual) was positive in the group of rats inoculated intraperitoneally, while
100% of the sheep seroconverted at the third week. There were significant differences
between the experimental groups and the control group. It can be concluded that the
rat, Holtzman strain, was unsuitable for the experimental infection or bioassay with the
bovine leukosis virus (VLB) with the inoculation methods used.
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INTRODUCCION

El virus de la leucosis bovina (VLB)
afecta basicamente al bovino (Thompson y
Goodrich, 2018), pero se han realizado infec-
ciones experimentales en otras especies como
el ovino, que ha llegado a desarrollar
linfosarcomas en un tiempo menor que el
bovino (Kettmann et al., 1984; Florins et al.,

2007). El ovino es una especie que facilita el
manejo y estudio de la enfermedad en com-
paracion con el bovino; sin embargo, se bus-
can otras especies para modelos experimen-
tales que proporcionen mas facilidades de
manejo y sean mas ventajosas para estudiar
la enfermedad. Diversas enfermedades han
sido estudiadas a partir de modelos experi-
mentales con animales de laboratorio, inclu-
yendo la leucosis enzooética bovina (LEB) y
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enfermedades que afectan a los humanos
(Lairmore, 2014).

La infeccion experimental con el VLB
se ha reportado en cabras, conejos, ratas y
pollos (Kettmann et al., 1984; Dimitrov et al.,
2013; Krasnikova et al., 2019; Mori et al.,
2019). Se dispone, incluso, de una linea celu-
lar productora de virus a partir del bazo de
ratas de cepa Wistar infectadas experimen-
talmente (Altanerova et al., 1989).

El VLB tiene un tamaiio de 60 a 125 nm,
posee una envoltura, una capside icosaédrica
y un genoma ARN diploide de sentido positi-
vo (Martinez et al., 2018). Ademas, cuenta
con dos proteinas de envoltura, la proteina
SU (de superficie, glucoproteina gp51) y la
TM (de transmembrana, glucoproteina gp30)
codificadas por el gen viral env (Bai ef al.,
2019;ICTV, 2021).

El genoma del VLB consiste en 8714
nucleétidos incluyendo los genes de las pro-
teinas estructurales esenciales (Polat et al.,
2017; ICTYV, 2021). Los genes de la proteina
estructural y que codifican enzimas gag, pro,
pol y env tienes roles esenciales e indispen-
sables en el ciclo viral como la infectividad y
la produccion de viriones infecciosos. El re-
ceptor, transportador de aminoacidos
cationico 1 (CAT1) es una secuencia de pro-
teina de 622 aminodcidos que ha sido identi-
ficado como un receptor de membrana en
las células murinas para los virus de la
leucemia murina, facilitando la entrada del
virus en cé¢lulas de raton y rata (Bai et al.,
2019) y se correlaciona con la susceptibili-
dad individual a la infeccion por el VLB. La
expresion de CAT1 de varias especies de-
mostré que no hay especificidad de especie
para la infeccion por el VLB, implicando a
CAT1 como un receptor funcional del VLB
responsable de su amplio rango de hospede-
ros in vitro (Sato et al., 2020).

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue

demostrar la infeccion experimental con el
VLB en ratas de la cepa Holtzman para ob-
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tener una especie alternativa que brinde mas
facilidades economicas, de manejo y tiempo,
donde se puedan realizar diversos estudios
sobre la leucosis enzootica bovina, como la
evaluacion de vias de infeccidn, tratamientos
y vacunas, entre otros.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

La investigacion se realizo en la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima,
Pert, durante los meses de enero a marzo de
2020.

Animales

Para la preparacion el inoculo se em-
ple6 una vaca con linfocitosis persistente y
seropositiva al virus de Leucosis Enzootica
Bovina (Sandoval-Monzoén et al., 2021).
Como unidades experimentales se utilizaron
28 ratas de la cepa Holtzman mayores de 2
meses y 8 ovinos criollos de 3 a 4 meses,
todos con seronegatividad al VLB compro-
bada mediante el diagndstico con la prueba
comercial INgezim BLV Compac 2.0, kit de
inmunoensayo de competicion basado en la
utilizacion de anticuerpos monoclonales es-
pecificos de la gp51 del VLB (Sensibilidad
100%, Especificidad 100%), requerido por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA). Las ratas fueron situadas en un
ambiente controlado con temperatura de 24 °C
y 70% de humedad relativa. Los ovinos del
grupo control fueron criados en corrales en
condiciones de ambiente.

Tamaio Muestral

Se trabajo con un tamafio minimo de
ocho animales por grupo para tener un poder
de prueba del 80% y un error tipo I de 5%.
Estos valores fueron calculados empleando
la formula para la determinacion de tamafio
de muestra para la comparacion de dos pro-
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porciones relacionadas, para lo que se em-
pleo el software GRANMO v. 7.12. Los va-
lores referenciales empleados se basan en
que el 100% de los animales inoculados con
el virus de la leucosis bovina desarrollan
seropositividad y que, al inicio del estudio, to-
dos los animales son seronegativos.

Preparaciéon del Indculo

Se colectaron 450 ml de sangre de la
vaca seropositiva al VLB. La sangre fue
centrifugada a 2800 x g durante 15 min. La
capa flogistica fue extraida y suspendida en
buffer de fosfato salino (PBS) hasta obtener
10 ml. Se cuantifico la cantidad de leucocitos
de la muestra, y se calculd el volumen a ser
inoculado (indculo) de modo que contenga 30
x 107 leucocitos. Para el conteo de los
leucocitos se uso el diluyente Turk y la ca-
mara de Neubauer. Para el caso del in6culo
del calostro, se colectaron 2 L de calostro de
una vaca recién parida, se cuantifico igual-
mente la cantidad de leucocitos y calculd el
volumen a ser inoculado (indculo) de modo
que contenga 3 x 107 células. El conteo de
los leucocitos en el calostro se realizé en
10 pl de la suspension, la cual fue extendi-
da en 1 cm? de una lamina portaobjetos,
que fue tefiida con una solucion alcoholica
de azul de metileno al 0.3% y visualizada a
1000x.

Disefio Experimental

Se trabajo con cuatro grupos experimentales:
- Grupo rata — sangre intraperitoneal: Apli-
cacion del indculo (30 x 107 leucocitos sus-
pendidos en 0.5 ml) en ocho ratas via IP.
- Grupo rata - sangre oral: Aplicacion del
in6culo (30 x 107 leucocitos suspendidos
en 0.5 ml) de sangre via oral en 10 ratas.
- Grupo rata — calostro oral: Aplicacion del
inoculo (3 x 107 leucocitos suspendidos en
1.0 ml) de sangre via oral en 10 ratas.
- Grupo ovino —sangre intraperitoneal: Apli-
cacion del indculo (30 x 107 leucocitos sus-
pendidos en 0.5 ml) via IP en ocho ovejas.

La inoculacién del indculo via intra-
peritoneal se hizo en el abdomen posterior
(Hem et al., 1998) y en los ovinos en el centro
del triangulo correspondiente a la fosa
paralumbar derecha. Para la administracion via
oral del in6culo, se sujetaron a las ratas por el
dorso y se coloco la jeringa en la boca del
animal administrandole lentamente el indculo,
esperando que lo degluta voluntariamente.

Muestras de Sangre

Las tomas de sangre se realizaron a los
0, 21 y 42 dias de la inoculacion para deter-
minar la seropositividad al VLB.

La toma de sangre de las ratas se hizo
por la vena safena. Los animales fueron
inmovilizados con una manga con forma de
embudo. El operario inmovilizé el miembro
pélvico de tal forma que quede extendido y a
la vez realiz6 la hemostasia ejerciendo una
ligera presion por encima de la articulacion
de larodilla (Hem et al., 1998). Se desinfec-
t6 la zona con alcohol, se aplico vaselina para
evitar la expansion de la sangre para permitir
que se formen gotas de sangre que pudieron
ser colectadas directamente. Para la puncion
se utilizo una aguja 22 x 1". Se colecté entre
250 a 500 pl, considerando que cada cuatro
semanas se puede extraer, como maximo, el
20% del total de volumen sanguineo del ani-
mal (Diehl ez al., 2001).

La toma de sangre en los ovinos se reali-
76 mediante puncion de la vena yugular. Se
empled una aguja 20 x 1’ y tubos colectores
sin anticoagulante (BD Vacutainer®). Lue-
go de 30 min para permitir la formacion del
coagulo fueron centrifugadas a 2000 x g por
5 min. El suero resultante fue almacenado en
viales.

Analisis de la Informacion
Para el analisis estadistico se empleo el

software RStudio v. 4. Se calculo la frecuen-
cia semanal de animales seropositivos a gp51.
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Cuadro 1. Animales seropositivos a la prueba de ELISA (INgezim BLV Compac 2.0) para
determinar anticuerpos monoclonales especificos de la gp51 del virus de leucemia

bovina (VLB)
Ovino Rata Rata Rata
Dia Sangre-intraperitoneal Sangre-intraperitoneal Sangre- oral Calostro- oral
(n=8) (n=8) (n=10) (n=10)
0 0? 0? 0? 0?
21 6° 0* 0? 0?
42 8P 12 0? 0?

ab Letras diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Para comparar la frecuencia semanal de los
animales seropositivos a gp51, se empleo la
funciéon Fisher multcomp, comparando los
resultados obtenidos dentro de cada semana.
Todos los analisis fueron realizados con un
nivel de significancia del 5%.

Consideraciones Eticas

El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica y Bienestar Animal (CEBA) de la
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, segun constancia N.° 2020-7.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del presente trabajo se
presentan en el Cuadro 1. Todos los anima-
les (ratas y ovinos) se encontraron serone-
gativos en el dia de la inoculacion (dia 0). El
grupo ovino — sangre intraperitoneal, que par-
ticipd como grupo control positivo, presentd
seroconversion en el 75% (6/8) de los ovinos
a los 21 dias y de 100% a los 42 dias de la
inoculacion, siendo estos resultados signifi-
cativamente diferentes a los resultados de los
demas grupos. Los resultados comprueban
una vez mas que el bioensayo ovino es un
método efectivo para el estudio de
infecciosidad del BLV (Kenyon et al., 1981;
Gutierrez y Forletti, 2016).
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Los grupos de ratas que emplearon la
via oral (sangre y calostro orales) no presen-
taron animales seropositivo en las tres mues-
tras. Los resultados indican que la via de ad-
ministracion resulta inviable para lograr la in-
feccion con VLB, sin embargo, Krasnikova
et al. (2019) pudo demostrar que es posible
infectar a las ratas con VLB por medio de la
via oral utilizando como indculo leche de vaca
infectada. La cepa de ratas empleada en ese
experimento fue Wistar y en el presente es-
tudio fue Holtzman; ademas, en dicho estu-
dio las ratas recibieron el indculo a base de
leche fresca en forma diaria y por 3-6 me-
ses.

En el grupo rata - sangre intraperitoneal
se encontré que un individuo presento
seroconversion (1/8, 12.5%) alos 42 dias post
inoculacion, aunque sin diferencias significa-
tivas con los otros dos grupos de ratas. En un
estudio similar, Dimitrov et al. (2013) tuvie-
ron seropositividad en el 34% de 32 ratas
Wistar inoculadas; sin embargo, usando do-
ble inoculacion con 10 dias de intervalo.

Los resultados del presente estudio tam-
poco fueron concordantes con el trabajo de
Altanerova et al. (1989), donde no solo logrd
la seropositividad en las ratas inoculadas, sino
que llego a establecer una linea celular pro-
ductora de virus a partir del bazo de las ratas
infectadas. En ese estudio se utilizaron ratas
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Wistar adultos de ambos sexos, con una Gni-
ca dosis de inoculacion via IP o subcutanea;
y con un in6culo de un clon celular derivado
de células renales de feto de cordero infec-
tado (20 x 10°células).

Ademas de las diferencias con las
metodologias empleadas entre los trabajos de
investigacion de referencia y este estudio, se
encuentra la cepa animal utilizada como fac-
tor probable por no haber logrado la
infectividad, donde en este estudio se trabajo
con ratas Holtzman y los estudios de refe-
rencia trabajaron con Wistar (Alteranova et
al., 1989; Dimitrov et al., 2013). A pesar de
que la rata es el animal de laboratorio mas
utilizado en distintos campos de investigacion,
existen cepas de ratas que son utilizadas para
fines especificos, tales como bioensayos o
modelos experimentales, debido a que estas
cepas tienen caracteristicas fisiologicas,
inmunolégicas y bioquimicas que ayudan al
correcto desarrollo de esas investigaciones
(Johnson, 2012).

En el presente estudio se utilizo la cepa
Holtzman, a diferencia de la cepa Wistar uti-
lizada por otros investigadores, debido princi-
palmente por su disponibilidad. No obstante,
se tenia ademas el fundamento tedrico para
sustentar su uso en el experimento, ya que
los receptores para el VLB no son de espe-
cie especifica; sin embargo, no se logro la
infectividad. La cepa Wistar es la mas utili-
zada como biomodelo en distintos campos de
investigacion, tales como oncologia,
inmunologia, toxicologia, entre otros, princi-
palmente debido a caracteristicas propias de
la cepa, tales como como la prolificidad y la
resistencia a ciertos patégenos (Mourelle et
al., 2013).

También se podria considerar que la
calidad del indculo podria ser inadecuada; sin
embargo, en el grupo control positivo (ovinos)
se utilizo el mismo indculo obteniendo una
seroconversion del 100%, lo cual demuestra
que, tanto la carga viral empleada como el
indculo, debieron ser suficientes para gene-
rar una respuesta de seroconversion en los
grupos experimentales.

CONCLUSIONES

e [a especie rata, cepa Holtzman, no re-
sulto ser adecuada para la infeccion ex-
perimental o bioensayo con el virus de
leucosis bovina (VLB) con los distintos
métodos de inoculacion.

e Se confirma la susceptibilidad de la es-
pecie ovina para la infeccion experimen-
tal con VLB mediante la via intra-
peritoneal con sangre de una vaca con
LEB.
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