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RESUMEN

El género pestivirus pertenece a la familia Flaviviridae e incluye a virus que afectan a
rumiantes domésticos como bovinos, ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos asi como
también a rumiantes silvestres y cerdos. En los Ultimos afios, en la literatura internacional, se
han descrito cuatro especies de pestivirus: virus de la diarrea viral bovina genotipo 1 y 2
(VDVB-1 y VDVB-2), virus de la enfermedad de la frontera (VEF) y virus de la peste porcina
clasica (VPPC). Dentro del género pestivirus, el VDVB es de distribucion mundial, produce
cuadros clinicos de distinta gravedad y produce grandes pérdidas econdmicas sobre todo por el
dafio a nivel reproductivo que causa en el ganado y por la presencia de animales
persistentemente infectados los que actian como reservorio de la enfermedad. Por medio de
estudios moleculares, se han determinado varios subgrupos dentro de cada especie viral de
pestivirus, asi como también, se han propuesto nuevos pestivirus propios de especies silvestres
lo que ha incentivado estudios para determinar si pequefios rumiantes y especies silvestres han
sufrido contagio desde el ganado bovino via interespecies, o bien, poseen especies virales
propias de pestivirus.

El objetivo de esta memoria de titulo fue determinar el parentesco genético de aislados
de pestivirus obtenidos de ovejas, cabras, alpacas y llamas naturalmente infectadas mediante el
andlisis de una fraccion del gen de la proteina E2. Para esto, se trabajo con 25 aislados de
pestivirus, los cuales fueron reactivados por medio de sucesivos pasajes por cultivos celulares y
posteriormente confirmados como positivos por prueba de inmunofluorescencia directa. Se
realizd extraccion del ARN viral de los aislados, para poder realizar la amplificacion por RT-PCR,
utilizando partidores especificos. Finalmente, se realizd alineamiento de secuencias
nucleotidicas y analisis filogenético, el que incluyd cepas de referencia internacionales y
secuencias de aislados de bovinos chilenos.

El andlisis por filogenia molecular determind que del total de 25 aislados analizados, 21
(84%) corresponden al subgrupo VDVB-1e. Los 4 aislados restantes (16%) fueron clasificados
dentro del subgrupo VDVB-1b. Esto permite concluir que en pequefios rumiantes en Chile se
encuentran presentes los subgrupos 1b y 1le del VDVB, estrechamente relacionados

genéticamente con los aislados bovinos nacionales.



SUMMARY

The genus Pestivirus belongs to Flaviviridae family and includes viruses that affect
domestic ruminants such as bovines, ovines, caprines, South American camelids as well as pigs
and wild ruminants. Four species has been described so far: bovine viral diarrhea virus (BVDV)
type 1 and 2 (BVDV-1 and BVDV-2), border disease virus (BDV) and classical swine fever virus
(CSFV). BVDV is distributed worldwide causing clinical signs of different severities and important
economic losses, most of them due to reproductive disorders and presence of persistently
infected animals acting as disease reservoir. Molecular studies have determined several
subtypes within pestiviruses, and it has been proposed putative novel pestiviruses in wildlife
animals. Several studies has been performed in order to determine whether little ruminants and
wildlife animals are infected from cattle by interspecies spread or they have their own pestivirus
species.

The aim of this study was to determine genotypes and subgroups of viruses obtained
from sheep, goats, alpacas and llamas naturally infected with pestiviruses by phylogenetic
analysis of glycoprotein E2 gene. Twenty five pestivirus isolates were isolated by successive cell
cultures passages and identified by direct immunofluorescence (DIF). RNA was extracted,
amplified by RT-PCR, and sequenced. Multiple pairwise alignments of nucleotide sequences and
phylogenetic analysis was made including reference sequences obtained from the GenBank data
library, and Chilean bovine sequences.

The phylogenetic analysis determined that of 25 isolates, 21 (84%) segregated as
BVDV-1e, and four (16%) as BVDV-1b. It is concluded that pestiviruses infecting little ruminants
in Chile belong to BVDV 1b and le and they are closely related to pestiviruses found in Chilean

cattle.



INTRODUCCION

Los pequenos rumiantes domésticos, ovinos, caprinos, alpacas y llamas, distribuidos en
el territorio chileno, en muchos casos, son la Unica fuente de sustento para sectores
poblacionales de menores recursos econémicos. En la actualidad, adquieren mayor importancia
debido a que se estd estimulando su produccién, con la finalidad de mejorar la calidad de vida
de sus propietarios y, para lograr una maxima eficiencia productiva es fundamental considerar
la sanidad de los animales.

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB), un pestivirus de distribucién mundial, es el
agente causal del complejo diarrea viral bovina/enfermedad de las mucosas DVB/EM el cual
produce pérdidas econdmicas significativas en el ganado bovino ya que esta relacionado con
enfermedades que comprometen los érganos de la reproduccién, ademas de otros tejidos. Este
mismo agente y el virus de la enfermedad de la frontera (VEF) del ovino, también un pestivirus,
tienen capacidad de producir enfermedades, similares a las producidas en el bovino, en ovinos
y caprinos, pero su rol patdgeno en otros rumiantes domésticos y silvestres es discutido. Las
dos especies virales y en especial el VDVB, presentan alta variabilidad gendmica debido a su
alta tasa de mutacién, que se expresa en variabilidad antigénica, diferencias en su
patogenicidad y diferentes grados de virulencia.

Gendmicamente el VDVB, el pestivirus mas estudiado, se clasifica en dos genotipos,
VDVB genotipo 1 (VDVB-1) y VDVB genotipo 2 (VDVB-2), y en varios subgrupos dentro de cada
genotipo. En la actualidad, en muchos paises se esta intentando obtener mayor informacion
sobre la epidemiologia de la infeccidn, asi como sobre el comportamiento genémico, patogénico
y antigénico de pestivirus obtenidos de diferentes especies animales con la finalidad de
establecer adecuadas medidas de control.

En Chile, se conoce que el VDVB es endémico de la poblacion bovina con prevalencias
serolégicas de mas de un 60%. Estan presentes los dos genotipos y dentro del VDVB-1 los
subgrupos 1a, 1b, y 1c. También se ha aislado VDVB-1 desde ovejas y cabras de diferentes
regiones del pais y VDVB-1 y VDVB-2 desde alpacas y llamas ubicadas en la Regidén

Metropolitana de Santiago, pero, se desconoce las relaciones filogenéticas, a nivel de



subgrupos, que estan presentes en estas poblaciones animales, por lo que se hace necesario
investigar el parentesco gendmico de aislados obtenidos de estas especies animales a fin de
contribuir a programas de control de la enfermedad y adoptar las medidas de prevencion mas

adecuadas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. CARACTERISTICAS DE LA PRODUCCION OVINA Y CAPRINA CHILENA

En Chile, la produccién ovina y caprina, son importantes por el nimero de animales que
representan, por el nimero de productores que viven de estos animales, por las praderas que
ocupan, las que son en gran parte praderas naturales, y por el uso que se le da a su
produccion. Adicionalmente, la produccién ovina es importante por las divisas que generan las
exportaciones de sus principales productos, carne y lana, las que en el afio 2004 alcanzaron
alrededor de 41,5 millones de ddlares (ODEPA, 2005).

En general, el sector ovino y caprino nacional se ha caracterizado por ocupar suelos
donde la produccion de ganado bovino es muy dificil (Garcia, 1998), ubicandose en terrenos
marginales donde los niveles productivos de los pastizales son bajos, lo que hace que el
sistema de crianza sea extensivo con una baja carga animal por unidad de superficie,
lograndose bajos indices reproductivos y productivos, lo que se traduce, generalmente, en una
baja rentabilidad.

La produccidon de carne ovina es claramente estacional, dado que la gran mayoria de
los animales ocupa praderas naturales, caracterizadas por un ciclo corto de vida. En la zona
central de Chile los corderos son producidos en septiembre, en donde se logran los mayores
precios; en la zona sur, en cambio, el mayor beneficio corresponde al mes de diciembre. En la
zona austral, los corderos se producen de enero a marzo, exportandose la gran mayoria de
ellos con un peso de canal inferior a los 11 kilos (Pérez, 2005).

En el caso de la produccion de carne caprina, resulta dificil hacer un andlisis de este
mercado pues es mayoritariamente informal, como se puede apreciar en las cifras de animales
sacrificados, las que deben estar por debajo de lo que ocurre en la realidad de este mercado.

La produccion ovina en Chile se concentra principalmente en la XI Region de Aysén del
General Carlos 1Ibanez del Campo y XII Regidn de Magallanes y de |Ia
Antartica Chilena donde se encuentra aproximadamente el 63% de la masa total de ovinos del
pais (2.450.000 cabezas aprox.) (INE, 20075), lo que muestra una clara distribucion regional de

estos animales (Cuadro 1). En estas regiones, predomina ampliamente la raza Corriedale. Entre



la IV Regién de Coquimbo y X Region de Los Lagos, se ubica la mayor parte del resto de la
masa ovina, constituida principalmente por rebafios pequenos (entre 15 y 60 ovinos) a
medianos (sobre 60 ovinos). Estos rebafios estan en manos de pequefos y medianos
productores, presentando en su mayoria una baja viabilidad econémica y estan provocando una
acelerada degradacién del medio ambiente, por sobreexplotacién de praderas y arbustos
(Pérez, 2005). Estos pequefios y medianos productores tienen como una de sus principales
actividades la produccion de carne, la que a nivel de la poblacidon nacional presenta un
consumo, de 0,5 a 0,3 kg. por habitante al afio, sin considerar la venta informal de carne ovina

(ODEPA, 2005).

CUADRO 1. Existencia de ganado ovino seglin regiones

Region Informantes Cabezas
Total pais 76.218 3.889.319
I Regidn de Tarapaca 467 10.104
II Region de Antofagasta 598 10.588
III Region de Atacama 319 5.232
1V Region de Coquimbo 3.100 84.215
V Regién de Valparaiso 712 30.485
VI Regiodn del Libertador General 2.599 157.648
Bernardo O'Higgins
VII Region del Maule 4.112 155.129
VIII Regidn del Bio-Bio 11.120 173.735
IX Regidn de La Araucania 22.413 277.884
X Regidn de Los Lagos 18.873 315.198
XI Region Aysén del General Carlos 1.538 304.936
Ibafiez del Campo
XII Region de Magallanes y la 544 2.205.270
Antartica Chilena
Regidn Metropolitana de Santiago 822 24.517
XIV Regidn de Los Rios 8.509 116.149
XV Region de Arica y Parinacota 492 18.229

Fuente: INE, 2007a

La informacién proporcionada por el VI Censo Nacional Agropecuario (afio 1997)
confirmd una significativa reduccion de las existencias ovinas, desde 5,7 millones de cabezas en
el afio 1976 (V Censo) a sélo 3,7 millones en 1997 (VI Censo), lo que implica una variacion
negativa de un 35%. Se estima que dicho inventario se habria recuperado al afio 2007 a una

dotacion de unos 4 millones de cabezas.



Entre los afios 2001 y 2005 el beneficio de cabezas de ganado ovino demostrd
disminuciones entre el 1 y 6%. En el 2006 esta situacién se revierte teniendo un aumento
cercano al 17%. Durante el primer semestre de 2007, el beneficio de carne ovina muestra un
leve incremento en relacion al afio anterior, de un 1,7%. En cambio, su produccion de carne en
vara experimentd una baja de un 6,9% (INE, 2007 5).

En el cuadro 2 se presenta las existencias de caprinos, segun distribucion geografica. Al
igual que en los ovinos la distribucidon es claramente regional. Los caprinos se ubican en mayor
proporcion en la IV Region de Coquimbo alcanzando un 57,3% de las existencias. Durante el
primer semestre de 2007 también redujeron su beneficio en un 40,6% y su produccién

de carne en vara en un 30,8% (INE, 2007b).

CUADRO 2. Existencias de ganado caprino segln regiones

Region Informantes Cabezas
Total pais 17.088 705.800
I Regidn de Tarapaca 160 2.327
II Regién de Antofagasta 355 6.181
III Regidn de Atacama 557 39.187
IV Regién de Coquimbo 5.391 404.562
V Regién de Valparaiso 764 45.588
VI Region del Libertador General 712 18.573
Bernardo O’Higgins
VII Region del Maule 1.050 40.122
VIII Regidn del Bio-Bio 3.009 47.319
IX Regidn de La Araucania 2.340 50.810
X Regidn de Los Lagos 1.018 11.140
XI Region de Aisén del General 310 12.138
Carlos Ibafiez del Campo
XII Regién de Magallanes y de 17 158
la Antartica Chilena
Regidn Metropolitana de 355 12.325
Santiago
XIV Regidn de Los Rios 801 9.328
XV Region de Arica y Parinacota 249 6.042

Fuente: INE, 2007a

Los propietarios de los ovinos y caprinos que existen en Chile son de diferente indole
(Cuadro 3). En el caso de los ovinos un 22,2% corresponden a grandes productores y un
43,6% a productores de tamafio medio. En el caso de los caprinos la propiedad, en gran parte,

esta en manos de pequerios productores (49,7%) y en un 12,8% pertenece a una ganaderia de



subsistencia; el resto corresponde a medianos y grandes productores o a crianzas domésticas

sin fines productivos.

CUADRO 3. Tipo de productor seglin tamafio de predio

Tipo de Ovinos Caprinos
productor

Total 3.710.459 1.253.574
Subsistencia (%) 6,1 12,8
Pequefio (%) 26,9 49,7
Mediano (%) 43,6 6,4
Grande (%) 22,2 14,0
Sin Actividad (%) 1,2 17,1
Total (%) 100,0 100,0

Fuente: ODEPA, 2000.

Respecto a las razas ovinas presentes en Chile, se puede afirmar que,
mayoritariamente, corresponden a animales doble propdsito (productores de lana y carne)
como Corriedale, Hampshire, Romney Marsh, Sufolk y Merino Precoz. Segun apreciacion de
Garcia (1998) y considerando las cifras del censo publicado en 1997, las mayores existencias
corresponderian al ganado Corriedale que estaria en un porcentaje de 63,4%, Hampshire en un
10%, Romney Marsh en un 9,7%, Sufolk en un 8,8%, Merino Precoz en un 5,3%, Merino
Australiano en un 1,8% y otras razas estarian en un 1%. En los Ultimos afos se ha buscado
diversificar la produccion ovina nacional, con la importacion de razas especializadas en
produccion de leche como las Latxa, Milchschaf y Assaf o en produccion de carne como la Texel
(Pérez, 2005).

En el caso de los caprinos la situacion es algo distinta, pues el 80% de la masa estaria
constituido por ganado criollo, el 20 % restante esta representado por la introduccion al pais de
ganado especializado en la produccién de leche como las razas Alpinas, Saanen, Toggenburg y
Anglo Nubia; y en el caso de la produccion de pelo con las razas Angora y Cachemira. En los
ultimos afos se ha introducido la raza Boer para mejorar la produccién de carne caprina (Pérez,

2005).



2. CARACTERISTICAS PRODUCTIVAS DE CAMELIDOS SUDAMERICANOS
DOMESTICOS

Los camélidos sudamericanos domésticos (CSD) son una riqueza pecuaria y genética de
las poblaciones andinas. Bajo este término se incluyen dos especies, la alpaca (Lama pacos) y
la llama (Lama glama), destacandose su eficiencia en el uso de la tierra en un ambiente
adverso como son las fragiles praderas de los paramos andinos de los cinco paises donde se
concentra la mayor poblacién natural de estas especies: Argentina, Bolivia, Chile, Ecuador y
Per( (FAO, 2005).

En Chile los camélidos sudamericanos representan sélo el uno por ciento del total de la
masa ganadera del pais, sin embargo, representan mas del 60% de la masa total de animales
beneficiados en los mataderos de Arica (FAO, 2005) que sirve a las Regiones de Arica y
Parinacota y de Tarapaca. Son el medio de subsistencia de la poblacién Aymara que habita en
el altiplano andino sobre la cota de los 3.800 a 4.000 m.s.n.m., y dificilmente podran ser
reemplazados por otras especies animales domésticas, las que habitualmente no se aclimatan,
ni menos se adaptan a las extremas condiciones del altiplano. La Unica especie que ha
mostrado una aclimatacién al ambiente de la puna es el ovino, aunque con un grado de
eficiencia productivo bajo respecto de lo observado para la especie en otras regiones del pais.
Se estima que el 90% de las alpacas y la totalidad de las llamas de las zonas altiplanicas se
encuentra en manos de pequefios productores Aymara, y ellas son indispensables para su
subsistencia por que son el principal aporte de proteinas en la dieta, sirven como medio de
carga y de transporte, su fibra se emplea en la comercializacion y para confeccionar
vestimentas, los excrementos son utilizados como combustible y fertilizante y, ademas, son de
gran valor para los rituales religiosos y forman parte del paisaje fomentando el ecoturismo.

Respecto a la distribucion de los CSD en Chile, en el Cuadro 4 se observa que el mayor
nimero de animales se encuentra en la Region de Arica y Parinacota y en la Region de
Tarapaca concentrando el 80% del total de alpacas y un 82% de las llamas.

Existen dos razas de alpacas, la raza Huacaya y la raza Suri. La raza Huacaya es mas
abundante a pesar de no existir seleccion a su favor. Es mas ristica que la raza Suri y tiene

mayor resistencia al medio, estando bien adaptadas al clima frio. Las crias son robustas y nacen
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con abundante lana. El velldbn es de apariencia esponjosa y las fibras se alzan casi
perpendicularmente al cuerpo. Las alpacas de la raza Suri se encuentran casi exclusivamente en
Per(, en general esta raza presenta mayor incidencia de mortalidad y necesita climas mas
benignos que la Huacaya. La raza Huacaya tiene un promedio de vida de 11 afios, aunque no
es poco frecuente ver animales de 16-18 afos en plena produccion y fecundidad o machos en
pleno servicio (Bonacic, 1991).

Con respecto a las llamas, existen dos razas, una es la raza Kcara Khala o pelada la que
se caracteriza por estar desprovista de fibra o pelo en la cara, cuello, extremidades y barriga,
siendo su velldbn muy poco denso. Esta raza también denominada Cara-sullo o pelada, se
caracteriza por ser un animal de carga y produce escasa cantidad de lana gruesa. La otra raza
denominada Chacku, choco, tampulli o lanuda, se caracteriza por tener todo el cuerpo cubierto
con pelaje, su velldbn es muy denso. También denominada Tapa, esta raza es de menor
resistencia para labores de carga, posee una buena produccion de lana la que se caracteriza
por ser mas larga y fina que la anterior (Bonacic, 1991).

La explotacion comercial de los camélidos se ha limitado a estas especies domésticas y
en los Ultimos 150 afos ha estado en manos de pocos productores e intermediarios que

controlan la produccion.

CUADRO 4. Existencia de ganado camélido en las explotaciones agropecuarias y forestales por especie, segun region

Alpacas Llamas

Informantes Cabezas Informantes Cabezas
Total pais 916 28.741 1.389 50.192
I Region de Tarapaca 168 3.488 484 23.711
II Region de Antofagasta 45 244 203 5.648
III Region de Atacama 5 34 8 47
IV Region de Coquimbo 22 150 35 236
V Region de Valparaiso 37 653 51 382
VI Region del Libertador 67 888 24 138
General Bernardo O'Higgins
VII Region del Maule 61 953 18 143
VIII Region del Bio-Bio 42 129 46 252
IX Region de La Araucania 70 577 100 717
X Region de Los Lagos 49 597 82 503
XI Region de Aysén del 37 208 2 37
General Carlos Ibaiiez del
Campo
XII Region de Magallanes y 20 887 13 373
de la Antartica Chilena
Region Metropolitana de 25 329 41 188
Santiago
XIV Region de Los Rios 44 538 53 425
XV Region de Arica y 224 19.066 229 17.392
Parinacota

Fuente: INE, 2007a 11



La crianza de alpacas y llamas es una actividad econémica relevante para las regiones
andinas, destacando la produccién de fibra, fundamentalmente de alpaca que posee una alta
valoracion en los mercados internacionales por su fina textura. Este mercado de la fibra siempre
ha sido inestable, con amplias fluctuaciones de precio y volimenes de produccién. Muy poco se
ha hecho con relacién a las tecnologias de producciéon y al mejoramiento del pelo. La mayor
parte de los avances se han realizado en el procesamiento textil y en las tecnologias de
tratamiento del pelo.

La carne, en forma contraria, tanto de llama como de alpaca, posee un consumo
bajisimo en los medios urbanos, pese a sus extraordinarias cualidades nutritivas, como lo son el
bajo porcentaje de grasa y un nivel de proteina mas alto en relacion a otras especies,
caracteristicas adecuadas para los perfiles nutricionales de las sociedades modernas. Sin
embargo, esta carne se considera como un producto de baja calidad, principalmente por la
presencia de parasitos, como sarcosporidios, que altera las caracteristicas organolépticas del
producto. Se suma a ello el hecho de que se considera a la carne de camélidos como alimento
Unico de campesinos y no para las poblaciones urbanas debido a su idiosincrasia (FAO, 2005).

La explotacién comercial de los camélidos en Chile tiene el potencial de convertirse en
un negocio rentable con muchos beneficios para el sector agricola, asi como de las personas
que actualmente dependen de estos animales para su sustento. Es factible pensar en alcanzar
niveles de éxito similares a los obtenidos en otros paises, considerando ademas la excelente
condicion sanitaria de Chile y la posibilidad de aplicar modernas tecnologias cientificas y de
manejo.

En Chile, de acuerdo al Ultimo censo agropecuario nacional, la poblacion de camélidos
sudamericanos esta creciendo, y ademas se esta expandiendo, por la transferencia a modo
experimental de rebafios a otras zonas de crianza, como la zona central y sur del pais. Para
este objetivo resulta relevante fomentar la incorporacion de practicas de manejo en diferentes
ambitos tales como alimentacion, reproduccién y sanidad, tanto en su ambiente natural como
en los ambientes donde ellos son introducidos. Al respecto, la prevencion y control de las
enfermedades infecciosas es un factor fundamental a considerar para la adecuada produccion

de CSD (Parrefio y Marcoppido, 2006).
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3. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR AGENTES INFECCIOSOS EN CAMELIDOS
SUDAMERICANOS

Los CSD son animales mas bien saludables, deben confluir notables condiciones de
infeccién para ser capaces de producir un cuadro clinico en estas especies (Thedford y Johnson,
1989).

En general, se sefiala que la adquisicion de infecciones de los camélidos se debe a
contagio interespecies (Evermann, 2006). Los camélidos poseen una relacion filogenética
cercana con los rumiantes, sin embargo, no son afectados por todas las enfermedades que ellos
presentan, de hecho dentro de los propios rumiantes las especies no comparten, en su
totalidad, las mismas enfermedades. No obstante, se asume que los CSD son susceptibles al
comln de las enfermedades padecidas por rumiantes (Rivera et al, 1987) y a algunas que
afectan a los équidos como la influenza equina y la infeccidon con el virus herpes equino 1
(Parreiio y Marcoppido, 2006).

De las enfermedades bacterianas mas comunes que afectan a los CSD se describe la
enterotoxemia que es una de las enfermedades de mayor impacto sanitario y econdmico en los
productores de camélidos sudamericanos, afectando principalmente a las crias con altas tasas
de morbi-mortalidad (Parrefio y Marcoppido, 2006). Es causada por Clostridium perfringens tipo
A, Cy D, siendo el tipo A el de mayor importancia epidemioldgica (Ramirez, 1987; Ramirez,
1991). El edema maligno y el tétanos se presentan como complicaciones de heridas (nunca de
manera espontanea) (Ramirez, 1991; Fowler, 1994; Solis Hospinal, 2000).

Otra enfermedad bacteriana descrita en camélidos sudamericanos es la colibacilosis. Es
producida por Eschericcia coli (E. coli). En etapas neonatales produce infeccion principalmente
los primeros 2 meses de vida (Ramirez, 1991). Los serogrupos asociados a diarrea por £. coli
enteropatdgena en alpacas son 0136, 078 y 08/060/0X2B (Parrefio y Marcoppido, 2006). En
camélidos adultos, representan la causa mas comun de infecciones uterinas, mastitis y abscesos
(Fowler, 1994). También se ha reportado un caso de meningoencefalitis con abscedacién del
cerebro en una cria de alpaca, insuficientemente calostrada (Tsur et a/, 1996). También se han
descrito infecciones mixtas de £. coli con otros agentes infecciosos como Salmonellay rotavirus

(Parrefio et al., 2001).
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El género Salmonella sp. produce diarrea severa y afecciones respiratorias
principalmente en crias de camélidos (Parrefio y Marcoppido, 2006). En camélidos se ha
identificado Salmonella cholerasuis var kunzendorfy Salmonella typhimurium.

Las afecciones respiratorias agudas son frecuentes en las crias de camélidos (Parrefio y
Marcoppido, 2006). Los agentes bacterianos aislados de estos cuadros son Pasteurella
multocida, (Fowler, 1994; Solis Hospinal, 2000) y Pasteurella haemolytica (Ramirez, 1991). En
camélidos adultos podria estar involucrado el Mycoplasma (Hung et al., 1988). Staphylococcus
aureus o sp. y Streptococcus sp. (hemolitico) han sido aislados de procesos neumonicos en
crias de alpacas en Peru (Barsallo, 1985).

Dentro de las enfermedades sistémicas, se han registrado casos de antrax en camélidos
(Parreiio y Marcoppido, 2006). Cinco agentes de tuberculosis, Mycobacterium (M. tuberculosis,
M. bovis, M. avium, M. microti y M kansai), han sido aislados en camélidos (Thedford y
Johnson, 1989; Fowler, 1994).

Otras enfermedades bacterianas que pueden afectar a camélidos son brucelosis,
listeriosis, paratuberculosis, leptospirosis, actynomicosis, rodococosis y fiebre de la alpaca
producida por Streptococcus zooepidermicus (Parrefio y Marcoppido, 2006).

Dentro de las infecciones virales mas importantes que afectan a camélidos se
encuentran aquellas que producen enfermedad generalizada como la fiebre aftosa, el ectima
contagioso, y existen evidencias seroldgicas de exposicién al virus de la lengua azul. La rabia
produce alteraciones a nivel del sistema nervioso. De los que producen enfermedades
respiratorias podemos mencionar virus parainfluenza 3 que causa neumonia aguda, el virus
respiratorio sincicial bovino, influenza A y adenovirus que produce bronconeumonia. Ademas, se
describen virus que producen diarreas neonatales dentro de los que se cuenta rotavirus y
coronavirus.

Existe ademas un grupo de virus que produce enfermedades de tipo respiratoria y
reproductiva. En este grupo es posible mencionar al virus herpes bovino 1, al recientemente
descrito virus herpes equino tipo 1 causante de la ceguera neuropatica y al virus de la diarrea

viral bovina agente causal de diarrea, descarga nasal, muerte subita y abortos en camélidos.
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Es importante destacar que los camélidos sudamericanos podrian actuar como
reservorios de agentes asociados a enfermedades zoonodticas, como por ejemplo tuberculosis,
brucelosis, leptospirosis, y sindrome urémico-hemolitico. Por este motivo, el monitoreo de los
rebafios domésticos y de las poblaciones silvestres de camélidos resulta importante a la hora de
estudiar la epidemiologia de las infecciones antropozoondticas asi como también, las
enfermedades interespecie que resultan del contagio con ganado doméstico (Parrefio y
Marcoppido, 2006), de tal modo que, se debe tener especial cuidado con el contacto con
animales no fiscalizados ya que se pone en peligro el patrimonio zoosanitario de nuestro pais
(FAO, 2005).

De especial relevancia seria prestar atencion a la infeccion con pestivirus en los CSA,
debido a que este agente es considerado como el que produce las mayores pérdidas

productivas y reproductivas en el ganado (Vilcek et al., 2004).

4. GENERALIDADES DE LOS PESTIVIRUS

El género Pestivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae incluye a virus que afectan a
rumiantes y a especies relacionadas dentro del orden Artiodactyla (Nettleton, 1990; Becher et
al, 1997; Avalos Ramirez et al, 2001; Evemann y Barrington, 2005). Dentro de los rumiantes,
las especies afectadas incluyen animales domésticos y silvestres en cautiverio y en vida silvestre
(Leken, 2000). Contiene tres especies virales antigénicamente relacionadas: los virus de la
diarrea viral bovina genotipo 1 (VDVB-1), y genotipo 2 (VDVB-2), que infectan principalmente a
bovinos, ovinos y caprinos; el virus de la enfermedad de la frontera (VEF), que infecta a ovinos
y caprinos (Viléek et al, 1997); y el virus de la peste porcina clasica (PPC) que infecta a

porcinos (Murphy et al., 1999).

Los pestivirus se caracterizan porque sus viriones miden 40 a 60 nm de diametro
(Lindenbach et al., 2007). El genoma consiste en una hebra Unica de ARN de polaridad positiva
constituido por alrededor de 12,3 kilobases, donde se ubica un marco de lectura abierto "ORF”
(del inglés “Open Reading Frame”) para una poliproteina de alrededor de 4.000 aminoacidos.

En los extremos 5’ y 3’ existen regiones que no codifican para proteinas, llamadas “UTR” (del
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inglés Untranslated Region) de alrededor de 372-385 y 185 a 273 nucledtidos, respectivamente
(Murphy et al,, 1995; Vilcek et al., 1997; Lindenbach et a/, 2007). La poliproteina dara origen a
las proteinas estructurales y no estructurales; procesamiento mediado por proteasas virales y

celulares (Lindenbach et al,, 2007).

La distribucién de los genes dentro del ORF de la poliproteina en la cepa NADL de VDVB
sigue el siguiente orden en sentido 5-3": NH,-NP™°-C-E™-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-

NS5B-COOH (Collett et al., 19885; Lindenbach et al., 2007) (Figura 1).

El inicio de la traduccién del genoma de los pestivirus es de tipo Cap-independiente y es
mediado por una secuencia nucleotidica conocida como IRES (del inglés, Internal Ribosome
Entry Site) (Giangaspero y Harasawa, 2004; Lindenbach et al, 2007) lo que le permite

comenzar la traduccion del RNA mensajero a pesar de carecer de modificacion Cap en su

extremo 5'.
ARMN-dependiente
autoproteass protessa helicasa Proteass ARMN polimeraza
[ co-factar
| PT NS4
SRl ¢ |eos | E1| B2 | |NS2|-3 a|B| Nssa NSEB s
IRES

FIGURA 1. Proteinas estructurales y no estructurales obtenidas por el procesamiento de la poliproteina de la

cepa NADL del VDVB.

La primera proteina codificada por el virus es NP, (cuya abreviacion se refiere a “N-
terminal autoprotease”) (Becher et al, 1999), corresponde a una proteasa no estructural,
propia de los pestivirus, con actividad autocatalitica que precede a la region que codifica para
las proteinas estructurales del virus, la que corresponde a 1/3 de la poliproteina. Los 2/3

restantes de la poliproteina corresponden a las proteinas no estructurales del virus.

En cuanto a las proteinas estructurales, la nucleocapside esta constituida por una Unica
proteina, la proteina C, que se repite multiples veces. Rodea a la capside una envoltura lipidica
en la que se insertan 3 glicoproteinas: E™, E1, E2 (Thiel et al., 1996). E™ (cuya abreviacion se

refiere a “ribonuclease soluble”) (Becher et al, 1999), es una glicoproteina de envoltura
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altamente glicosilada con actividad ribonucleasa indispensable para el ciclo infectivo viral, que
induce la produccion de niveles significativos de anticuerpos en el animal, pero con una muy
limitada actividad neutralizante. E1, otra glicoproteina de la envoltura, en el virion se encuentra
covalentemente unida a E2 pero la induccién de anticuerpos neutralizantes es pobre. E2 es la
proteina mayoritaria de la particula viral y juega un rol preponderante en la respuesta inmune
del hospedero, ya que posee los epitopes criticos en la estimulacion de la produccion de
anticuerpos neutralizantes (Xue et a/, 1990; Horzineck, 1990; Boulanger et a/, 1992; Goens,
2002; Lindenbach et al., 2007). La proteina E2 en VDVB-1 tiene un epitope inmunodominante y
en VDVB-2 tiene tres epitopes inmunodominantes (Chase et al., 2004). p7 es la proteina que
sigue a las proteinas estructurales del virion. No esta claro si es una proteina estructural o no
estructural. Esta proteina puede formar canales de iones por lo que podria tener funcion en el

ensamblaje y entrada del virus (Lindenbach et a/., 2007).

Las proteinas no estructurales se encuentran formadas por NS2-3 (NS2, NS3), NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B (Thiel et al, 1996). Estas proteinas poseen diferentes actividades. La
proteina NS2-3, en algunas cepas de pestivirus es cortada dando lugar a las proteinas NS2 y
NS3 (Collett et al., 19885), lo cual se utiliza como indicador de citopatogenicidad para el VDVB.
La proteina NS2 ha sido descrita recientemente como una cisteina proteasa (Lindenbach et al,,
2007). Aparentemente, la proteina NS3 tendria actividad de serina proteasa (Méndez et al.,
1998), NTPasa y helicasa (Grassmann et al., 1999). Luego de NS2-3, estan las proteinas no
estructurales NS4 y NS5, las que son procesadas generando NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. NS4A
actlia como cofactor para la serina proteasa NS3 (Lindenbach et a/., 2007). Poco se sabe sobre
la funcién de las demas proteinas y se postula que NS5B seria la polimerasa ARN-dependiente

del virus (Meyers y Thiel, 1996; Lindenbach et ar., 2007).

5. GENOTIPOS DE LOS PESTIVIRUS

La amplificacion del genoma, por PCR, y secuenciacion de diferentes segmentos del
genoma viral, tales como secciones de la region 5'UTR (Ridpath et al, 1994; Vilcek et al.,

2001), del gen completo que codifica para NP (Becher et a/., 1997; VilCek et a/, 2001), y del
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gen que codifica para E2 (Becher et al, 1999; Tajima et al, 2001), seguido por analisis
filogenético, permite agrupar, basado en la homologia de la secuencia de acidos nucleicos, las
variantes genéticas de cepas y aislados de campo de pestivirus en diferentes ramas de arboles
filogenéticos (Sakoda et a/, 1999; Ridpath, 2003). Esto ha permitido clasificar al VDVB en dos
genotipos, VDVB-1 y VDVB-2 (Pellerin et al, 1994; Ridpath et al., 1994; Ridpath y Bolin, 1998)
y diferenciar claramente los VDVB, VEF y VPPC. Del mismo modo, es posible ademas, clasificar
estas especies de pestivirus en subgrupos (Becher et al, 1997; Becher et al., 1999; Paton et
al., 2000; Vilcek et al, 2001; Beer et al, 2002; Hurtado et a/., 2004). El analisis filogenético de
porciones conservadas del genoma como 5 UTR y NP resulta en la formacion de menos ramas
dentro de una especie viral con respecto a si se analizan regiones menos conservadas, como es

el caso de E2 (Ridpath, 2003).

Los estudios de variabilidad genética han permitido determinar que la homologia de
secuencias nucleotidicas de la regiéon 5'UTR entre 2 virus de distintos genotipos bordea el 75%,
en cambio la homologia de virus pertenecientes a un mismo genotipo, sube a un 90% en el
caso del VDVB-1 y 96% en el caso de VDVB-2 (Ridpath et al., 1994; Pellerin et al., 1994; Vilcek

et al, 2001).

5.1. GENOTIPO VDVB-1

El genotipo VDVB-1 es de distribucion mundial y representa mas de la mitad de todos
los aislados genotipificados reportados hasta el momento. A este genotipo pertenecen, por
ejemplo, las cepas de referencia NADL, Singer, Oregon y Osloss. Son reconocidos, en general,
por producir cuadros clinicos leves cuando infectan animales en vida extrauterina.

Los primeros analisis del genoma, efectuados en secciones de la region 5 UTR,
permitieron clasificar el VDVB-1 en dos subgrupos: la y 1b (Pellerin et al, 1994).
Posteriormente, el analisis de diferentes aislados, en la regién 5 UTR y en NP, indican que
existen al menos 11 subgrupos de VDVB-1: VDVB-1a hasta VDVB-1k (Vilek et al., 2001; Vilcek
et al., 2004). Posteriormente, se han descrito VDVB-1I, DVB-1m en aislados de Francia (Jackova

et al, 2008), VDVB-1n y VDVB-10 en aislados de Japon (Nagai et al, 2008), pero, estos
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subgrupos aln no estan aceptados por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus, sin
embargo, son ampliamente citados en estudios de epidemiologia molecular (Tajima et al,
2001; Jackova et al., 2008).

Dentro del VDVB-1 existen algunos subgrupos mas difundidos como es el caso de 1la y
1b, presentes en toda América y en varios paises de Europa, Asia y Africa (Evermann y Ridpath,
2002). La mayor diversidad en cuanto a subgrupos se encuentra en Europa donde paises como
Austria, Alemania, Italia y Eslovenia presentan aproximadamente 4 subgrupos de VDVB-1
circulando en su ganado: VDVB-1a, 1b, 1d y 1f (VilCek et a/, 2001; Tajima et al., 2001; Falcone
et al., 2003; Toplak et al., 2004).

Poco se sabe con respecto a la variabilidad genética del VDVB-1, basada en el analisis
de E2, en relacion al tiempo y a la ubicacion geografica. Actualmente, se describen siete

subgrupos, desde VDVB-1a al VDVB-1g (Tajima et a/, 2001; Tajima, 2004).

5.2. GENOTIPO VDVB-2

Este genotipo fue descrito por primera vez en 1994, cuando se analizaron aislados
asociados a brotes de un sindrome hemorragico y trombocitopenia que causé grandes pérdidas
econdmicas en Estados Unidos de Norteamérica y en el oeste de Canada (Pellerin et a/., 1994.,
Ridpath et al., 1994). Pellerin et al., (1994) realizaron la caracterizacion de los 2 Ultimos tercios
de la region 5° UTR del genoma de los nuevos aislados y compararon las secuencias de
nucledtidos con las secuencias de cepas clasicas de VDVB-1a y 1b. El porcentaje de homologia
entre las cepas de referencias y los nuevos aislados no superé el 75%. Junto con estudios de
neutralizacion viral demostraron que se trataba de un nuevo genotipo viral, que se denomind
genotipo VDVB-2.

Posteriormente, se ha reportado presencia del VDVB-2 en forma esporadica en Europa
y en Japon (Ridpath et al, 1994; Pellerin et al., 1994; Vilcek et al, 1997; Beer et al., 2002;
Sakoda et al., 1999). Hasta ahora, se han descrito 2 subgrupos: VDVB-2a y VDVB-2b (Becher et
al, 1999; Flores et al, 2002). Trabajos de identificacion gendmica de aislados ovinos que

presentaban signologia clinica similar a la ocurrida en animales con enfermedad de la frontera,
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ha permitido postular la existencia en ovinos de 4 subgrupos de VDVB-2: VDVB-2a, VDVB-2b,
VDVB-2c y VDVB-2d (Giangaspero y Harasawa, 2004).

Con respecto a la presencia del VDVB-2 en Sudamérica, en Argentina, se detectdé en
brotes de animales con signologia de enfermedad aguda hemorragica en bovinos jévenes
(Odedn et al, 1998). En trabajos posteriores se detectdé VDVB-2 en 3 muestras de tejidos
fetales y suero de animales cuya fecha de obtencion fue de 7 a 8 afios previa al brote descrito
por Odedn en 1998 (Jones et a/., 2001). Ademas, se describié VDVB-2 en 2 brotes de animales
que presentaron signologia digestiva y dermatoldgica con una homologia de 88 a 90% con la
cepa de referencia 890 (Odedn et al,, 2003). En Brasil, se determind la presencia de VDVB-2 en
bovinos jovenes con enfermedad respiratoria y digestiva ademas de la presencia en animales
sin signologia clinica (Flores et al., 2000). Analisis posteriores demostraron la presencia de los
subgrupos VDVB-2a y VDVB-2b (Flores et al/, 2002). En Chile se encontré el VDVB-2 en 17
aislados pertenecientes a bovinos de diferentes predios. Estos aislados se consideraron como
cepas avirulentas del VDVB-2 ya que no se establecid una relacion entre los signos clinicos
agudos descritos en Norte América (Pellerin et al., 1994., Ridpath et al., 1994) y la especie viral

encontrada (Pizarro-Lucero et al.,, 2006).

5.3. GENOTIPO VEF

Dentro de la especie VEF se describen varios genotipos provenientes de aislados
europeos, norteamericanos y en menor cantidad africanos (Vilek et al., 1997; Becher et al.,
2003; Thabti et al., 2005). Las comparaciones de secuencias de aislados VEF con aislados de
referencia de otras especies dentro del género pestivirus definen tres grupos, uno
filogenéticamente mas cercano al VPPC, uno mas similar a VDVB y uno compuesto por aislados
distintos a los dos grupos anteriores (Sullivan et al., 1997).

Aunque, genéticamente estos genotipos podrian considerarse como especies distintas,
debido a los porcentajes de homologia entre ellos, antigénicamente se encuentran mas
relacionados entre si que entre las diferentes especies de pestivirus. De esta forma, se
describen tres genotipos dentro de la especie VEF y se denominan VEF-1, VEF-2 y VEF-3

obtenidos de oveja (Becher et al., 2003). Ultimamente, se postulé un cuarto genotipo de VEF
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proveniente de aislados de la regién de Tunez. Las distancias filogenéticas entre los aislados
tunecinos vy los aislados correspondientes a pestivirus descritos hasta el afio 2003, indicarian
que corresponden a un nuevo grupo mas cercano a los VEF que al resto de los pestivirus
(Thabti et a/., 2005). Estudios realizados en Espana concluyeron que los pestivirus que afectan
a ovinos en esa regién corresponden a VEF (Valdazo-Gonzalez et al., 2006). Posteriormente, se
ratificd la presencia de VEF-4 en aislados de ovinos obtenidos en la Peninsula Ibérica los cuales
se relacionaban genéticamente con aislados de pestivirus descritos para “Pyrenean chamois”
(Valdazo-Gonzalez et al, 2007). Actualmente, se postula la presencia de VEF-5 y VEF-6 luego
de la caracterizacion genética de aislados de ovinos obtenidos desde Francia (Dubois et al.,

2008).

5.4. GENOTIPO VPPC

Hasta el momento se describen 2 genotipos dentro de la especie VPPC. El genotipo 1
esta representado por la cepa de referencia Brescia, que agrupa a aislados europeos obtenidos
entre los afios 40 y 60 y el genotipo 2 representado por la cepa Alfort, donde se encuentran la
mayoria de los aislados europeos y asiaticos obtenidos desde la década del 80 (Vilcek et af,
1996). Dentro de cada genotipo se encuentran al menos 2 subgrupos. La distancia filogenética
en el caso especifico de VPPC parece estar relacionada con la zona geografica de los

aislamientos (Stadejek et al., 1997).

5.5. OTROS POSIBLES GENOTIPOS DE PESTIVIRUS

Vilcek et al., (2005) sefialan que en la naturaleza pueden existir muchos pestivirus que
no se ubican dentro de las especies virales mencionadas, ya que aislados obtenidos de especies
silvestres y domésticas estan poco emparentados con las especies descritas, y es asi como se
describen los genotipos del reno (Rangifer tarandus) (Avalos-Ramirez et al., 2001), el genotipo
del bison (Bison bonasus) (Becher et al, 1999), el genotipo VDVB-4 obtenido del ante
(Rupicapra pyrenaica pyrenaica) (Arnal et al., 2004); el genoctipo jirafa (Giraffa camelopardalis)
(Becher et al,, 1999; Avalos-Ramirez et al, 2001; Becher et al., 2003) y el genotipo pronghorn

obtenido del antilope (Antilocapra americana) (Vilcek et al., 2005).
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6. BIOTIPOS DE LOS PESTIVIRUS

Otra propiedad que caracteriza a los pestivirus es la existencia de dos biotipos,
reconocidos por los cambios morfoldgicos que inducen en los cultivos celulares donde ellos se
multiplican. El biotipo no citopatico (NCP) estd representado por los virus que replican sin
producir cambios microscopicamente visibles en las células; en cambio el biotipo citopatogénico
(CP), corresponde a aquel que produce cambios morfoldgicos como vacuolacion y muerte de las
células infectadas (Thiel et al., 1996; Goens, 2002). En condiciones de campo, la mayoria de los
aislados obtenidos corresponden a cepas NCP (Thabti ef a/, 2002; Saliki y Dubovi, 2004). Es
importante destacar que las cepas NCP del VDVB poseen un grado de patogenicidad mayor y
son responsables de la mayoria de las manifestaciones clinicas asociadas al VDVB con
excepcion de la enfermedad de las mucosas que requiere la presencia de ambos biotipos (Saliki
y Dubovi, 2004). En el biotipo NCP la proteina NS2-3 siempre se encuentra como una molécula
Unica, en cambio en los virus CP, NS2-3 se encuentra parcialmente procesada generando NS2 y
NS3, encontrandose en el citoplasma celular NS2-3, NS2 y NS3 (Meyers y Thiel, 1996).
Investigadores han determinado que las cepas NCP son capaces de infectar una amplia
variedad de tejidos como el epitelio del tracto digestivo y respiratorio, células sanguineas, tejido
linfoide, érganos de la reproduccién, etc.; mientras que, las cepas CP infectan sdlo algunos

tipos de tejidos, especialmente tejido linfatico del aparato digestivo (Lambot et a/., 1998).

7. PESTIVIRUS EN BOVINOS
7.1. VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA (VDVB)

El VDVB fue aislado por primera vez en EE.UU. en 1946, asociado a epizootias de una
enfermedad aguda, caracterizada por lesiones erosivas de la mucosa del tracto digestivo y
diarreas (Olafson et al, 1946). En 1946, Olafson la describi6 como una enfermedad
transmisible del ganado con una alta morbilidad y baja mortalidad. El ganado afectado mostrd
fiebre, diarrea y tos. A esta condicion se le llamd “Diarrea Viral Bovina”. Siete afios después
Ramsey y Chivers (1953), reportaron una enfermedad mortal del ganado con baja tasa de

morbilidad. Esta enfermedad se caracterizd por producir fiebre, anorexia, letargo, diarrea
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profusa con sangre fresca o coagulada, descarga nasal mucopurulenta y deshidratacion. La
muerte, generalmente, ocurria dentro de las dos semanas después de la aparicion de los signos
clinicos. Post-mortem se encontraron extensas ulceraciones del tracto gastrointestinal. A esta
enfermedad se le llamdé enfermedad de las mucosas (EM). Afos después se descubrido que

ambas enfermedades eran causadas por el mismo virus, el VDVB (Thiel et a/., 1996).

Por muchos afios se ha reconocido al VDVB-1 como un patdgeno, principalmente, del
tracto digestivo pero también esta involucrado en enfermedades del complejo respiratorio del
bovino y patologias de la reproduccion. Ademas, juega un rol importante en la presentacion de

otras patologias infecciosas, debido a su efecto inmunodepresor (Baker, 1987).

Se han descrito formas agudas de la enfermedad, asociadas a menudo con un sindrome
hemorragico (Corapi ef al, 1990), producidas por cepas mas virulentas de VDVB-2
caracterizada por fiebre, diarrea, trombocitopenia, hemorragias, epistaxis, petequias, equimosis,
trastornos respiratorios y altas tasas de aborto y mortalidad (Corapi et a/, 1989; Bolin y
Ridpath, 1992; Carman et al, 1998). Estas cepas virulentas de VDVB-2 no citopaticas (NCP)
han sido aisladas y asociadas a brotes de enfermedad aguda y severa en ganado,
principalmente, en Canada y Estados Unidos de Norteamérica, asociadas a grandes pérdidas
econdmicas (Pellerin et al,, 1994; Ridpath et a/, 1994). Sin embargo, la mayor parte de las
infecciones en los terneros ocurre con VDVB-1 y VDVB-2 de baja virulencia, con presentacion de
enfermedad leve o que pasan clinicamente inadvertidas. No obstante, hoy se considera al VDVB
como un patdégeno importante para el ganado con un gran impacto econémico dado,

principalmente, como resultado de la infeccion intrauterina (Thiel et a/., 1996).

7.2. PATOGENESIS DEL VDVB

La patogénesis de los sindromes clinicos provocados por el VDVB esta determinada por
muchos factores, entre los que se incluyen la ocurrencia de viremia en el animal afectado, la
habilidad del virus para afectar el sistema inmune e invadir ciertos tejidos, la ocurrencia de
infecciones transplacentarias, la induccion de inmunotolerancia en etapa prenatal o

inmunocompetencia en etapas postnatales (Radostits y Littlejohns, 1988).
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La ruta natural de la infeccion aguda postnatal es la oronasal y es responsable de la
ulceracion de las mucosas Yy siguiente salivacién o descarga nasal. El virus puede infectar a un
animal inmunocompetente a través de la inhalacion o ingestion, por parte de éste, de productos
contaminados con saliva, secreciones 6culo nasal y uterinas, leche, semen, heces, orina y
sangre procedentes de animales infectados con el VDVB (Carr y Carman, 2005). Desde alli, el
virus entra en el tejido linfoide que rodea la orofaringe, especialmente las células epiteliales en
las criptas tonsilares, donde el antigeno viral es encontrado durante la infeccion aguda. El virus
parece ser capaz de multiplicarse en todas o en la mayoria de las poblaciones de linfocitos, asi
como también, en células accesorias (Thiel et al, 1996). Otras formas de infeccién son la
administracion  parenteral de productos bioldgicos contaminados con el virus
(fundamentalmente vacunas), picaduras de insectos hematdfagos, el empleo de agujas
hipodérmicas contaminadas, la inseminacion e implantacion de embriones procedentes de
animales infectados y por todos los implementos de uso rutinario que estén contaminados y

gue tomen contacto con las mucosas del animal susceptible (Baker, 1987).

En hembras gestantes, producto de la viremia, el virus puede ser transferido al feto en
cualquier periodo de la gestacion. La patologia causada al feto dependera, fundamentalmente,
del tiempo de gestacidén que tenga el feto al momento de la infeccion (Baker, 1990; Brownlie,
1990). En general, el mayor riesgo para el feto ocurre en la gestacion temprana (Radostits y
Littlejohns, 1988). Si la infeccidén ocurre antes del dia 45 de gestacién se producira reabsorcion
embrionaria (Rivera, 1993). Si ocurre entre los 50 y 100 dias, puede ocurrir muerte fetal
seguida por aborto o momificacion fetal y la expulsion del feto es frecuentemente semanas o
meses después (Rivera, 1993). Si el feto es infectado con un aislado NCP antes del dia 125 de
gestacion y no le produce la muerte, éste reconocera a los antigenos del virus como antigenos
propios, no desarrollard anticuerpos y nacera un animal persistentemente infectado (PI) el cual
sera inmunotolerante y desarrollara una viremia persistente apareciendo como un animal
clinicamente normal (Radostits y Littlejohns, 1988; Rivera, 1993). Si la infeccidon ocurre entre el
dia 125 y 180 de gestacion, los terneros presentaran defectos congénitos como hipoplasia
cerebelar, defectos oculares como atrofia retinal, neuritis dptica, cataratas y microftalmia con

displasia retinal (Radostits y Littlejohns, 1988). Una infeccién con el VDVB puede también dar
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lugar a terneros con crecimiento retardado que se manifiesta por debilidad y falta de desarrollo

corporal (Rivera, 1993).

El feto bovino adquiere inmunocompetencia alrededor del dia 180 de gestacion. Sin
embargo, es capaz de producir inmunoglobulinas sin especificidad detectable en respuesta
contra una infeccién con VDVB antes de lograr inmunocompetencia contra el virus (Radostits y
Littlejohns, 1988). La infeccién con el VDVB en el Ultimo periodo de gestacion puede no causar
dano al feto, ya que entonces es inmunocompetente y puede responder con anticuerpos
neutralizantes. El ternero entonces, es normal y tiene anticuerpos contra el VDVB al momento

de nacer antes que se produzca el consumo de calostro (Radostits y Littlejohns, 1988).

Los anticuerpos que el ternero recibe de la madre a través del calostro y leche se
agotan entre los 105 y 230 dias de edad, después del cual el incremento del titulo de

anticuerpos puede ser debido a una infeccidn natural o a la vacunacién (Rivera, 1993).

7.3. ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS (EM)

Fue descrita por primera vez en 1953 (Ramsey y Chivers, 1953). Es una presentacion
esporadica de la infeccién con el VDVB, que generalmente ocurre entre los 6 y los 24 meses de
edad. Esta caracterizada por producir baja morbilidad y una letalidad cercana al 100% (Thiel et
al, 1996; Goens, 2002). Esta manifestacion clinica se presenta cuando un animal que se ha
infectado en vida intrauterina con el VDVB NCP y esta en la condicion de PI, se sobreinfecta con
una cepa del mismo tipo antigénico pero de biotipo diferente, es decir, CP (Brownlie et al.,
1984). Los signos clinicos comprenden pirexia, anorexia, letargia, diarrea profusa con contenido
de sangre fresca o coagulada, descarga nasal mucopurulenta y deshidratacion. La muerte
ocurre, generalmente, después de dos semanas de iniciados los signos clinicos. La lesion mas

evidente es ulceracion extensiva del tracto gastrointestinal (Thiel et al., 1996).

Los hallazgos post-mortem incluyen erosiones que abarcan todo el tracto digestivo,
comunmente cavidad oral, eséfago, pilares del rumen, omaso, abomaso e intestino. Las papilas

ruminales pueden disminuir en tamafio. La porcion pildrica del abomaso frecuentemente se
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observa edematizada y hemorragica. El contenido intestinal es oscuro, acuoso y de mal olor. La
enteritis catarral puede ser progresiva e incluir hemorragias, erosiones y Ulceras de la mucosa
intestinal. Las placas de Peyer normalmente se encuentran necréticas y hemorragicas (Baker,

1987).

8. PESTIVIRUS EN OVINOS
8.1. ENFERMEDAD DE LA FRONTERA (EF).

Hughes et al, 1959, describi6 una enfermedad de las ovejas que llamé “Border
Disease” (BD) porque fue descrita, inicialmente, en la region fronteriza entre Inglaterra y Gales
(Nettleton, 1990; Hussin y Woldehiwet, 1994; Thiel et al, 1996). También se conoce como
“hairy snaker disease” y “fuzzy-lamb syndrome” (Lgken, 2000). Este sindrome en la oveja es
producido por un pestivirus y puede ser definido como una infeccion congénita y teratogénica
de importancia econdmica (Westaway et a/., 1985; Lgken, 2000). Es de distribucién mundial y
la tasa de prevalencia en ovejas varia entre un 5 y un 50% dependiendo del pais y de las
regiones dentro de éste (De Mia et al., 2005). Se define como una afeccion neuroldgica de los
corderos recién nacidos los cuales presentan temblores musculares, malformaciones
esqueléticas, retardo del crecimiento y un velldn anormal con caracteristicas de pelo (Nettleton,
1991; Hussin y Woldehiwet, 1994). Sin embargo, la infeccidon por este virus se asocia también a
un sindrome caracterizado por la presentacion de abortos, momificacion, corderos mortinatos y
el nacimiento de individuos PI, los cuales son la fuente mas importante de infeccion dentro de
un rebafio (Nettleton, 1990). Los corderos PI, generalmente, no presentan signologia clinica,
pero excretan el virus continuamente por la via respiratoria, digestiva y urinaria (Terpstra,

1981).

La transmision del virus se produce, principalmente, por contacto de la orofaringe con
elementos contaminados con el virus. También es posible la transmision mecanica a través de
inyecciones intramusculares, subcutaneas, endovenosas 0 vacunaciones con Virus no
inactivado, contaminadas con pestivirus (Lgken et al, 1991; Hussin y Woldehiwet, 1994). El rol

del macho en la transmision de la enfermedad no estd demostrado, pero, hay un reporte del
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nacimiento de corderos PI después de la inseminacion artificial o monta natural con carneros PI

(Gardiner y Barlow, 1981).

Cuando la infeccién se produce en hembras gestantes, o en caso que las hembras estén
en condicion de PI, el virus infecta la placenta causando placentitis y posteriormente infecta al

feto (Gardiner y Barlow, 1981).

Los corderos que se infectan entre los 17 a 80 dias de gestacion pueden sufrir muerte,
momificacién y malformaciones (Nettleton, 1990). Los que nacen son generalmente pequefos,
débiles y de mala conformacién, la espalda es corta y arqueada y la cabeza tiende a ser
aguzada, algunos presentan dificultad para pararse y debido a un incremento de los foliculos
primarios se produce un aumento en la cantidad de pelos largos en el vellén, los que forman un
halo, especialmente, sobre el cuello y espalda. Los signos nerviosos se deben a una
desmielinizacion del sistema nervioso central y los mas frecuentes son: contracciones
musculares de los miembros anteriores y espalda, temblores musculares de la cabeza, orejas y
cola, apoyo de la cabeza contra objetos, ceguera, nistagmos y anormalidades de la marcha.
Estos signos pueden desaparecer con la edad, pero, muchos mueren antes del destete

(Nettleton, 1991; Hussin y Woldehiwet, 1994).

El resultado de la infeccién del feto durante el periodo del inicio del desarrollo del
sistema inmune (entre los 60 y 80 dias de gestacion), puede originar el nacimiento de corderos
virémicos y PI (Hussin y Woldehiwet, 1994). La infeccion del feto después del dia 80 de
gestacion genera la produccidon de anticuerpos, por parte del feto, que neutralizan el virus y

nacen corderos normales (Nettleton, 1990).

Las infecciones postnatales agudas de corderos y la de animales adultos, provocan un
cuadro clinico inaparente o algunas veces depresion pasajera, fiebre y leucopenia. Los animales
afectados desarrollan una respuesta inmune eficiente y después de alrededor de 2 semanas de
la aparicion de anticuerpos neutralizantes, se termina el periodo virémico y se elimina el virus
(Nettleton, 1990). Sin embargo, se ha descrito un cuadro de leucopenia severa con una
mortalidad del 50% de los corderos entre 3 y 5 meses de edad, provocado por un VEF de alta

virulencia. Los principales signos clinicos fueron: depresion severa, fiebre y diarrea. El examen
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post-mortem reveld hemorragias principalmente en el ciego, colon y nddulos linfaticos
mesentéricos (Nettleton, 1990). La enfermedad congénita y la infeccién persistente en los
ovinos pueden ser producidas por biotipos NCP del VEF, del VDVB-1 y del VPPC (Ward, 1971;

Snowdon y French, 1975; Parsonson et al., 1979; Barlow et al., 1983; Nettleton et a/., 1992).

9. PESTIVIRUS EN CAPRINOS

Hay evidencia seroldgica de infeccion por pestivirus en cabras de Africa, Australia,
Europa, Norteamérica y Sudamérica (Lgken et al, 1982; Nettleton, 1990; Zaghawa, 1998;
Pratelli et a/, 1999; Celeddn et al, 2001). Sin embargo, existen pocos reportes sobre las
lesiones clinicopatoldgicas tanto de infecciones naturales como experimentales producidas por
pestivirus en caprinos (Lgken, 2000; Hurtado et a/, 2004). No obstante, se ha aislado pestivirus
desde fetos abortados (Orr, 1987; Pearson, 1987), de cabritos muertos con enfermedad
respiratoria (Frasser et al, 1981), de cabritos con enfermedad similar a EF de las ovejas (Lgken
et al., 1982) y desde un brote severo de falla reproductiva con infecundidad en 42 cabras,
abortos en 53, mortalidad perinatal en 118, que ocurrié cuando se vacund a 276 hembras, con
una vacuna experimental para virus ORF contaminada con pestivirus, (Lgken et al, 1991).
También se ha detectado cabritos PI (Hurtado et a/, 2004), que sblo presentan menor tasa de

crecimiento (Lgken, 2000).

Las cabras, al igual que las ovejas, se pueden infectar con VDVB-1, VDVB-2 y VEF
(Pratelli et al,, 2001; Scherer et al., 2001; Swasdipan et a/., 2001). Lgken, (2000) sefala que las
rutas de infeccion pueden ser variadas, pero, la oronasal es la mas probable; y que las cabras
con infeccion aguda, generalmente, no transmiten pestivirus a otros animales, pero, las
susceptibles han sido facilmente infectadas en lugares cohabitados por animales PI y también

cuando se emplean agujas contaminadas.
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10. PESTIVIRUS EN CAMELIDOS SUDAMERICANOS

La naturaleza exacta de la infeccidon con pestivirus, en particular del VDVB, es sujeto de
una activa investigacion especialmente en llamas y alpacas (Evermann, 2006). Pocos reportes
existen sobre la prevalencia de VDVB en camélidos (Wentz et a/., 2003). Estudios seroldgicos
indican que los camélidos sudamericanos son susceptibles a la infeccién con el VDVB (Mattson,
1994). Los primeros informes basados en la deteccidn de anticuerpos para pestivirus (VDVB) en
camélidos entregan valores de un 4 a un 53% (Evermann, 2006). En Sudamérica, en Per( se
encontrd una prevalencia de 11% en alpacas que se encontraban en contacto con ovinos y
bovinos (Rivera et al, 1987; Parrefio y Marcoppido, 2006). En Argentina, llamas que
cohabitaban con ovinos y bovinos tuvieron una prevalencia cercana al 2% (Puntel et al., 1999;
Parrefio y Marcoppido, 2006). En Chile se detectd seropositividad para el VDVB en 8/74 (11%)
de alpacas y en 6/43 (14%) de llamas de la Regién Metropolitana de Santiago (Celeddn et al,,

2001).

Es discutible si las infecciones de los camélidos se deben a transmision interespecies o
a la posibilidad de que los miembros de este grupo tengan infecciones por pestivirus Unicos y
propios (Evermann, 2006). El pestivirus aislado con mayor frecuencia tanto en alpacas como
llamas es VDVB. Analisis gendmicos de la region 5 UTR del VDVB de aislados obtenidos de
camélidos han permitido clasificarlos dentro de los subgrupos VDVB-1a, 1b y VDVB-2 (Wentz et
al., 2003). Esto ha conducido a la conclusién que el virus se propaga desde el ganado a las

llamas y alpacas por propagacion interespecie.

Los signos clinicos de infeccion por VDVB en camélidos son similares a los reportados
para bovinos, sin embargo, la manifestacién clinica es menos observada que en bovinos (Wentz
et al, 2003). Las llamas pueden ser infectadas con VDVB pero pueden o no presentar
signologia clinica. La inoculacién experimental en llamas durante la gestacién no resulté en

infeccion fetal o en crias PI (Wentz et al., 2003).

Los estudios de Evermann, 2006 indican que los miembros del grupo de los camélidos

son susceptibles a la infeccion y seroconvierten. La deteccion de anticuerpos neutralizantes al
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VDVB en los sueros de las llamas sugiere que, si las llamas pastan en proximidades a rumiantes

PI, pueden seroconvertir al VDVB (Motha y Tham, 1992).

En la Ultima década, los informes clinicos han documentado la enfermedad en llamas y
alpacas manifestada como enfermedades respiratorias, entéricas y debilitamiento cronico. En
infecciones procedentes desde otros camélidos o bovinos, se describe que la sintomatologia que
presentan los camélidos depende de la etapa de su vida en que ocurra la infeccidn, asi, en el
caso de hembras no prefiadas que sufren una infeccién aguda, puede presentar fiebre,
disminucion del apetito, en algunos casos diarrea, pero puede que también los animales no
presenten sintomas. En hembras gestantes se producen infecciones intrauterinas, que dan
como resultado el parto de fetos muertos, abortos y nacimiento de una cria PI (Carr y Carman,
2005; ARF, 2006; Evermann, 2006). En el feto el virus puede producir hiperplasia cerebelar,
cataratas, ceguera, hipotricosis y retardo del crecimiento (Carr y Carman, 2005; Evermann,
2006). Muchas crias PI son de pobre condicidn, sin embargo, algunas llegan a adultos sin
presentar signos clinicos de enfermedad, no obstante, permanentemente, diseminan grandes
cantidades de virus infeccioso al medio ambiente a través de la respiracion y todos los fluidos

corporales (Carr y Carman, 2005; ARF, 2006).

Cuando se presentan signos clinicos, éstos a menudo comienzan a mostrarse luego de
que los anticuerpos del calostro son disipados, y consisten en enfermedades respiratorias
cronicas o del tracto alimentario, fiebre, inapetencia, letargo y falla en la ganancia de peso
(Mattson et al, 2006). Durante la necropsia de un animal PI eutanasiado a las 24 semanas de
edad, se observd presencia de vasos sanguineos congestivos en toda la superficie de las
serosas del tracto intestinal con hiperemia mas intensa en la serosa del yeyuno, ademas de,
hemorragias petequiales en la superficie de la serosa de los rifiones y una gran cantidad de
fluido peritoneal. El virus se aisl6 desde muestras de pulmones, rifiones, fluido de cavidad

abdominal y médula 6sea (Mattson et a/., 2006).
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11. DIAGNOSTICO DEL VDVB

Debido a la gran variedad de manifestaciones clinicas que produce la infeccién del
VDVB, no es posible realizar el diagndstico clinico con certeza, haciéndose imprescindible el
diagndstico de laboratorio, especialmente en la identificacion de animales inmunotolerantes, por

la trascendencia epidemioldgica que ellos presentan (Duffel y Harkness, 1985; Edwards, 1990).

Como en todas las enfermedades virales, los métodos de diagndstico pueden orientarse
a la deteccion del virus en el hospedador y/o en la deteccién de la respuesta inmune del
hospedador a la infeccion. El método adoptado estara sujeto a las necesidades del estudio, no
obstante, para interpretar los resultados de las pruebas de diagnostico es esencial tener un
conocimiento de la biologia del virus, asi como, de la naturaleza y duracién de la respuesta del

hospedador a las diferentes formas de infeccion.

12. PRUEBAS DE DETECCION DEL VIRUS.

12.1. AISLAMIENTO VIRAL (AV) E IDENTIFICACION DEL VIRUS EN CULTIVO

CELULAR.

El aislamiento viral desde muestras procedentes de animales sospechosos de estar
infectados con el VDVB, consiste en la inoculacion de extractos de tejidos en cultivos celulares.
Esta prueba ha sido el procedimiento clasicamente empleado para multiplicar vy

consecuentemente aislar el VDVB.

La muestra mas recomendada para realizar AV en un animal en pie, corresponde a
muestra de sangre (Duffel y Harkness, 1985; Edwards, 1990; Goens, 2002; Saliki y Dubovi,
2004). La mejor muestra de necropsia o de fetos abortados corresponde a drganos linfoides
como el bazo, placas de Peyer de intestino delgado, linfonodos mesentéricos y timo (Saliki y
Dubovi, 2004). El virus puede encontrarse libre en el suero o asociado al coagulo. Una mayor
sensibilidad en su deteccion se obtiene al usar la capa flogistica de sangre heparinizada
(Edwards, 1990). Para hacer el AV se emplean cultivos celulares primarios de rindn, pulmon,

cornete nasal y testiculo fetal de origen bovino (Edwards, 1990), asi como, lineas celulares de
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rifidn porcino (PK-15) y de rifidn bovino (MDBK) (Hussin y Woldehiwet, 1994). Posteriormente,
es fundamental hacer una identificaciéon del aislado, lo que se puede lograr a través de
diferentes procedimientos. Cuando los aislados son no citopaticos (entre el 70 y 90% de los
casos), la identificacion se logra aplicando anticuerpos marcados con moléculas fluorescentes o
con enzimas (Saliki y Dubovi, 2004) En caso de aislados citopaticos también es posible

identificar el aislado por prueba de seroneutralizacion (Edwards, 1990).

El AV en cultivo celular se describe como una técnica sensible y exitosa, no obstante, se
requiere que el virus mantenga su capacidad infectante al momento de inocularse en los
cultivos celulares; ademas, debe realizarse sobre tres pasajes antes de proceder a la
identificacion del aislado. Por otro lado, se requiere de pruebas adicionales para su
identificacion; se suma a lo anterior el hecho que en los animales jovenes la presencia de
inmunidad pasiva puede interferir con la multiplicacion del virus y ademas se debe tener en
consideracion que para realizar el procedimiento de AV se requiere que las células y el suero,
empleado para el crecimiento celular, estén libres de contaminacién con VDVB. Por el
procedimiento antes sefialado, la obtencion de resultados demora a lo menos 15 dias, estando

sujeto a muchas variables que pueden hacer fracasar la prueba.

Se han implementado otras técnicas de diagnostico que tienden a suprimir el proceso
de AV, describiéndose para ello la deteccién de antigenos virales o de genomas virales,
directamente en tejidos infectados o en aislados realizados en cultivos celulares, siendo estos
dos procedimientos de mayor significancia que la medicion de la respuesta inmune (Edwards,

1990).

12.2, TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA (IPI).

Esta prueba permite la identificacion de pestivirus a través de la deteccidon de antigenos
del virus, ubicados al interior de las células, mediante el empleo de anticuerpos monoclonales.
La unidn virus-anticuerpo es evidenciada por antiglobulinas conjugadas con la enzima
peroxidasa de rabano picante, la que al actuar sobre el sustrato diaminobencidina produce

coloracion intracitoplasmatica. Puede ser de utilidad para el manejo de un nimero elevado de
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muestras como lo es un “screening” dentro de un rebafio en busca de animales PI. En esta
técnica, la sangre es la muestra mas comunmente utilizada (Saliki y Dubovi, 2004). El resultado
de la prueba se evidencia mediante observacidn microscopica de granulos de color marrén
caracteristico, de ubicacién intracitoplasmatica, en las células en las cuales existe presencia de

antigenos virales.

12.3. DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR PRUEBA DE

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD).

Se ha descrito la aplicacion de la prueba de IFD en cortes o impresiones de tejidos
(Meyling, 1970; Roeder y Drew, 1984), como también desde impresiones de capa flogistica
(Bezek et al, 1988), y consiste en confrontar un conjugado compuesto por anticuerpos
monoclonales o policlonales, que se encuentran unidos a un fluorocromo, contra antigenos
virales ubicados en el citoplasma de la célula infectada. La unién especifica entre el antigeno
buscado vy el anticuerpo marcado se evidencia a través de la observacion con microscopio de
luz ultravioleta que permite la emisién fluorescente del fluorocromo utilizado. La técnica de IFD
se ha usado con éxito en la identificacion de animales persistentemente infectados y en casos
agudos de EM (Roeder y Drew, 1984). Las muestras seleccionadas para realizar diagndstico
desde corte de tejido generalmente son tiroides, glandulas salivales, bazo, nddulos linfaticos y
sitios cercanos a lesiones en intestino (Edwards, 1990). La utilizacion de un antisuero policlonal
de buena calidad o de anticuerpos monoclonales especificos es esencial para el éxito de la
técnica. La intensidad de la fluorescencia varia dependiendo de la cepa viral. Este problema
puede ser resuelto a través del empleo de una mezcla de cepas con diversidad antigénica,
empleada para la produccion de antisuero policlonal especifico contra VDVB: ademas, se
recomienda el uso de tinciones como el Azul de Evans o Negro Naftaleno, que aumentarian el
contraste con la inmunofluorescencia especifica y permitirian una mejor visualizaciéon de la
estructura tisular o celular facilitando la interpretacion y el diagnostico de la muestra (Edwards,

1990).
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12.4. DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR PRUEBA INMUNOENZIMATICA DE

ELISA

La prueba ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), para la deteccion de
antigenos virales del VDVB, se implementd por primera vez en la década de los 70 (Engval y
Perlimann, 1971). Consiste en detectar la presencia del virus a través del empleo de anticuerpos
dirigidos contra antigenos virales obtenidos de lisados de células del animal sospechoso de
estar infectado. Para evidenciar la unidn especifica entre el anticuerpo de busqueda y el
antigeno buscado, se recurre al empleo de un segundo anticuerpo dirigido contra los antigenos
virales, pero esta vez unido a una enzima, la que en presencia de un sustrato adecuado,
evidenciard una coloracion que, segun medicion espectrofotométrica, sefalara la presencia o
ausencia de antigenos virales en el lisado celular. Alternativamente, se describe un
procedimiento de ELISA en que el segundo anticuerpo usado no lleva adherida la enzima, y en
este caso se requiere de un tercer anticuerpo, dirigido contra el segundo, que si lleva adherida

la enzima para evidenciar la cadena de reaccion.

ELISA se describe como una prueba de alta sensibilidad en el diagndstico (Edwards,
1990) por el hecho de no requerir que el virus mantenga su capacidad infectante; ademas,
detecta animales en fase virémica y el antigeno viral no es bloqueado por anticuerpos maternos

(Chu et al.,, 1985; Mignon et al., 1992).

La prueba sirve para deteccion de animales persistentemente infectados, y usualmente
busca el antigeno en lisados de leucocitos sanguineos periféricos. La nueva generacion de
ELISAs de captura de antigeno (Erns capture ELISAs®), puede detectar antigenos contra VDVB
en muestras de sangre entera como en plasma o suero (OIE, 2008). Lo mejor de este método
es que da una sensibilidad parecida al aislamiento viral y puede ser preferido en casos raros
donde la infeccion persistente pueda estar combinada con seropositividad. Debido a que la
viremia es transitoria, la prueba de ELISA parece ser menos Util para la deteccion del virus en

infecciones agudas de diarrea viral bovina.

El ELISA NS2-3 puede ser menos efectivo en terneros que han consumido calostro

debido a la presencia de anticuerpos maternos contra el VDVB.
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12.5. DETECCION DEL GENOMA VIRAL POR REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR)

La técnica PCR, del inglés “Polymerase Chain Reaction” es de creciente aplicacion en la
deteccion del VDVB y de otros pestivirus, aunque existen dos limitantes para la implementacion
exitosa de este procedimiento: la necesidad de extraer el ARN viral y el uso de partidores
especificos para la reaccion de transcripcion reversa y de amplificacion. Sin embargo, es un
método de alta especificidad, ya que identifica con precisién secuencias nucleotidicas que sélo
se encuentran en el acido nucleico de un virus en particular; es muy sensible, pues es capaz de
detectar y amplificar bajas concentraciones del genoma viral; y ademas, es un procedimiento
de rapida entrega de resultados (Hamel et a/, 1995) y puede ser utilizado para amplificar y
tipificar virus desde cultivos celulares o directamente desde muestras de sangre (OIE, 2008). En
teoria cualquier muestra animal puede ser usada para realizar RT-PCR (leche, orina, tejidos,
suero, sangre entera, piel, incluso tejidos fijados en formalina) (Saliki y Dubovi, 2004). No
obstante, es necesario considerar que la detecciéon del ARN viral no implica per se la presencia

de virus infectante (OIE, 2008).

Una estrategia para caracterizar genéticamente a distintos aislados de pestivirus, es el
tratar el genoma amplificado por PCR con enzimas de restriccion (ER). Este procedimiento
ocupa como criterio de analisis, la presencia o ausencia de sitios de corte del genoma viral
reconocidos por algunas ER, especificos para determinados pestivirus. Esto permite clasificar a

los pestivirus entre si (VDVB, VEF, VPPC) y en genotipos VDVB-1 y VDVB-2 (Vilcek et al., 1994).

Por otra parte, la amplificacion del genoma de pestivirus por PCR se realiza
preliminarmente al analisis de secuencias de nucledtidos. Este procedimiento se utiliza para
identificar y diferenciar pestivirus ovinos, porcinos y bovinos (Viléek et a/, 1994.; Ridpath y

Bolin, 1998) y, ademas, permite clasificarlos en genotipos y subgrupos (Ridpath y Bolin, 1998).

Para la caracterizacion genética de los pestivirus los estudios se han centrado en el
analisis filogenético de diferentes regiones del genoma, tales como 5’ UTR, NP y E2 (Becher et

al, 1997; 1999; 2003; Pellerin et al., 1994; Vilcek et al., 2005).
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13. CONTROL DEL VDVB

Para controlar la infeccion por el VDVB es fundamental conocer la situacion
epidemioldgica de este virus en cada region. Ello implica identificar en los predios la condicién
de animales inmunocompetentes que han estado en contacto con el virus y se encuentran
protegidos en forma natural; los animales que son PI; y los animales susceptibles de contraer la
infeccion. Lo recomendable seria eliminar a los animales PI y, dependiendo del nimero dentro
del rebafio, vacunar a los animales susceptibles (Celeddn, 1993). No obstante, es de alta

utilidad prevenir la introduccién de pestivirus en una poblacién animal (Lgken, 2000).

Para utilizar la vacunaciéon como método de control, se debe elegir correctamente el
tipo de vacuna que se va a utilizar, previniendo principalmente la infecciéon fetal que pueden
producir las vacunas modificadas en las hembras en gestacion temprana, o la inmunosupresion
en los terneros jovenes (Radostits y Littlejohns, 1988). Estas vacunas modificadas tienen la
ventaja de inducir rapidamente la produccion de anticuerpos neutralizantes que reaccionan con
un amplio rango de aislados del VDVB. De todas maneras, su uso es contradictorio debido al
efecto inmunodepresor que pueden provocar en los animales vacunados (Celedén, 1993).
También se dispone de vacunas inactivadas en que los efectos adversos estan muy
disminuidos, pero la respuesta inmune que ellas inducen es mas limitada que la producida por
las vacunas modificadas (Celeddn, 1993). Para tener una adecuada proteccion es fundamental
gue las proteinas inmunogénicas de la cepa vacunal estén en sincronia con los antigenos de los
virus circulantes en el medio y en especial aquellos aportados por la proteina E2 de la envoltura
ya que éstos son responsables de inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes que son

los que mayoritariamente protegen contra la infeccién (Lgken, 2000).

14. SITUACION DEL VDVB EN CHILE

Entre los afios 1983 y 1984 se comienza a sospechar la presencia de la DVB/EM en
Chile, basado en hallazgos anatomopatoldgicos (Fiedler et a/., 1986). Esto se confirmo6 en 1985,
cuando se aislo el virus a partir de un brote de EM que afecto a terneros en la zona sur del pais

(Reinhardt et al, 1986). Posteriormente, se ha aislado en numerosas ocasiones de bovinos
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sanos y enfermos asi como de fetos abortados (Celedon et al, 1997h) y de bovinos

persistentemente infectados (Celedén et a/., 1998).

Estudios serolégicos denotan una amplia difusion del virus en el pais. Prevalencias
serolégicas demuestran valores de 69,2% para bovinos de la IX y X Regiones (Reinhardt et a/,
1990) y de 60% en bovinos de leche y 86% en bovinos de carne de la Regién Metropolitana de

Santiago (Celedon et al., 1996; 19974).

A nivel nacional se ha podido determinar mediante el uso de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) y enzimas de restriccidn, la existencia de cepas del VDVB pertenecientes a
los genotipos VDVB-1 y VDVB-2, los subgrupos 1a, 1b y 1c (Pizarro-Lucero et al, 2006). En el
analisis de 4 aislados, 2 VDVB-1 y 2 VDVB-2, se observd que todos eran NCP, que no habia
diferencias en la eficiencia de productividad viral obtenida en cultivos primarios de células de
pulmén, rindn, cornete nasal y testiculo de bovino, pero antigénicamente no eran exactamente

iguales (Pizarro-Lucero et al., 2006).

En ovinos de la Region de Los Lagos, se han detectado animales seropositivos para
pestivirus (Riedemann et a/, 1991) con una prevalencia seroldgica promedio de 8,5% (Tadich
et al., 1998), en tanto que se detectd reaccionantes en 60/321 (19%) de las muestras de
sueros procedentes de ovinos de las Regiones Metropolitana y de Magallanes y Antartica
Chilena) (Celeddn et al,, 2001), a la vez que se obtuvo 12 aislados procedentes de las Regiones
de Aysén del General Carlos Ibafiez del Campo, de Magallanes y Antartica Chilena, y

Metropolitana, que fueron identificados como VDVB genotipo 1 (Mdiller, 2003).

En caprinos se ha detectado seropositividad para el VDVB en un 21/322 (6,5%) de
sueros analizados procedentes de la IV Region de Coquimbo y Regién Metropolitana de
Santiago (Celedodn et a/, 2001) y se han obtenido 11 aislados procedentes de las Regiones de
Coquimbo y Metropolitana de Santiago, que fueron identificados como VDVB genotipo 1

(Miller, 2003).

En CSD se ha detectado seropositividad para el VDVB en 8/74 (11%) de alpacas y en
6/43 (14%) de llamas ubicadas en diferentes rebarios de la Region Metropolitana (Celedon et

al, 2001). Desde 5 llamas sin signos de estar enfermas, 2 que abortaron y 1 muerta se ha
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aislado VDVB-2. En alpacas, en 3 y 4 clinicamente sanas se aisl6 VDVB-2 y VDVB-1
respectivamente, y en 2 que abortaron se aislé VDVB-1 (Celeddn et al, 2006). Todos los
aislamientos se han obtenido de alpacas y llamas que se encontraban ubicadas en diferentes
rebafios en la Regidén Metropolitana de Santiago y en contacto con ganado doméstico. No se
han pesquisado animales con anticuerpos para el VDVB en alpacas y llamas de la Regién de
Arica y Parinacota (Fuentes, 2007), en guanacos de la Region de Aysén del General Carlos
Ibafiez del Campo ni en vicuias (Vicugna vicugna) de la Region de Arica y Parinacota (Celeddn

et al, 2001).

Por otra parte, se tiene el antecedente que en un rebafio de 200 llamas y alpacas de la
Region Metropolitana de Santiago, de 41 hembras prefadas se produjo abortos en 14 hembras
y de ellas 9 murieron después de que cursaran con signos respiratorios y/o digestivos, y 15
parieron crias vivas (Miranda, 2000). De los animales sobrevivientes se obtuvo muestras de
sangre y de algunos se pudo aislar el VDVB-1, a la vez que en otros se pudo constatar altos
titulos de anticuerpos para antigenos de VDVB y en 3 se aisld el virus en dos ocasiones
separadas por mas de 30 dias, en ausencia de respuesta inmune, constatandose la existencia

de animales PI (Arce, 2001).

En el mundo, la investigacion de la diversidad genética de aislados de campo de
pestivirus ha sido un area de gran interés, encontrandose una gran diversidad genética sobre

todo de los aislados del VDVB.

No se conoce con certeza si esta diversidad genética produce variacion en la expresion
clinica de la enfermedad. Junto con esto, la aparicion de brotes de mayor virulencia del VDVB,
con altas tasas de morbilidad y mortalidad, asociados a la presencia de variantes nuevas del
virus, hace importante determinar la variabilidad genética de estos virus en Chile. Para ello es
importante realizar la caracterizacion gendmica de los pestivirus de distintos aislados nacionales
ya sea a nivel de genotipos, como también, a nivel de subgrupos dentro de éstos, lo que

permitird comparar nuestros aislados con los descritos en la literatura internacional.

La identificacion y caracterizacion de los aislados virales, ademas de permitir el disefio

de futuras vacunas, permitira aumentar el conocimiento sobre la biologia y la epidemiologia de
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la enfermedad, ademas de los problemas que estarian generando los pestivirus en los pequefios

rumiantes de nuestro pais, con el fin de implementar las medidas de control mas adecuadas.

Por todo lo anterior, en esta Memoria de Titulo se estudia el parentesco gendémico de
aislados nacionales de pestivirus, obtenidos de ovejas, cabras, alpacas y llamas naturalmente

infectadas, mediante el analisis de una fraccién del gen de la proteina E2 del VDVB.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Los pestivirus que infectan ovejas, cabras, alpacas y llamas en Chile son similares
genéticamente entre si, perteneciendo a los mismos genotipos y subgrupos virales que circulan

en el ganado bovino nacional.

OBJETIVO GENERAL

Conocer el parentesco genético de aislados de pestivirus obtenidos desde ovejas,
cabras, alpacas y llamas naturalmente infectadas en Chile, por medio de filogenia molecular de

una fraccion del gen de la proteina E2 de la envoltura viral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Reactivar, en cultivos celulares, aislados de pestivirus obtenidos de ovejas, cabras,

alpacas y llamas conservados a -40°C.

2- Amplificar por RT-PCR una fracciéon del gen de la proteina E2 de aislados de pestivirus

obtenidos de ovejas, cabras, alpacas y llamas.

3- Secuenciar la fraccion del gen amplificado por RT-PCR de la proteina E2 de aislados de

pestivirus obtenidos de ovejas, cabras, alpacas y llamas.

4- Determinar el parentesco genético de las secuencias nucleotidicas de la fraccion del gen
de la proteina E2 de aislados de pestivirus obtenidos de ovejas, cabras, alpacas y

llamas por filogenia molecular.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Las muestras se obtuvieron de una poblacion de 128 indculos consistentes en alicuotas
de plasma, suero y linfocitos obtenidos entre los afios 1998 y 2002 procedentes de 22 ovejas,
23 cabras 51 alpacas y 32 llamas que, preliminarmente, se habian diagnosticado como positivos
a pestivirus por prueba de inmunofluorescencia directa y que se encontraban conservados a
-40°C en el Laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Algunas muestras fueron obtenidas de rebafios con antecedentes de

pérdidas reproductivas.

CULTIVOS CELULARES

Los cultivos celulares se realizaron segln procedimientos estandar (Edwards, 1990). Se
empled la linea celular Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), libre de contaminacion con el VDVB
la que se mantuvo mediante subcultivos, que se realizaron cada 4 a 5 dias, en botellas de
vidrio de 10ml en una concentracion de 100.000 células por ml de medio de cultivo MEM: Medio
Esencial Minimo, Cat. N° 41500-067 (GIBCO, BRL), suplementado con buffer HEPES, 5,95 gr/I
Cat. NO 11344-041 (GIBCO, BRL); estreptomicina, 100ug/ml, penicilina, 100 UI/ml
(Combidtico®); anfotericina B, 2.5 pug/ml (Fungizona®); piruvato de sodio, 1mM, Cat. N° 11360-
070 (GIBCO, BRL) y bicarbonato de sodio, 1,5 gr/l, adicionado con suero equino (5%)
proveniente del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP). Los cultivos se incubaron a 37° C, en

ambiente himedo con CO2 (5%).

REACTIVACION DE AISLADOS DE PESTIVIRUS CONSERVADOS A -40°C

Cada uno de los indculos se descongeld e inmediatamente se inoculé 200ul sobre una

monocapa de aproximadamente 200.000 células cultivadas entre 4 y 20 horas después de
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sembradas. El indculo se incubd durante 1 hora a 37°C, luego se repuso el medio de cultivo y
se incubd a 37°C en ambiente humedo con CO, (5%). Posteriormente, se realizaron
observaciones microscopicas diarias de la monocapa celular, para evaluar cualquier efecto
producido sobre las células. A las 72 horas, los cultivos celulares inoculados fueron congelados
a -40°C y descongelados por tres veces sucesivas para producir la lisis celular. Posteriormente,
con el lisado celular, se reinocularon nuevas monocapas celulares para luego repetir el
procedimiento de igual manera al antes sefalado por un minimo de 5 veces. La ultima
inoculacion se realizd en tubos Leighton los que contienen una laminilla de vidrio en la que
previamente se cultivd una monocapa celular. Después de 48 horas de incubacién, las laminillas
fueron lavadas con solucion buffer fosfato (PBS) pH 7,6 0,01M por 5 minutos y sumergidas en
acetona a -20°C por 10 minutos. Luego de secarlas por 4 horas se conservaron a -20°C hasta

realizar la prueba de inmunofluorescencia directa en busca de antigenos de pestivirus.

PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

Las monocapas celulares, conservadas a -20°C, se hidrataron con PBS pH 7,6 0.01M
por 5 minutos. Posteriormente, se realizd una tincion con 40ul de una dilucién de conjugado
policlonal especifico para el VDVB (BVD FITC Antiserum, PA 0205, CVL. Weybridge), adicionado
de azul de Evans como contra tincién, y se dejé durante 30 minutos a 37°C en cdmara himeda.
Luego, las laminillas se lavaron tres veces con PBS pH 7,6 0,01M y una vez con agua destilada
desionizada. Como ultimo paso y luego de secar las laminillas, éstas se montaron sobre una
gota de 8yl de glicerina tamponada al 50% en PBS pH 7,6 0,01M, dispuesta en un porta objeto.
La observacion se realizd en un microscopio de fluorescencia marca Nikon, modelo Optiphot-2,
serie 13767, con aumento de 400x, junto a controles positivos y negativos paralelamente
realizados. La presencia de infeccion viral en las células se determind por la deteccién de
fluorescencia verde en el citoplasma celular. Se utilizé una escala de positividad de 1 a 4+. Las

células no infectadas con el virus se observaron de color rojo.
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AMPLIFICACION DE UNA FRACCION DEL GEN DE LA PROTEINA E2

EXTRACCION DEL ARN VIRAL.

El ARN viral se extrajo desde un lisado de células infectadas con cada uno de los
aislados virales, utilizando TRIzol® LS Reagent, segin las instrucciones del proveedor
(Invitrogen, Life Technologies). Este método se basa en el uso de una solucién monofasica de
fenol e isotiocianato de guanidina para producir lisis de las células. Mediante el uso de
cloroformo y posterior centrifugacion se produjo separacion de la muestra en dos fases por
diferencia de densidad; la fase fendlica organica que contiene los restos de proteinas
denaturadas y la fase superior acuosa que contiene la totalidad del ARN. Luego se transfirid la
fase acuosa (500ul aprox.) a un tubo Eppendorf, se adiciond 50ul de ARN de levadura 1mg/ml
utilizado como coprecipitante del ARN viral.

Finalmente, se adiciond al tubo un volumen de 550ul de isopropanol el cual precipita el
ARN. El ARN total se recuperd luego de 3 ciclos de lavados con etanol al 75% y centrifugacion
a 7.500xg. Luego de ser secado, se resuspendio en agua destilada incubada con 0,1% de dietil
pirocarbonato (DEPC-Treated water), libre de DNAsas y RNAsas. Posteriormente, se incubd por

10 minutos a 60° C. y se almacend a —20°C.

TRANSCRIPCION INVERSA Y AMPLIFICACION POR PCR DE UNA FRACCION DE LA
REGION CODIFICANTE DE LA PROTEINA E2 DEL GENOMA VIRAL.

Esto se realiz6 de acuerdo a las condiciones optimizadas en el Laboratorio de Virologia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Los partidores
utilizados fueron E2 RT: 5"-TCCAGGTCAAACCARTATTG-3’ (posicion 3453-3434 del genoma de la
cepa de referencia NADL) y E2 FT: 5-ACTTTGAATTTGGACTYTGCC-3’ (posicion 2754-2774 del
genoma de la cepa de referencia NADL) (Collett et a/., 1988a; Tajima et 4/, 2001). El tamafio
del producto esperado es de 700pb (Tajima et al, 2001). Con el fin de obtener mayor cantidad
de producto de PCR, La reaccion de transcripcion inversa y amplificacion por PCR de cada
muestra se realizd en cuadruplicados. Se utilizd tubos de PCR con un volumen total de 25l,

utilizando el “kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platihum® 7ag DNA
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Polymerase” (Invitrogen Life Technologies), bajo las siguientes condiciones: 8,5ul de agua
DEPC, 12,5ul de buffer 2x Reaction Mix; 1upl de E2-FT 10uM, 1pl de E2-RT 10uM; 1ul de
SuperScript™ III RT / Platinum® 7ag Mix; 1ul de ARN extraido. En el caso del control negativo
el ARN extraido fue reemplazado por 1pl de agua DEPC.

La reaccion de RT-PCR se realizd en un termociclador con tapa termoregulada (PTC-100.
MJ] Research Inc.), de acuerdo al siguiente programa: 50°C por 30 minutos; 94°C por 3
minutos; 40 ciclos de alineacion-elongacidén-denaturacién del ADN a 94°C por 30 segundos,
50°C por 1 minuto y 68°C por 1 minuto, respectivamente. Luego del ultimo ciclo, los tubos se
incubaron a 68°C por 5 minutos y fueron almacenados finalmente a 4°C.

El fragmento de ADN amplificado se visualizd por electroforesis en gel de agarosa al 2%
en “buffer” Tris borato EDTA (TBE 1x) y tefiido con bromuro de etidio.

Para la electroforesis, a 2ul de la mezcla de reaccidon de PCR se agregd 1ul de “buffer” de
carga (loading dye solution 6x, FERMENTAS), 3ul de agua DEPC y se cargd en el gel. La
electroforesis se efectué a 100V por 45 minutos. El gel fue tefido por 25 minutos en una
solucion de bromuro de etidio 0,5 pg/ml. El fragmento de ADN amplificado se identificé en un
transiluminador UV, por comparacion con marcadores de peso molecular de ADN de 100-

3000pb (Ladder plus, 100bp DNA, 0,1 pg/ul, FERMENTAS).

PURIFICACION DEL ADN AMPLIFICADO POR LA REACCION DE RT-PCR

Los fragmentos amplificados por RT-PCR fueron purificados utilizando el kit “QIAquick®
PCR Purification Kit” Cat. N°. 28104 segun las instrucciones del proveedor (QIAGEN). En tubos
Eppendorf se agregd 400ul de buffer PBI a los que posteriormente se adiciond 80ul de los
productos de PCR obtenidos previamente. La mezcla obtenida para cada muestra se transfirié a
columnas con resina incluidas en el kit. Luego de lavar con buffer PE y agua junto con sucesivas
centrifugaciones, se obtuvo el producto de PCR purificado correspondiente a cada muestra.

Para determinar si la cantidad de ADN purificado permitia la realizacion de la
secuenciacién nucleotidica, éstos fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al
1,75% en “buffer” TBE 1x en paralelo con un marcador de peso molecular de DNA de 72-

1353pb (®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9, FERMENTAS).
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Para tal efecto, a 1pl del fragmento del RT-PCR purificado se agregd 1ul de loading
dye solution “6x” (FERMENTAS), 4ul de agua DEPC y se cargd en el gel. La electroforesis se
efectué a 80V por 45 minutos. El gel fue tefiido por 25 minutos en la solucion de bromuro de
etidio  previamente descrita. El fragmento de ADN amplificado se identific6 en el
transiluminador UV, por comparacién con el marcador de peso molecular. La cantidad de ADN

minima para realizar la secuenciacion nucleotidica directa debe corresponder a 15 ng/pl.

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DEL ADN PURIFICADO

Las secuencias nucleotidicas fueron obtenidas en la empresa GENYTEC. Los amplicones
se secuenciaron en ambas hebras, usando los partidores E2 inf 5'-
AACGGACCGGCCTTCCAGATGG-3' (posicién 2825-2846) y E2 inr 5-TCATATGGTCTGCAAGGCAT-
3’ (posicién 3306-3287) de la cepa de referencia NADL (Collet et a/, 1988a; Tajima et al,
2001).

Por otra parte, para realizar el andlisis filogenético, se usaron secuencias de cepas de
referencia internacionales obtenidas de un banco de datos, “NCBI sequence viewer v2.0”

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) y de aislados virales nacionales obtenidos de

bovinos de los cuales se conoce su genotipo, subgrupo y la secuencia genémica del segmento a
estudiar. Las caracteristicas de estos aislados se detallan en el cuadro 5.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas junto con las secuencias de las cepas de
referencia internacionales y de aislados bovinos nacionales fueron alineadas utilizando el
programa computacional Clustalw (Thompson et al, 1994)

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) como se muestra en el ANEXO 1.

ANALISIS FILOGENETICO DE UNA ZONA DE LA REGION CODIFICANTE DE LA
PROTEINA E2

El andlisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas se realizd usando el
programa computacional MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) de analisis
bioinformatico (Kumar et al., 1994). En este programa, a las secuencias nucleotidicas alineadas

por ClustalW se les calculd las distancias genéticas existentes entre ellas usando el método de
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dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) y los arboles filogenéticos se construyeron usando el
método “neighbor-joining” (Saitou y Nei, 1987). La robustez del arbol filogenético obtenido se
determind por un analisis de “bootstrap” de 1000 réplicas (Felsenstein, 1989; Pizarro-Lucero et

al., 2006).

CUADRO 5. Detalle de las cepas internacionales y de los aislados de bovinos nacionales utilizados como referencia en
este estudio, basados en el analisis de la regidn codificante de la proteina E2 del VDVB.

IDENTIFICACION ANO ORIGEN GENOTIPO N° REFERENCIA
CEPA ACCESO
NADL 1963 Estados Unidos la M31182 Collett et al., 1988
OREGON -- Estados unidos la AF091605 McGoldrick et al., 1998
OSLOSS 1965 Osloss ib M96687 De Moerlooze et al., 1993
CP7 1988 Estados Unidos ib AF220247 Becher et al., 2000
KE9 Alemania 1b EF101530 Meyers et al., 2007
DEER-NZ1 Nueva Zelanda 1c AF144614 Becher et al, 1999
721/96 1996 Alemania 1d AF144609 Becher et al., 1999
DEER-GB1 1986 Reino Unido le AF144615 Becher et 4., 1999
KS86 Japon le AB033753 Kirisawa et al., 1999
4998/89 1989 Alemania 1f AJ302959 Tajima et al., 2001
1891/99 1999 Alemania 1g AJ303001 Tajima et al., 2001
890 1990 EEUU 2a U18059 Ridpath y Bolin, 1995
104/98 1998 Alemania 2a AJ302961 Tajima et al., 2001
GI-6 1997 Panama 2b AF144612 Becher et al., 1999
GI-1 1996 Alemania 2c AF104030 Becher et al, 1999
CH113 1995 Chile 1b - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH193 1995 Chile la -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH419 1995 Chile 2 -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH476 1995 Chile 2 -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH511 1993 Chile le -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH693 1996 Chile 2 - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH809 1998 Chile 2 - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH888 2001 Chile la - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH914 2007 Chile 1b - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH916 2007 Chile la -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH917 2007 Chile 1b -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH918 2007 Chile 1b -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH919 2007 Chile 1b -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH920 2007 Chile 1b - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH921 2007 Chile la - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH1025 2007 Chile 1b - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH1068 2007 Chile la - Pizarro-Lucero, datos sin publicar
CH1091 2007 Chile la -- Pizarro-Lucero, datos sin publicar
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, de la poblacion de 128 indculos que se sometid al proceso de
reactivacion viral, en 94 hubo multiplicacion viral, lo que fue detectado por la presencia de
antigenos que reaccionaron con los anticuerpos fluorescentes contra el VDVB en las células co-
cultivadas con los indculos, después de haberse realizado entre 5 y 7 pasajes de los aislados.
De éstos, correspondieron: a ovejas 16/22; a cabras 21/23; a alpacas 37/51; y a llamas 20/32.

En el cuadro 6, se observa una distribucion de los resultados de la
inmunofluorescencia, segin una estimacion cualitativa del porcentaje de  células con

inmunofluorescencia, en las laminillas en que se realizo la prueba.

CUADRO 6. Resultados de la prueba de inmunofluorescencia para el virus diarrea viral bovina realizada sobre células
co-cultivadas con indculos provenientes de pequefios rumiantes

Ovejas Cabras Alpacas Llamas | Total
Negativos 6 2 14 12 34
+ 8 3 10 6 27
++ 3 7 15 9 34
+++ 4 9 12 4 29
++++ 1 2 0 1 4
22 23 51 32 128

Presencia de fluorescencia: + en algunas células; ++ alrededor del 20%); +++ alrededor del 40%; ++++ en mas de
un 50%.

De los 94 virus capaces de infectar las células, un virus obtenido de una alpaca (A474)
produjo efecto citopatico (ECP) que fue observado a partir del sexto pasaje y fue progresivo
con los pasajes subsecuentes. El ECP se observd alrededor de 48 horas post inoculacion y
consistié en redondeamiento y desprendimiento de las células llegando a la destruccion total de
la monocapa alrededor de las 72 horas. Este hecho llama la atencién, dado que se describe que
en la naturaleza la mayoria de los aislados de pestivirus son NCP (Thabti et a/,, 2002; Saliki y
Dubovi, 2004); no obstante, estos antecedentes estan referidos a VDVB aislados de bovinos y

en este caso el aislado fue obtenido de una alpaca. En un estudio realizado por Celeddn et al.,
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(2006) que incluyd a 42 alpacas y 35 llamas vivas, ademas de 2 llamas adultas muertas y de un
feto de llama abortado, realizado en cultivos celulares, no se observd ECP con ninguno de los
virus, es decir, todos los virus eran NCP. Por otro lado, todas las muestras de alpacas, incluidas
CP y NCP, procedian de un mismo rebafo, el cual tenia antecedentes que en un periodo de
aproximadamente 6 a 8 meses antes de tomar las muestras habian abortado 26/41 hembras
(63%), ademas de una hembra que pari6 un mortinato. Del rebafio, 9 hembras adultas
presentaron signos digestivos y/o respiratorios y posteriormente murieron. El aislado A474 fue
obtenido de una hembra después de 6 a 8 meses de haber abortado con una gestacion de 7
meses (Miranda, 2000) (Cuadro 7).

Para el analisis genético, a partir de los 94 aislados virales, se hizo una seleccion de 39
virus, considerando que procedieran de las cuatro especies en estudio, que tuvieran diferente
citopatogenicidad, que el grado de fluorescencia fuera de al menos un 20%, y que se
incluyeran muestras procedentes de diferentes lugares geograficos. Estos 39 virus se
obtuvieron de 8 ovejas, 11 cabras, 10 alpacas y 10 Llamas (Cuadro 7). De las 39 muestras
seleccionadas para amplificar su genoma por RT-PCR utilizando los partidores E2 RT: 5'-
TCCAGGTCAAACCARTATTG-3" y E2 FT: 5-ACTTTGAATTTGGACTYTGCC-3’ (posiciéon 3453-3434
y 2754-2774, respectivamente, del genoma de la cepa de referencia NADL) (Collett et al,
1988a; Tajima et al, 2001), en 36 de ellas se obtuvo un ADN con el tamafio de producto
esperado de 700pb (Tajima et al., 2001) (Figura 2). Los aislados C127, C150 y C160 no fueron
seleccionados para proseguir con el estudio por que el primero resultd negativo en 2
oportunidades y los 2 restantes presentaban una banda muy débil por una baja eficiencia en la

reaccion de PCR.
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CUADRO 7. Antecedentes de los aislados de pestivirus infecciosos obtenidos de ovejas, cabras, alpacas y llamas
conservados a -40°C en el laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, que fueron seleccionados para amplificar su genoma.

MUESTRA ESPECIE PROVINCIA COMUNA O ANO SEXO IFD
LOCALIDAD
A287***xx  ALPACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA +++
A288***xx  ALPACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  ++
A291***x  AIPACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  +++
A345***x  APACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  ++
A385***xx  AIPACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  ++
A391***xx  AIPACA  CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  ++
A415***x  AIPACA  CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  +++
A469***x  APACA  CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  +++
A470***xx  ALPACA  CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  ++
A474x**x  AIPACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA +++
A502***x  AIPACA CHACABUCO COLINA 1998 HEMBRA  ++
LL621* LLAMA SANTIAGO LA PINTANA 1999 S/A ++++
LL625* LLAMA SANTIAGO LA PINTANA 1999 S/A ++
LL793** LLAMA SANTIAGO MAIPU 1999 HEMBRA +++
LL795** LLAMA SANTIAGO MAIPU 1999 HEMBRA +++
LL1084***  [LAMA SANTIAGO LA PINTANA 2000 MACHO ++
LL1723*** || AMA SANTIAGO INDEPENDENCIA 2002 MACHO ++
LL1724*** || AMA SANTIAGO INDEPENDENCIA 2002 HEMBRA  ++
LL1731%**  [LAMA SANTIAGO INDEPENDENCIA 2002 HEMBRA +++
LL1732%**  [|AMA SANTIAGO INDEPENDENCIA 2002 HEMBRA +++
LL1734*** || AMA SANTIAGO INDEPENDENCIA 2002 HEMBRA +++
01324* OVEJA  CORDILLERA PIRQUE 2001 HEMBRA +++
01326* OVEJA  CORDILLERA EL ALFALFAL 2001 HEMBRA ++++
01348** OVEJA  CORDILLERA LAS MELOZAS 2001 HEMBRA  ++
01349** OVEJA  CORDILLERA EL ALFALFAL 2001 S/A ++
01360* OVEJA MELIPILLA MELIPILLA 2001 HEMBRA  ++
01388** OVEJA TALCA CAMARICO 2001 HEMBRA  ++
01564* OVEJA  MAGALLANES LOS COIPOS 2001 S/A +++
01730* OVEJA  MAGALLANES SAN GREGORIO 2002 S/A +++
C81* CABRA  CHACABUCO TILTIL 1998 HEMBRA +++
C127%** CABRA LIMARI OVALLE 1998 HEMBRA  ++
C150** CABRA LIMARI OVALLE 1998 HEMBRA  +++
C160%* CABRA LIMARI SOTAQUI 1998 HEMBRA  ++
C167* CABRA LIMARI S/A 1998 HEMBRA +++
C1307* CABRA S/A S/A 2001 S/A +++
C1316** CABRA  CHACABUCO LAMPA 2001 HEMBRA ++++
C1322%* CABRA  CORDILLERA PIRQUE 2001 HEMBRA  +++
C1337%** CABRA  CORDILLERA LAS MELOZAS 2001 HEMBRA  +++
C1377** CABRA TALCA CAMARICO 2001 HEMBRA ++++

S/A: Sin Antecedentes; IFD: Inmunofluorescencia directa, obtenida en este estudio; *: sin antecedentes sanitarios del

rebafo; **: antecedentes de aborto dentro del rebafio; ***: antecedentes de muerte dentro del rebafo; ****:

antecedentes de abortos y muertes de adultos dentro del rebafio.

De los

36 productos de ADN amplificados por PCR que posteriormente fueron

purificados, 35 presentaron una concentracion de ADN de al menos 15 ng/pl, suficiente para
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realizar el proceso de secuenciacion de nucledtidos. La muestra 01349 presentd una

concentracion de ADN insuficiente para realizar el proceso de secuenciacion directa.

De las 35 secuencias obtenidas, en 10 de ellas el largo de la secuencia nucleotidica fue
muy corta en comparacion a las cepas de referencia y al resto de las muestras en estudio, por

lo que se decidié marginarlas de la alineacion.

En definitiva se realizd la alineacion de secuencias nucleotidicas de 25 aislados
procedentes de 6 ovejas, 3 cabras, 7 alpacas y 9 llamas, junto con las secuencias de las cepas
de referencia internacionales y de aislados bovinos nacionales mediante el programa
computacional ClustalW (Thompson et al, 1994), obteniéndose una zona de comparacion de

388 nucledtidos (Anexo 1).

700pb

FIGURA 2. Amplificacion por RT-PCR de la regidn codificante de la proteina E2 del VDVB. Electroforesis en gel de
agarosa al 2% en TBE 1x del fragmento amplificado. 1: marcador de peso molecular (Ladder plus, 100bp DNA, 0,1
Mg/ul, FERMENTAS); 2: control negativo sin ARN viral para los partidores E2 FT y E2 RT; 3 (LL625), 4 (LL1723) y 5
(LL1731): fragmentos de aproximadamente 700 pb, correspondientes a muestras positivas al VDVB, obtenidos al
amplificar 3 aislados con los partidores E2 FT y E2 RT.
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El cuadro 8 muestra los porcentajes de homologia de todas las secuencias alineadas
mediante clustalW. Del cuadro se concluye que 4 aislados (A291, A391, A415, A474) presentan
una homologia que fluctia entre 82 y 91% con las cepas de referencia Osloss, KE9 y CP7
aisladas de bovinos y que corresponden al subgrupo VDVB-1b (Becher et a/,, 1999; Nagai et a/.,
2004; Tajima, 2004; Meyers et al., 2007). Este resultado es similar al descrito por Kim et al,
(2008), donde el analisis filogenético de las regiones 5'UTR y NP de aislados de pestivirus
obtenidos de 46 alpacas PI procedentes de 8 estados diferentes de EEUU y de Canada
demostrd que el 100% de los aislados correspondian a VDVB-1b con porcentajes de homologia
de 99,3 a 100%. Sin embargo, la mayoria de los aislados (21) presentan un rango de
homologia que fluctda entre el 96 y el 98% con las cepas Deer-GB1 y KS86 correspondientes al

subgrupo VDVB-1e (Becher et a/, 1999; Nagai et al., 2004; Tajima, 2004).

Las distancias genéticas existentes entre las secuencias alineadas previamente por
Clustalw, fueron calculadas usando el método de dos parametros de Kimura (Kimura, 1980), y
el arbol filogenético de consenso fue construido usando el método Neighbor-Joining (Saitou y
Nei, 1987). La robustez del arbol filogenético obtenido fue evaluada mediante un analisis de

“bootstrap” de 1000 réplicas (Felsenstein, 1989; Pizarro-Lucero et al., 2006) (figura 3).
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CUADRO 8. Porcentajes de homologia entre las cepas de referencia internacionales del VDVB versus cepas nacionales de bovinos y de las cepas en estudio.

O 0 0 0 0 90 a9 a0 a0 0 09 - - I - - EEECE

® ® o BN B 4 ® © © kB © o - *© @ N o o ®» 6 ©® A & B o0k o0 o0 ~& N s a R o a R B g8

NADL 100 100 79 84 71 72 72 72 72 77 65 65 83 83 71 70 65 65 76 76 76 76 76 76 76 76 76 67 76 67 64 76 70 76 76 76 74 74 74 76 74 73 73

OREGON 84 84 87 87 73 74 72 73 73 75 66 66 87 87 73 73 66 66 75 75 75 75 76 75 75 75 Y5 71 75 72 71 75 72 75 76 76 75 V5 V5 75 75 75 75
OSLOSS 70 70 73 72 89 90 90 90 91 72 64 64 72 72 90 89 64 64 72 72 72 72 72 72 72 72 72 82 72 84 83 72 88 72 72 72 71 72 71 72 72 71 71
CP7 67 67 71 71 8 85 85 85 86 69 61 61 70 70 86 84 61 61 69 69 69 69 69 69 69 69 69 82 69 84 84 69 83 69 69 69 68 68 68 69 69 68 68

KE9 71 71 75 74 92 94 93 93 94 70 61 61 73 73 94 92 62 62 70 YO 70 70O 71 70 70 70 70 84 70 8 85 70 91 70 70 70 70 70 70 70 70 69 70

DEER-NZ1 7 77 75 78 73 74 73 73 73 73 65 65 78 78 73 72 66 66 73 72 73 73 74 73 73 73 73 69 73 71 70 V3 71 73 74 73 73 73 73 73 73 72 73
721/96 71 71 75 75 70 69 68 68 69 70 65 65 76 76 69 69 66 66 7O YO YO 70 71 70 Y0 70 Y0 67 70 69 67 V0O 69 VO 71 71 70 70 70 70 70 70 70
DEER-GB1 | 77 77 74 75 72 72 72 72 72 97 65 65 74 74 72 71 65 65 98 97 98 98 98 98 98 98 98 70 98 69 69 98 70 98 98 97 97 97 97 98 97 97 97
KS86 77 77 75 75 72 72 72 72 72 97 64 64 75 75 72 71 64 64 97 97 97 97 97 97 97 98 97 70 97 69 69 97 V1 97 97 97 96 97 97 97 97 96 96

4998/89 70 70 72 72 69 69 69 69 69 70 65 65 72 72 68 69 65 65 70 YO 70 70O 70 70 70O 70 70 66 70 69 68 70 69 70 71 70 70 70 70 70 70 70 69
1891/99 73 73 72 74 73 73 72 73 72 76 66 66 74 74 72 72 65 65 75 75 75 75 75 75 75 V6 Y5 70 75 V1 v1 V5 V1 75 75 75 75 75 75 75 75 74 74
890 63 63 62 62 65 63 63 64 63 63 95 95 62 62 63 65 95 95 62 62 62 62 63 62 62 62 62 61 62 62 61 62 64 62 63 63 63 61 61 62 61 61 61

104/98 63 63 61 58 63 63 65 65 64 63 89 89 58 58 64 63 89 89 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 63 65 62 62 62 62 62 62 61 61 62 61 60 61
Gl-6 65 65 66 64 65 65 65 66 66 64 81 81 64 64 65 65 82 82 63 63 63 63 63 63 63 63 63 61 63 63 62 63 65 63 64 64 63 63 63 63 63 62 63

Gl-1 62 62 64 64 63 62 62 64 63 62 83 88 64 64 63 64 88 88 62 62 62 62 62 62 62 62 62 46 62 53 54 62 64 62 62 62 62 62 62 62 62 61 61
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FIGURA 3. Arbol filogenético basado en un segmento de 388 nucledtidos correspondiente a un fragmento del gen que codifica para la
proteina E2, pertenecientes a 61 aislados de pestivirus que incluye aislados de ovejas, cabras, alpacas y llamas, ademés de secuencias
pertenecientes a bovinos chilenos (Pizarro-Lucero, 2007. Datos sin publicar). El resto del arbol corresponde a secuencias de E2 obtenidas de
un banco de genes (GENBANK) (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html), pertenecientes a cepas de referencia de aislados de VDVB. La
construccion del arbol incluyé el método Neighbor-Joining, andlisis de 2 pardmetros de Kimura y andlisis de boostrap de 1000 réplicas.
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El arbol filogenético muestra que de los 25 aislados 4 (16%) - A291, A391, A415 y
A474 - (correspondientes a alpacas de un mismo rebafo) se ubicaron dentro del genotipo
VDVB subgrupo 1b; y 21 (84%) se ubicaron dentro del mismo genotipo, pero en el subgrupo
le (figura 3). Existe poca evidencia bibliografica relacionada con trabajos realizados en
pequenos rumiantes domésticos que evallen parentesco gendmico a partir del analisis de la

region codificante del gen de la proteina E2 del VDVB.

En el subgrupo 1b, que es considerado como el subgrupo predominante en varios
paises del mundo incluido EE.UU (Tajima y Dubovi, 2005; Tajima, 2006; Stdhl et a/, 2009),
también se ubican varios de los aislados chilenos obtenidos de bovinos —CH113, CH914,
CH917, CH918, CH919, CH920 y CH1025 -, lo que podria estar indicando que la infeccién con
pestivirus en estas alpacas es de origen bovino y no corresponderia a un virus propio de la
especie. Las tres alpacas restantes — A469, A385 y A502 — (también pertenecientes al mismo
rebafio antes mencionado) se ubican en el subgrupo 1le junto con el resto de los aislados
analizados en este estudio (procedentes de llamas, ovejas y cabras). Llama la atencion que en
un mismo rebafio de alpacas estén presente dos subgrupos (1b y 1e) lo que podria deberse a la
introduccién de animales desde otras zonas de crianza. Una situacion diferente ocurrié en
Canada y EE.UU. en que aislados de alpacas obtenidos de 8 estados diferentes que fueron
secuenciadas en 5'UTR y NP demostraron que todos los aislados pertenecian al VDVB-1b con
porcentajes de homologia de 99,3 a 100% (Kim et a/, 2008). Cabe destacar, que en Chile,
ademas de los aislados de alpacas identificados como VDVB-1b y VDVB-1g, se ha aislado VDVB-
2 de alpacas clinicamente sanas ubicadas en otros rebafios de la Region Metropolitana de
Santiago (Celeddn et al., 2006). Como se mencioné anteriormente, todas las alpacas analizadas
pertenecian a un mismo rebafio, donde se habia producido aborto en el 63% de las hembras
prefiadas, muerte de 9/200 (4,5%) animales adultos, con signos respiratorios y digestivos
(Miranda, 2000). Ademas, en este mismo rebafio se detecto la presencia de animales PI (Arce,
2001). En este estudio, se pudo constatar que los aislados VDVB-1e —A469, A385 y A502- y los
aislados VDVB-1b —A291 y A415 — procedian de alpacas que no habian abortado y que parieron
crias a término, con excepcion de la A502 que fue obtenido de una cria. Las alpacas A391 vy

A474 (VDVB-1b) ambas procedian de animales que habian abortado en el tercer y séptimo mes
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de gestacion, respectivamente, lo que sugiere que los dos subgrupos presentes en el mismo
rebafio serian de diferente virulencia, haciéndose necesario realizar otros estudios para

confirmar esta hipdtesis.

En relacion a los aislados obtenidos de llamas, ovejas y cabras, sdlo se encontro
presencia de VDVB-1e. Contrariamente a lo acontecido con las alpacas, en este caso, llama la
atencion la baja diversidad entre los aislados a pesar de que las muestras procedian de
animales ubicados en diferentes regiones del pais, -llamas de la Region Metropolitana de
Santiago; ovinos de las Regiones Metropolitana de Santiago, de Aysén del General Carlos
Ibafiez del Campo y de Magallanes y Antartica Chilena; y cabras de las Regiones de Coquimbo y
Metropolitana de Santiago-. Este antecedente estaria demostrando que el VDVB-le estaria
ampliamente distribuido en la poblacién de pequefios rumiantes del pais, lo que concuerda con
el estudio realizado en bovinos chilenos por Donoso (2009) en el cual se analizdé por filogenia
molecular la regién 5'UTR del VDVB de 45 aislados obtenidos de animales asintomaticos y con
distintos cuadros clinicos y cuyo resultado arrojé la presencia del genotipo VDVB-1 en 40/45 y
los 5 restantes segregaron en el genotipo VDVB-2. Dentro del genotipo VDVB-1, 20/40 (50%)
de los aislados fueron clasificados dentro del subgrupo VDVB-1j (1e al analizar la fraccion de
E2), por lo que su presencia en pequefos rumiantes se deberia a un virus adquirido de la
especie bovina. Dentro de nuestros resultados, de los aislados obtenidos de bovinos sélo 1/18
(CH511) corresponde a este genotipo y subgrupo y los 17 restantes se han identificado como

VDVB-1 a, VDVB-1 b y VDVB-2 (Pizarro-Lucero, datos sin publicar) (Figura 3).

Por otra parte, esta descrito que los pequefios rumiantes pueden infectarse con otros
genotipos del VDVB. Es asi como, en un estudio, cuya finalidad fue realizar la caracterizacion
molecular de pestivirus de ovinos, se analizd las regiones 5'UTR, NPy la region que codifica
para la proteina C de 48 aislados obtenidos durante un periodo de 18 afios en Gran Bretana,
Suecia y Nueva Zelanda lo que permitié clasificarlos dentro de los genotipos VEF, VDVB-1 y
VDVB-2. Con esto se demostré que los ovinos pueden ser naturalmente infectados no solo con
el VEF sino que también con el VDVB-1 y con el VDVB-2 (Vilcek, et al, 1997). En otro estudio,

realizado con aislados pertenecientes a ovinos de Tunez, en que se analizaron las regiones E2,
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5'UTR y NP, se postuld la presencia de un nuevo subgrupo dentro del genotipo VEF debido a
que el analisis filogenético ubicd a estos aislados en una rama filogenética independiente
situada entre VEF y VPPC. Considerando el resultado del analisis filogenético y el hospedero de
origen (ovino) se propuso el genotipo VEF-4 (Thabti et a/, 2005). Por otra parte, en una
caracterizacion genética de 32 aislados de pestivirus obtenidos de ovinos en Francia entre los
afos 1985 y 2006, en que se analizaron las regiones 5'UTR y NP, 6 aislados fueron clasificados
como VEF-3 y 2 aislados presentaron secuencias similares a las descritas para los aislados de
Tanez (VEF-4). El resto de los aislados segregd en 2 ramas filogenéticas distintas de las
descritas hasta entonces, por lo que este estudio propuso la incorporacidon de 2 nuevos
genotipos, VEF-5 y VEF-6 (Dubois et al., 2008). Un estudio de vigilancia en ovinos de la India,
basado en el analisis gendmico de NP, determind la presencia de VDVB-2b en 1 aislado de los
1561 aislados estudiados. Este corresponde al primer aislamiento de VDVB-2b en ovinos
(Mishra et al., 2008) ya que este genotipo y subgrupo sélo habia sido descrito en bovinos de
Brasil dentro de Sudamérica, y en los paises europeos de Portugal y Eslovaquia (Flores et a/,

2002; Barros et al., 2006; Vilcek et al., 2001, 2002).

En cuanto a caprinos, en Italia se analizd las regiones 5'UTR y NP de pestivirus
aislados de fetos caprinos con signos clinicos similares a EF. En este caso el analisis filogenético
de un aislado presentd porcentaje de homologia menor al 72% lo que hizo pensar en la
presencia de una nueva especie viral (De Mia et a/, 2005). En tanto que en cabras de la India,
se ha identificado VDVB-2 (Mishra et al/.,, 2007).

En camélidos sudamericanos domésticos, un antecedente disponible que hace
referencia a subgrupos, sefiala que aislados obtenidos de alpacas de Canada y EE UU, por
secuenciacion del gen 5'UTR y NP corresponden al VDVB-1b (Kim et a/., 2008).

Dentro de las diferentes regiones del genoma de los pestivirus, la regién
correspondiente al gen que codifica para la proteina E2 es una de las regiones mas variables
(Becher et al., 1999). Esto le confiere gran utilidad al momento de realizar analisis filogenéticos
de pestivirus (Van Rijn et al, 1997; Vilcek et al, 1997; Becher et al, 1999; Tajima, 2006) ya
que, permite establecer mayores diferencias filogenéticas dentro de un subgrupo que cuando se

pro

analizan las regiones 5’ UTR y NP que son regiones mas conservadas (Ridpath, 2003). Es asi
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que el andlisis filogenético de las regiones de E2 y también de NP sirvié para proponer a la
cepa Deer-GB1 dentro de un nuevo subgrupo, VDVB-1e (Becher et al, 1999). En este mismo
estudio se analiz6 secuencias correspondientes a aislados de pestivirus obtenidos de un reno y
de un bisdn y se concluyd que en ambos casos, las secuencias nucleotidicas de estas especies
se agrupaban separadas del resto de los pestivirus y dentro de éstos, se acercaban en mayor
proporcion al VEF por lo que estaba en duda si eran nuevas especies virales, o bien, subgrupos

dentro del VEF.

En el caso del analisis de la regién E2 en bovinos, en el ano 2001, se realizd un estudio
en Lower Saxony, Alemania, para evaluar la prevalencia de los genotipos 1 y 2 del VDVB,
utilizando aislados obtenidos en diagndsticos de rutina de un periodo de 40 afios (Tajima et a/.,
2001). De los 66 aislados analizados 2 correspondieron al VDVB-2a, 1 segregd en VDVB-2c, el
resto de los aislados se ubico dentro del genotipo VDVB-1, de éstos, sblo 1 se ubicé dentro del
subgrupo 1a junto con las cepas de referencia NADL y Oregon C24V; 31 y 24 segregaron
dentro de los grupos 1b y 1d, respectivamente. Junto con esto, el andlisis determind que hubo
aislados que segregaron en nuevos subgrupos los que fueron denominados VDVB-1f y VDVB-
1g. En el afio 2005, Tajima y Dubovi seleccionaron 53 aislados virales de bovinos obtenidos
entre los afios 1998 y 2001 en 16 estados de EE.UU. y realizaron un analisis filogenético a partir
de secuencias de 420 nucledtidos correspondientes a una fraccién de la proteina E2. Como
resultado, se obtuvo que 32 (60%) de los aislados correspondian a VDVB-1 y 21 (40%) a
VDVB-2. Luego del andlisis filogenético, se determind que dentro de los aislados VDVB-1, 26/32
(81%) segregaron dentro del subgrupo VDVB-1b, 6/32 correspondieron a VDVB-1a. La totalidad
de los aislados correspondientes al VDVB-2 segregd dentro del subgrupo 2a. Este analisis
filogenético utilizando el segmento correspondiente a E2 generd resultados similares a los
obtenidos también dentro de EE.UU. pero utilizando el segmento 5'UTR (Ridpath et al., 1994;
Viléek et al, 2001. Otro estudio similar utilizando E2, fue realizado para evaluar los genotipos
presentes en Japdn, Alemania y EE.UU. el cual incluyd 46, 61 y 56 aislados de bovinos
respectivamente. Segun los resultados obtenidos se determiné que el genotipo mayoritario en
los 3 paises, correspondid a VDVB-1b. En segundo lugar se ubicaron VDVB-1a, VDVB-1d y

VDVB-2 en Japdn, Alemania y EE.UU respectivamente (Tajima, 2006).
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En este estudio, se incluyo el analisis filogenético del gen de la proteina E2 de aislados
nacionales obtenidos de bovinos (Pizarro lucero, datos sin publicar) los que fueron reconocidos
como VDVB-1a, 1b y le ademas de VDVB-2, concordando con los resultados obtenidos
previamente al analizar la regién 5'UTR (Pizarro-Lucero et a/., 2006).

Cabe destacar que la cepa chilena de bovino CH511, incluida en este estudio segregd
en el subgrupo VDVB-1g, en tanto que en el andlisis de la regién 5’'UTR se ubicd dentro del
subgrupo VDVB-1c (Pizarro-Lucero et al., 2006), subgrupo que en la actualidad por el analisis
de la region 5'UTR y NP° de 3 aislados de bovinos provenientes de Mozambique se ha
reclasificado como subgrupo 1j (Vilcek, et al, 2001). Con esto se demuestra que un mismo
aislado, dependiendo de la region del genoma viral que se analice podria segregar en distinto
subgrupo (Tajima, 2004). Se reafirma este hecho, por estudios donde el analisis de la region
5'UTR de cepas como Deer-GB1 y KS86, son clasificados como VDVB-1j (Nagai et al., 2008;
Jackova et al., 2008) en tanto que al ser analizadas en el segmento que codifica para E2 son
clasificadas como VDVB-1e (Becher et a/, 1999; Tajima, 2004). Este antecedente sélo cobra
importancia en casos puntuales, como lo es el caso de la cepa CH511, ya que no implica
cambios genéticos del virus o que pertenezca a genotipos distintos, sélo tiene utilidad desde el
punto de vista de la clasificacién. Por el contrario, en la mayoria de los casos, sobre todo
relacionados con los subgrupos mas prevalentes, existe equivalencia al analizar diferentes
regiones en forma simultdnea, ademas, la informacion existente actualmente con respecto al
analisis segln las regiones 5'UTR y NP divide al VDVB-1 en al menos 11 subgrupos (Viléek et
al., 2001; Vilcek et a/., 2004) en cambio al ser analizado segun la regién que codifica para E2
se divide en 7 subgrupos (Tajima et al., 2001; Tajima, 2004).

Por otra parte, un estudio que incluyd 25 aislados correspondientes a bovinos de Per(
(15) y Chile (10) analizando la region correspondiente a 5'UTR determind que la totalidad de los
aislados correspondieron al VDVB-1 de los cuales 23 fueron clasificados como VDVB-1b, los 2
restantes correspondientes a aislados chilenos segregaron dentro del subgrupo 1la. Estos
resultados intentan explicar la influencia de la importacion de ganado, ya sea desde EE.UU.
como de Europa, sobre todo carentes de antecedentes sanitarios concernientes a la infeccion

con VDVB (Stdhl et al., 2009). En Argentina, se confecciond un arbol filogenético utilizando 25
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aislados de VDVB obtenidos en ese pais, basado en un segmento de 245 nucledtidos de la
regiéon 5'UTR. El resultado mostrd la presencia de VDVB-1 y VDVB-2 en un 89 y 11%,
respectivamente, y dentro de subgrupos, la presencia de VDVB-1 a y 1 b. Este resultado, que
revela la existencia de VDVB-2, sumado a la existencia de aislados virales de VDVB-1 que
difieren de las cepas de referencia, cominmente usadas en la elaboraciéon de vacunas, deja en
evidencia la importancia y la necesidad de caracterizar genéticamente los aislados de campo,
para que éstos sean considerados al momento la fabricacion de reactivos como también de
vacunas (Jones, et al., 2001).

Los resultados obtenidos, indican que las secuencias nucleotidicas de un segmento del
gen de la proteina E2 de aislados obtenidos de alpacas, llamas, ovejas y cabras, analizados por
filogenia molecular corresponden en un 84% a VDVB-le y en un 16% a VDVB-1b. La
explicacion mas probable de la presencia de pestivirus en los pequefios rumiantes domésticos
estudiados seria por transmision interespecie desde el ganado bovino nacional.

Edwards (1990), sefiala que la intensidad de la fluorescencia varia entre las diferentes
cepas virales lo que se encuentra estrechamente relacionado con la eficiencia replicativa en
cultivos celulares propia de cada cepa. Esta afirmacion estd siendo motivo de estudio en el
laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile, en el que se evallan aislados virales del VDVB pertenecientes a distintos subgrupos y
dentro de los resultados preliminares se ha observado que uno de los aislados virales en
estudio (CH511), que al analisis filogenético de la region 5'UTR perteneciente al subgrupo 1j
(Pizarro-Lucero, 2006), presenta una alta eficiencia replicativa a diferencia de aislados
pertenecientes a otros subgrupos (Santana, datos sin publicar).

Dado que uno de los criterios de seleccion de las muestras para este estudio fue que el
porcentaje de células fluorescentes fuera de al menos un 20%, en este caso, se seleccionaron
aislados con 5 a 7 pasajes en cultivos celulares, por lo que no se descarta la posibilidad de que
en los aislados de pestivirus de pequenos rumiantes conservados en el Laboratorio de Virologia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile se encuentren
otros pestivirus, con menor habilidad para multiplicarse, diferentes a los hasta aqui detectados,

y que probablemente, podrian corresponder a cepas con genotipos diferentes.

59



CONCLUSION

Mediante el andlisis por filogenia molecular de una zona del gen que codifica para la
proteina E2 de virus obtenidos desde ovejas, cabras, alpacas y llamas de Chile, naturalmente
infectadas con pestivirus, fue posible detectar la presencia del virus de la diarrea viral bovina
genotipo 1 (VDVB-1), y dentro de este genotipo, la presencia de los subgrupos VDVB-1b y

VDVB-1e.
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ANEXOS

ANEXO 1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas mediante el programa Clustalw.
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TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGAACATACAAGAGAT
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGAACATACAAGAGAT
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGAACATACAAGAGAT
TGGA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGAACATACAAGAGAT
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACTGTTGTACGAACATACAAGAGAT
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGGACATACAAGAGAA
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGGACATACAAGAGAA
TGAA-CACTGG-CTAATAAGGATACGTTAGCCACAGCCGTTGTACGAACATACAAGAGAG
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAACCGTTGTACGAACGTACAAGAGGG
TGTGTCACTGGTCCAATAAGGATACGTTAGCCATGACCGTTGTACGAACATACAAGAGGC
TGTA-CACTGG-TCAATAAGGATACATTAGCCACAAGCATTGTGCGAACATACAAGAGAC
TGTA-CACTGG-TCAATAAGGATACATTAGCCACAAGCATTGTGCGAACATACAAGAGAC
TGTA-CACTGG-TCAATAAGGATACATTAGCCACAAGCATTGTGCGAACATACAAGAGAC
TGTA-CACTGG-CCAATAAGGATACGTTAGCCACAATCGTTGTGAGAACGTATAAGAGGG
TGTA-CGTCAT-TCAATATGGACACCTTAGCCACAACTGTGGTACGGACATATAGAAGGT
TGTA-CGTCAT-TCAATATGGACACCTTAGCCACAACTGTGGTACGGACATATAGAAGGT
TGTA-CGTCAT-TCAATATGGACACCTTAGCCACAACTGTGGTACGGACATATAGAAGGT
TGTA-TGTTAG-CTAATAGGGATACCCTAGACACAGCAGTAGTACGGACGTACAGGAGGT
TGTA-TGTTAG-CTAATAGGGATACCCTAGACACAGCAGTAGTACGGACGTACAGGAGGT
TGTA-TGTTAG-CTAATAGGGACACCCTAGACACAGCTGTAATACAGACGTATAGGAGGT
TGTA-TGTTAG-CTAATAGGGACACCCTAGACACAGCTGTAATACAGACGTATAGGAGGT
TGTA-TGTTAG-CTAATAGGGACACCCTAGACACAGCTGTAATACAGACGTATAGGAGGT
TGTA-TGTTAG-CTAATAGAGACACCCTAGACACAGCAGTAGTACGGACGTATAGAAGGT
TGTA-TGCTAG-CCAATGAAGATACCTTAGACACAACTGTAGTACAGACATATAGGAGGT
TGTA-TGCTAG-CCAATGAAGATACCTTGGACACAACTGTAGTACAGACATATAGGAGGC
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGT-AG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAGTGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAGTGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAGTGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAGTGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAGTGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAACGAGGATACTCTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGATGACGTACATAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCAGACGTACAGAAGAT
TGTG-TGTTAG-CTAATGAGGATACTTTGGAGACAACAGTGGTGCTGACGTACATGAGAT
TGTG-CTCTAG-CCAACAAGGACACTTTGGACATAGCAGTGGTACGGACATACAGGAGGA
TGCA-TGCTAG-CCAATGAGGACACCCTAGATTTGACCAAGGTACGGACATATAGGAGGA
TGCA-CTTTAG-TCAATGAAGACACCCTGGATACGACCAAGGTGCGGACTTATAGAAGGG
TGTA-CCCTAG-CTAATAAGGACACCCTAGATACGGCCGTAGTGCGGACGTATAAGAGGG
TGCG-CCCTAG-CGAACCAAGACACCTTGGACACAACTGTCGTTAGGACATATAGAAGAA
TGCG-CCCTAG-CGAACCAAGACACCTTGGACACAACTGTCGTTAGGACATATAGAAGAA
TGCA-CCCTAG-CGAACCAAGACACCTTGGACACAACTGTCGTTAGGACATATAGAAGAA
TGCA-CCCTAG-CGAACCAAGACACCTTGGACACAACTGTCGTTAGGACATATAGAAGAA
TGCA-CCCTGG-CGAACCAAGACACCTTAGACACAACTGTGGTTAGGACATACAGAAGAA
TGCA-CCTTGG-TAAACCAAGACACCTTGGATACAACTGTTGTTAGGACATATAGAAGAA
TGCA-TCCTAG-CAAACCAAGACACCCTGTATACAACTGTTATTAGGACATATAGAAGAA
TGCA-TCCAGG-CAAATCAAGACACTCTGGACACAACTGTTGTCAGAACGTATAAAAGAA

* % * * Kk kK * * *k Kkk Kk * %

ACAAGCCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGTATTACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAGCCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGTATTACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAGCCTTTCCCCTATAGGCAGGGCTGTATTACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAGCCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGTATCACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAGCCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGTATCACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAACCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGCATTACCCAGAAAACCATCGGGGAAGACCTCT
ACAAACCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGCATTACCCAGTTTTCCATCGGGGAAGACCTCT
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TCAAGCCTTTTCCTTATAGGCAGGGCTGTATTACCCAGAAAATCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAACCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGCATTACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAGGCCTTTCCCCTTTAGGCAAGGCTGCATTACCCAGAAAGTCATCGGGGGAGACCTCT
ACAAACCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGCATTACCCAGAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAACCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGCATTTCCCATAAAACCATTGGGGAAGACCTCT
ACAAACCTTTTCCCTATAGGCAGGGCTGCATTACCCAGTTTTCCATTGGGGAAGACCTCT
TCAGGCCTTTTCCATATAGGCAGGACTGTGTCACCCAGAAAACCATCGGGGAAGACCTCT
CTAAACCATTCCCTCATAGGCAAGGCTGTATCACCCAAAAGAATCTGGGGGAGGATCTCC
CTAAACCATTCCCTCATAGGCAAGGCTGTATCACCCAAAAGAATCTGGGGGAGGATCTCC
CTAAACCATTCCCTCATAGGCAAGGCTGTATCACCCAAAAGAATCTGGGGGAGGATCTCC
CCGTACCATTCCCCTATAGGCAGGGCTGTATCACCCAAAAAACTCTGGGGGAGGATCTCT
CCGTACCATTCCCCTATAGGCAGGGCTGTATCACCCAAAAAACTCTGGGGGAGGATCTCT
CCAGACCATTCCCTTATAGGCAAGGCTGTATCACCCAAAAAACTCTGGGGGAAGATCTCT
CCAGACCATTCCCTTATAGGCAAGGCTGTATCACCCAAAAAACTCTGGGGGAAGATCTCT
CCAGACCATTCCCTTATAGGCAAGGCTGTATCACCCAAAAAACTCTGGGGGAAGATCTCT
CCAGACCATTCCCTTATAGGCAAGGCTGTATTACCCAAAAGACCCTGGGGGAGGATCTCT
CCAAACCATTCCCCTACAGACAAGGCTGTATCACCCAAAAAGTCGTAGGGGAGGACCTCC
TCAAACCTTTCCCTTACAGACAAGGCTGTATCACCCAAAAAATCGTAGGAGAGGACCTCT
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGACGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCATCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATGTTG
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGCTCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCATGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCGGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGTCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATCTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATATTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCGTTCCCTCATAGGCAGGGCTGCATCACCCATAAGATTTTGGGAGAGGATCTTC
CCAGGCCATTCCCTTATAGGCAAGGTTGCATAACCCAAAAAGTTATAGGGGAAGACCTCC
CCAAGCCATTCCCTTACAGGCAGGGTTGTACCACACAAAAGGTGGTAGGAGAAGATCTCT
CCAAACCGTACCCTTATAGACAGGGTTGCATCACGCAAAAAGTGGTAGGAGAAGACCTCT
TTGTCCCATTCCCTAATAGGCAAGGTTGTGTTACTCAAAAACTTTTAGGGGAAGATCTCT
CTACTCCATTTCAGCAAAAAAAATGGTGCACCTACGAAAAAATAATAGGGGAAGATATCC
CTACTCCATTTCAGCAAAAAAAATGGTGCACCTACGAAAAAATAATAGGGGAAGATATCC
CTACTCCATTTCAGCAAAAAAAATGGTGCACCTACGAAAAAATAATAGGGGAAGATATCC
CTACTCCATTTCAGCAAAAAAAATGGTGCACCTACGAAAAAATAATAGGGGAAGATATCC
CTACTCCATTTCAGCGGAGAAAATGGTGCTCCTATGAAAAAATAATAGGGGAAGATATCC
CTACCCCATTCCAGCGGAGAAGATGGTGTGTCTACGAAAAAGTGATAGGGGAAGACATCC
CCACCCCATTTCCACGGAGAAAATGGTGTGCCTATGAAAAAATAGTAGGGGAAGATATCC
CCACTCCATTTCCACGGAGAAGGTGGTGTGTCTATGAAAGGCTTGTAGGGGAAGACATCT

**k Kk K * * * * kK Kx  K *

ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATCAACTACGATATGTGG
ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATCAACTACGATATGTGG
ACGACTGTGTCTTGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATCAACTACGATATGTGG
ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATCAACTACGATATGTGG
ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATCAACTACGATATGTGG
ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAATTGGACTTGCGTGCCGGGGGATCAACTACAATATGTGG
ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAATTGGACTTGCGTGCCGGGGGATCAACTACAATATGTGG
ACGACTGTGCCATGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATCAACTACGATATGTAG
ACGACTGTGTCTTGGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGAATCAACTACGATATGTGG
ACGACTGTGCCTTGGGAGGGAACTGGACTTGTGTACCGGGGGACATACTACGATATGTAG
ATAGCTGTGATTTAGGAGGGAACTGGACTTGTGTGAAGGGGGATCAGCTGCGATATGTTG
ATAGCTGTGATTTAGGAGGGAACTGGACTTGTGTGAAGGGGGATCAGCTGCGATATGTTG
ATAGCTGTGATTATGGTGGGAACTGGACTTGTGTGAAGGGGGATCAGCTGCGATATGTTG
ACGACTGTGCCTTAGGAGGGAATTGGACTTGTGTGCCGGGGGATGCACTACGATATGTAG
ATAACTGCATCCTTGGAGGAAATTGGACTTGTGTGCCTGGAGACCAACTACTATACAAAG
ATAACTGCATCCTTGGAGGAAATTGGACTTGTGTGCCTGGAGACCAACTACTATACAAAG
ATAACTGCATCCTTGGAGGAAATTGGACTTGTGTGCCTGGAGACCAACTACTATACAAAG
ATGACTGTGCCCTCGGAGGAAACTGGACTTGCGTGACTGGGGACCAGTCACGATACACAG
ATGACTGTGCCCTCGGAGGAAACTGGACTTGCGTGACTGGGGACCAGTCACGATACACAG
ATAATTGTGAACTTGGAGGAAATTGGACTTGTGTGATTGGGGACCAGCTACAATACACAG
ATAATTGTGAACTTGGAGGAAATTGGACTTGTGTGATTGGGGACCAGCTACAATACACAG
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ATAATTGTGAACTTGGAGGAAATTGGACTTGTGTGACTGGGGACCAGCTACAATACACAG
ATGACTGTATTCTTGGAGGAAACTGGACTTGTGTAACTGGGGACCAACTACAATACACAG
ATGACTGTACCCTTGGAGGAAACTGGACATGTGTAGTGGGGGAGCAACTACGATACACAG
ATGACTGCATCCTTGGAGGAAATTGGACATGTGTAGAAGGGGAGCAACTAAAATACACAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTAGCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGTTTCTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCACGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTAGCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGACCAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCTTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTCGGAGGAAACTGGACTTGTGTAGCAGGAGAACAGCTGCAATATGCAG
ATGACTGTATCCTTGGGGGGAATTGGACTTGTGTGGCAGGAAACCAACTGGAGTATGCTG
ACACCTGCATATTAGGAGGCAACTGGACGTGTATCGTGGGGGACCAGTTGAGATATACAG
ACTCCTGTGATCTGGGAGGTAATTGGACATGCATTGCAGGAGAGCAGCTAAAATACGCAG
ATGACTGCATCTTAGGAGGAAACTGGACGTGTATAGTAGGGGATCAGCTACGTTACACAG
ATGAATGCATTCTAGGTGGAAACTGGACATGCATAACTGGTGACCATAGCAGGTTGAAAG
ATGAATGCATTCTAGGTGGAAACTGGACATGCATAACTGGTGACCATAGCAGGTTGAAAG
ATGAATGCATTCTAGGTGGAAACTGGACATGCATAACTGGTGACCATAGCAGGTTGAAAG
ATGAATGCATTCTAGGTGGAAACTGGACATGCATAACTGGTGACCATAGCAGGTTGAAAG
ATGAATGCATTCTGGGTGGAAACTGGACATGCATAACTGGTGACCATAGCAAGTTGAAAG
ATGAATGCATTCTAGGTGGAAACTGGACATGCATAGCTGGTGACCATAGCAAGTTGAAAG
ATGAATGCACTCTCGGTGGAAACTGGACATGCATAATTGGCGGCCACAGCAAGTTGAAAG
ATGAGTGTGACCTAGGCGGAAACTGGACATGCATAACTGGTGACCATAGTAAATTGAAAG

* * % *k kK *kkkk kK * * % * *

ATGGGCCTGTCGAATCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGGCCCGTCGAATCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGGCCTGTCGAATCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGGCCTGTCGAATCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGGCCTGTCGAATCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGGCCTGTCGAGTCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGATTTGC
ATGGGCCTGTCGAGTCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGATTTGC
ACGGGCCTGTCGAGTCATGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTGACAAAAGTGAGGGTCTGC
GTGGGCCCGTCGAGTCATGCAAGTGGTGTGGCTACAAGTTTGATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGGCCTGTCGAGTCTTGCAAGTGGTGTGGTTACAAGTTTCATAAAAGTGAGGGTCTGC
ATGGTCCAGTCGAGTCGTGCAAGTGGTGTGGTTATAAGTTTTTTAAAAGTAAGGGTCTGC
ATGGTCCAGTCGAGTCGTGCAAGTGGTGTGGTTATAAGTTTTTTAAAATAGAGGGTCTGC
ATGGTCCAGTCGAGTCGTGCAAGTGGTGTGGTTATAAGTTTTTTAAAAGTGAGGGTCTGC
CTGGGCCCGTTGAGTCTTGTGAGTGGTGTGGTTACAAGTTTTTAAAAAGTGAGGGTCTGC
GGGGCTCTATTGAATCTTGCAAGTGGTGTGGCTATCAATTTAAAGAGAGTGAGGGACTAC
GGGGCTCTATTGAATCTTGCAAGTGGTGTGGCTATCAATTTAAAGAGAGTGAGGGACTAC
GGGGCTCTATTGAATCTTGCAAGTGGTGTGGCTATCAATTTAAAGAGAGTGAGGGACTAC
GAGGCCTTATCGAATCCTGTAAGTGGTGTGGTTATAAATTTCAAAAAAGTGAGGGGTTAC
GAGGCTTTATCGAATCCTGTAAGTGGTGTGGCTTCAAATTTCAAAAAAGTGAGGGGTTAC
GGGGCTCTATCGAATCTTGCAAGTGGTGTGGCTATAAATTCCAAAAGAGTGAGGGTTTAC
GGGGCTCTATCGAATCTTGCAAGTGGTGTGGCTATAAATTCCAAAAGAGTGAGGGTTTAC
GGGGCTCTATCGAATCTTGCAAGTGGTGTGGCTATAAATTCCAAAAGAGTGAGGGTTTAC
GAGGCTCTGTTGAATCTTGCAAGTGGTGTGGTTTTAAATTCCAAAAAAATGAGGGACTAC
GGGGTCACATCGAATCATGCAAGTGGTGCGGTTACAGATTCCTAAAGGGTGAGGGGCTAC
GGGGTCACATCGAATCATGCAAGTGGTGCGGTTACAGATTCCAAAAAAATGAGGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
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CH920
1025
CH917
CHO18
CH919
113
A4T74
CHO14
KE9
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A415
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CH888
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LL1731
LL793
LL1732
LL724
01348
CH511

Deer-GB1_BVDVle

KS86 BVDVle

GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATCGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTTCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATTGAACACTGCAAGTGGTGTGGTTACAAATTTTCCAGTAGTGAAGGACTAC
GGGGCCCAATAGAGTCTTGTAAGTGGTGTGGTTTTAGATTCAACACAAGTGAAGGACTAC
GGGGCCTTATTGAGACTTGTAAGTGGTGCGGCCACAATTTTAGAAAGAAAGAAGACCTAC
GGGGCCCCATTGAGACTTGTAAATGGTGTGGCCACAATTTTCAGAAAGAAGAAGGCTTAC
GGGGTACCATTGAATCCTGCAAGTGGTGCGGCTACAAGTTCTTGAAGAGTGAAGGGTTAC
ACGGACCTATTAAGAAGTGTAAGTGGTGTGGCTATGACTTCGTCAACTCAGAGGGACTGC
ACGGACCTATTAAGAAGTGTAAGTGGTGTGGCTATGACTTCGTCAACTCAGAGGGACTGC
ACGGACCTATTAAGAAGTGTAAGTGGTGTGGCTATGACTTCGTCAACTCAGAGGGACTGC
ACGGACCTATTAAGAAGTGTAAGTGGTGTGGCTATGACTTCGTCAACTCAGAGGGACTGC
ACGGACCTATCAAGAAATGTAAGTGGTGTGGCTATGACTTCGTCAACTCAGAGGGACTGC
ATGGGCCTATCAAAAAGTGTAAGTGGTGTGGATACGACTTCTTCAACTCAGAGGGACTGC
ATGGGCCTATTAAGAAGTGTAAGTGGTGCGGCTATGACTTCTCAAGCCCAGAGGGGCTGC
ATGGGCCTATCAAGAAATGTAAGTGGTGTGGCTATGAATTTTCCAGCTCAGAGGGACTAC

* % * * * % * kkkkk kK * % *  * *

CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCAAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCAAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCAAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCAAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCAAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTAAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCTAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTAAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCTAGTAGATG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGGCAAGTAGACG
CTCACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAACGAAAGTGGCTACAGACAAGTGGACG
CACACTTCCCAATTGGCAAGTGCAAGCTGAAGAATGAAAGTGGCTACAGACAAGTAGATG
CACATTTCCCGATTGGCAAATGCAAGCTGAAGAATGAGAGTGGCTATAGACAGGTGGATG
CACATTTCCCGATTGGCAAATGCAAGCTGAAGAATGAGAGTGGCTATAGACAGGTGGATG
CACATTACCCAATTGGCAAATGCAAACTGAAGAATGAGAATGGCTATAGACAGGTGGATG
CGCATTTCCCAATCGGCAAATGCAGGCTGAAGAATGAGAGTGGCTATAGACAAGTGGATG
CACACTACCCCATTGGCAAGTGTAAATTGGAGAACGAGACTGGTTACAGGCTAGTAGACA
CACACTACCCCATTGGCAAGTGTAAATTGGAGAACGAGACTGGTTACAGGCTAGTAGACA
CACACTACCCCATTGGCAAGTGTAAATTGGAGAACGAGACTGGTTACAGGCTAGTAGACA
CGCACTACCCTATTGGTAAGTGTAGGTTGAATAATGAAACTGGCTACAGATTAGTAGATG
CGCACTACCCTATTGGTAAGTGTAGGTTGAATAATGAAACTGGCTACAGATTAGTAGATG
CACACTACCCTATTGGCAAGTGTAAGTTGAAGAATGAGACTGGTTATAGAATTGTAGACA
CACACTACCCTATTGGCAAGTGTAAGTTGAAGAATGAGACTGGTTATAGAATTGTAGACA
CACACTACCCTATTGGCAAGTGTAAGTTGAAGAATGAGACTGGTTATAGAATTGTAGACA
CACACTACCCCATTGGCAAGTGTAGGTTGAAGAACGAGACTGGCTACAGATTCGTGGATG
CACATTACCCGATTGGCAAGTGTAAGCTAGAGAATGAGACTGGCTACAGGCTAGTGGATG
CACATTACCCGATTGGCAAGTGTAAGCTGGAGAACGAGACTGGCTACAGGTTAGTGGATG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGTCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACA
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACG
CGCACTACCCAATTGGCAAATGTAAACTAGAGAATGAGACAGGTTACAGGTTGGTTGACA
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CH920

1025

CH917
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A474

CHO14
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c81l
C1307
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01388
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01360
01564
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LL793
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KS86 BVDVle
1891/99 BVDV1g
4998/89 BVDV1f

22146/81 _BVDV1f
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CH419

CH476

809

693

890 BVDV2a
104/98 BVDV2a
GI-1 BVDV2c
GI-6_BVDV2b_

CACATTACCCAATTGGAAAATGCAGGCTGAGAAACGAGACTGGCTACAGACTGGTAGATA
CACACTACCCCATTGGTAAGTGCAGGCTAAAAAATGAGACAGGCTACCGACTAGTAGATG
CACACTACCCAATTGGCAAGTGCAGGTTGAAGAATGAGACTGGTTACCGACTAGTGGATG
CACACTATCCAATTGGCAAATGCAGGTTAAAAAATGAGACTGGCTACAGGTTGGTAGACG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTCATGAATGAGAGTGGGTACAGGTATGTAGATG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTCATGAATGAGAGTGGGTACAGGTATGTAGATG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTCATGAATGAGAGTGGGTACAGGTATGTAGATG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTCATGAATGAGAGTGGGTACAGGTATGTAGATG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTCATCAATGAGAGTGGGTACAGGTATGTAGATG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTTAGCAATGAGAGTGGGTACAGACATGTAGATG
CACACTACCCAATAGGTAAGTGCATGCTCAGCAATGAGGGTGGGTACAGGTATGTAGATG
CACACTACCCACTAGGTAAGTGTATGCTCAATAACGAGAGTGGGTACAGGTACGTAGATG

* kK K * K * K kK kK K * Kk Kk kK Kk Kk kK * Kk Kk kK

AGACCTCTTGCAACAGAGACGGGGTGGCTATAGTACCATCAGGTTTTTTGAAATGCAAGA
AGACCTCTTGCAACAGAGACGGGGTGGCTATAGTACCATCAGGTTTTTTGAAATGCAAGA
AGACCTCTTGCAACAGAGACGGGGTGGCTATAGTACCATCAGGTGTTTTGAAATGCAAGA
AGACCTCTTGCAACAGAGACGGGGTGGCTATAGTACCAACAGGTGTTTTGAAATGCAAGA
AGACCTCTTGCAACAGAGACGGGGTGGCTATAGTACCAACAGGTGTTTTGAAATGCAGGA
AGACCCCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTGCCATCAGGATTAGTGAAATGCAAAA
AGACCTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTGCCATCAGGATTAGTGAAATGCAAAA
AGACCTCTTGCAACAGAGACGGTGTGGCTATAGTGCCATCAGGTTTAGTGAAATGCAGGA
AGACCTCTTGTAACAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCATCTGGTTTGGTGAAATGCAAGA
AGACCTCTTGCAACAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGTTCGGTGAAATGCAAGA
AGACTTATTGCAACAGAGATGGTGTGGCCATAGTGCCATCTGGCCTGGTGCGATGCAAGA
AGACTTATTGCAACAGAGATGGTGTGGCCATAGTGCCATCTGGCCTGGTACGATGCAAGA
AAACTTATTGCAACAGAGACGGTGTGGCGATAGTGACATCTGGCCTGGTACGATGCAAGA
AGACTTCTTGCAACAGAAACGGCGTGGCTATAGTGCCATCTGGCACGGTCAAATGCAAGA
GTACCTCTTGCAATAGAGAAGGTGTGGCCATAGTACCACAAGGGACATTAAAGTGCAAGA
GTACCTCTTGCAATAGAGAAGGTGTGGCCATAGTACCACAAGGGACATTAAAGTGCAAGA
GTACCTCTTGCAATAGAGAAGGTGTGGCCATAGTACCACAAGGGACATTAAAGTGCAAGA
ACACCTCTTGCGACAGAGAAGGTGTGGCCATAGTACCACATGGGCTGGTAAAGTGTAAGA
ACACCTCTTGCGACAGAGAAGGTGTGGCCATAGTACCACATGGGCTGATAAAGTGTAAGA
ACACCTCTTGCAATAGAGAAGGCGTGGCCATAGTACCACAAGGGCTTGTAAAATGTAAGA
ACACCTCTTGCAATAGAGAAGGCGTGGCCATAGTACCACAAGGGCTTGTAAAATGTAAGA
ACACCTCTTGCAATAGAGAAGGCGTGGCCATAGTACCACAAGGGCTTGTAAAATGTAAGA
GTACCTCTTGCAACAGAGAAGGTGTGGCCATAGTGCCACAAGGACTGGTAAAGTGTAAGA
ACACTTCTTGCAATAGGGACGGTGTGGCCATAGTACCACAGGGGACAGTGAAATGCAGGA
ACACTTCTTGCAACAGGGATGGCGTGGCCATAGTAACACAAGGGACGGTGAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAATATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTATAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACATCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
TTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGCACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGCACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGCACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGCACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGCACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGCACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACGTCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGGCCTTAAAATGCAAGA
GTACATCTTGCAATAGAGACGGTGTGGCTATAGTACCAACTGGGACCTTAAAATGCAAGA
GCACATCTTGTAATAGGGATGGTGTGGCCATAGTACAACATGGGGTTCTTAAATGCAGGA
ACACCTCCTGTAATAGAGAGGGCGTAGCCATAGTGCCAACTGGAACAATGAAATGCAAGA
ATACCACCTGTAACAGAGATGGTGTGGCTATAGTGCCATCTGGAACACTAAAATGCAAGA
ACACCTCTTGCAATGTGGATGGCGTAGCGATAGTGCCAAATGGACTGGTGAAGTGTAAAA
ACACCTCTTGCGATAGGGGTGGTGTAGCCATAGTTCCAACAGGCACCGTAAAGTGTAGAA
ACACCTCTTGCGATAGGGGTGGTGTAGCCATAGTTCCAACAGGCACCGTAAAGTGTAGAA
ACACCTCTTGCGATAGGGGTGGTGTAGCCATAGTTCCAACAGGCACCGTAAAGTGTAGAA
ACACCTCTTGCGATAGGGGTGGTGTAGCCATAGTTCCAACAGGCACCGTAAAGTGTAGAA
ACACCTCTTGCGATAGGGGTGGTGTAGCCATAGTCCCAACAGGCACCGTAAAGTGTAGAA
ACACCCCTTGCGATAGGGGTGGCGTAGCCATAGTTCCAACAGGCACCGTTAAGTGTAGGA
ACACCTCTTGCGATAGGGGTGGTGTGGCTATAGTTCCAACAGGCACCGTGAAGTGTAGAA
ACACCTCTTGCGACAGAGATGGTGTTGCCATAGTTCAAACAGGCACCCTAAAGTGTAGGA

* * * * * Kk kK kk Kkkk*k * * * * **  * *
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TAGGGAACACAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACACAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACACAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACCCAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACACAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACACAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACACAGTAGTGCAAGTTATAGC
TAGGGAACACAGTGGTGCAAGTAATAGC
TAGGGAACACAGTGGTGCAAGTCATAGC
TAGGGGACACAGTGGTGCAAGTCATAGC
TAGGGGACACAGTAGTGCAAGTCATTGC
TAGGGGACACAGTAGGTGCAGTCATTGC
TAGGGGACACAGTGGTGCAAGTCATTGC
TAGGGGACACGGTGGTGCAAGTCATTGC
TAGGAAAAACAACTGTACAGGTCATAGC
TAGGAAAAACAACTGTACAGGTCATAGC
TAGGAAAAACAACTGTACAGGTCATAGC
TAGGGGACACAACTGTACAGGTCATAGC
TAGGGGACACAACTGTACAGGTCATAGC
TAGGGGACACAATCATACAGGTCATAGC
TAGGGGACACAATCATACAGGTCATAGC
TAGGGGACACAATCATACAGGTCATAGC
TAGGAGACACAATTGTACAGGTCATAGC
TAGGAGATACGGTTGTACAGGTTATTGC
TAGGAGATGTGGTCGTACAGGTCGTTGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCATGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCACAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCGTAGC
TAGCGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGGGGATACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGGGGACACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGGGCACACTGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGGAGACACAGTGGTGCAGGTCATAGC
TAGGGGATACAGTGGTTCAGGTTATAGC
TTGGAGACACGCTGGTGCAGGTCGTGGC
TAGGTAACGTCACGGTGCAGGTTATCGC
TAGGTAACGTCACGGTGCAGGTTATCGC
TAGGTAACGTCACGGTGCAGGTTATCGC
TAGGTAACGTCACGGTGCAGGTTATCGC
TAGGTGACGTCACGGTGCAGGTTGTCGC
TAGGCAATGTTACGGTGCAAGTTATTGC
TAGGCAATGTCACGGTACAGGTTATCGC
TTGGGAATGCCACAGTACAGGTTATCGC

*  * * * % * %
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