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RESUMEN

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) pertenece al género Pestivirus de la familia
Flaviviridae. Se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza infectando a animales silvestres
y domésticos del orden Artiodactyla. Es el agente causal del complejo diarrea viral
bovina/enfermedad de las mucosas, ocasiona enfermedad digestiva y respiratoria, es
inmunosupresor y genera importantes pérdidas econdmicas asociadas a problemas reproductivos
como pérdida embrionaria, abortos, mortinatos, defectos congénitos y el nacimiento de animales
persistentemente infectados (PI). Presenta una gran variabilidad gendmica; dos genotipos (VDVB-1
y VDVB-2), y varios subgrupos genomicos dentro de cada genotipo, han sido identificados. Existen
dos biotipos, citopatico (CP) y no citopatico (NCP), y aunque no presentan serotipos, existen varias
variantes antigénicas del virus.

En esta memoria se buscd establecer si se manifiestan diferencias significativas a nivel
antigénico entre cepas de referencia (NADL, Singer y Oregon) del subgrupo la del VDVB-1 vy
aislados virales de diferentes genotipos y subgrupos del VDVB (VDVB-1b, VDVB-1e y VDVB-2a)
recolectados de 3 bovinos, 6 alpacas y 5 llamas de la Zona Central de Chile, y que provenian de
rebafios sanos y de rebafios con antecedentes de signos clinicos atribuibles a la enfermedad
(abortos, mortinatos, y muerte en adultos). Los aislados de alpacas y llamas corresponden a virus
de los subgrupos 1b y 1e del genotipo 1 del VDVB (VDVB-1b y VDVB-1e), y al subgrupo 2a del
genotipo 2 (VDVB-2a); mientras que los aislados de bovinos pertenecen a los subgrupos VDVB-1b y
VDVB-1e. Para determinar el grado de similitud antigénica entre los aislados y cepas de los distintos
subgrupos se realizaron pruebas de neutralizacion cruzada, empleando antisueros policlonales
(elaborados en conejos). Mediante el calculo del coeficiente de similitud antigénica (R) se pudo
detectar la presencia de diferencias antigénicas significativas entre aislados de subgrupos distintos,
mientras que los ubicados dentro de un mismo subgrupo mostraron valores de R indicativos de
similitud antigénica en casi todos los casos, excepto en la combinacion de un virus de alpaca y uno

de bovino, ambos del subgrupo 1b, que mostraron diferencias antigénicas significativas.



SUMMARY

The bovine viral diarrhea virus (BVDV) belongs to the genus Pestivirus of the family
Flaviviridae. It's found widely distributed in nature infecting wild and domestic animals of the order
Artiodactyla. Is the causative agent of the bovine viral diarrhea/mucosal disease complex, causes
digestive and respiratory disease, is immunosuppressive, and generates significant economic losses
associated with reproductive problems such as embryonic loss, abortions, stillbirths, congenital
defects and the birth of persistently infected (PI) animals. It presents a great genomic variability;
two genotypes (BVDV-1 and BVDV-2), and several genomic subgroups within each genotype, have
been identified. There are two biotypes, cytopathic (CP) and noncytopathic (NCP); and although
the virus does not present serotypes, several antigenic variants of the virus exist.

This memory is intended to establish whether significant differences in the antigenic level
are present between reference strains (NADL, Singer and Oregon) of subgroup 1la of BVDV-1 and
viral isolates of different genotypes and subgroups of BVDV (BVDV-1b, BVDV-1e and BVDV-2a)
collected from 3 cows, 6 alpacas and 5 llamas of the Central Zone of Chile, that came from healthy
flocks and herds with history of clinical signs attributable to the disease (abortions, stillbirths, and
death in adults). Isolates of alpacas and llamas are viruses from the subgroups 1e and 1b of BVDV
genotype 1 (BVDV-1b and BVDV-1e), and from the subgroup 2a of BVDV genotype 2 (BVDV-2a),
whereas bovine isolates belong to subgroups BVDV-1b and BVDV-1e. To determine the degree of
antigenic similarity among isolates and strains of the different subgroups, cross-neutralization
assays using polyclonal antisera (produced in rabbits) were executed. Using the coefficient of
antigenic similarity (R) was possible to detect the presence of significant antigenic differences
between isolates from different subgroups, while those located within the same subgroup showed R
values indicative of antigenic similarity in almost all cases, except in the combination of a virus from
an alpaca and one from a cow, both of subgroup 1b, which showed significant antigenic

differences.



I.- INTRODUCCION

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un patdgeno de gran importancia en la
produccion bovina de Chile y el mundo, ya que produce importantes pérdidas econdmicas en la
industria ganadera. Es el agente causal del complejo diarrea viral bovina (DVB)/enfermedad de las
mucosas (EM), participa en el complejo respiratorio bovino, y es responsable de la ocurrencia de
diferentes cuadros clinicos de variable intensidad y gravedad. Ocasiona problemas de fertilidad,
malformaciones congénitas, abortos, muerte perinatal y el nacimiento de terneros persistentemente
infectados, principales responsables de la diseminacion del virus en el rebafio. Independiente del
cuadro clinico, es un agente inmunodepresor por lo que predispone a otras infecciones virales y
bacterianas.

El VDVB es un pestivirus de la familia Faviviridae. Se describe un solo serotipo con
variantes antigénicas y dos biotipos definidos por su capacidad de producir efecto citopatico /n
vitro. El andlisis genético de regiones del genoma del virus ha permitido identificar dos genotipos,
VDVB-1 y VDVB-2, y varios subgrupos en cada genotipo, que entre otras funciones, estarian
asociados a la variabilidad antigénica que presentan los distintos aislados virales.

En Chile, estudios seroldgicos en el ganado bovino denotan una amplia difusion del virus
con prevalencias mayores a un 60%, y el analisis gendmico de aislados ha evidenciado la presencia
de los dos genotipos y varios subgrupos del VDVB-1. La presencia del virus también se ha
detectado en camélidos sudamericanos domésticos (CSD) introducidos en la Region Metropolitana;
sin embargo, la blUsqueda de animales sero-reaccionantes y el aislamiento viral en camélidos
sudamericanos (CSA) ubicados en el altiplano chileno han dado resultados negativos. Aislados del
VDVB obtenidos de rebafios de CSA clinicamente sanos y de rebarios que han sufrido enfermedades
graves, atribuibles a infeccion con VDVB, demuestran la presencia de dos subgrupos del VDVB-1
(subgrupos 1b y 1e) y sélo un subgrupo del VDVB-2 (subgrupo 2a) en alpacas y llamas.

En el pais no se tiene un programa oficial de control de la infeccion. No obstante, los

productores de ganado bovino aplican vacunas con el fin de controlar las pérdidas reproductivas



asociadas al virus. Las vacunas disponibles estan confeccionadas con uno o los dos genotipos, pero
contienen soélo un subgrupo de cada uno. Ademas, su eficacia en la prevencion de la enfermedad y
en la proteccion fetal resulta debatible.

El presente estudio pretende establecer, mediante pruebas de seroneutralizacién cruzada,
si existen diferencias antigénicas significativas entre diferentes genotipos y subgrupos del VDVB
aislados de CSA, con relacion a los diferentes genotipos y subgrupos de aislados nacionales de
bovinos, y un subgrupo de las cepas virales corrientemente empleadas en la fabricacién de vacunas
comerciales. Y de tal manera, tener una aproximacion de la variabilidad antigénica de los aislados
del VDVB presentes en bovinos, llamas y alpacas de Chile. Ademas, permite obtener una nocidn,
por lo menos desde el punto de vista experimental in vitro, del efecto que tienen las diferencias
antigénicas entre los distintos aislados y las cepas de referencia del VDVB sobre el control
(vacunas) y diagndstico de la enfermedad, lo que resulta de importancia debido a que son las

cepas cominmente empleadas para estos fines.



IL.- REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.- CAMELIDOS SUDAMERICANOS (CSA)

Los “Camélidos Sudamericanos” (CSA) o “Camélidos del Nuevo Mundo” son mamiferos
pertenecientes al orden Artiodactyla, suborden Tylopoda, familia Camelidae, tribu Lamini que
incluye a los géneros Lama y Vicugna (Linnaeus, 1758; Miiller, 1776; Molina, 1782). Tienen su
origen en América del Norte durante el Plioceno (Franklin, 1982) y hacia el final de este periodo,
hace unos 3 millones de afos, migraron a América del Sur (Webb, 1974), donde se adecuaron a
zonas aridas y semiaridas adoptando funciones anatomo-fisioldgicas especializadas para combatir el
estrés termal, la deshidratacion, y la hipoxia producida por altura (Wheeler, 1991). Se clasifican en
camélidos sudamericanos silvestres (CSS) que involucran a dos especies la vicuna (Vicugna
vicugna) y el guanaco (Lama guanicoe), y camélidos sudamericanos domésticos (CSD) constituidos
por la llama (Lama glama) y la alpaca (Lama pacos) (Linnaeus, 1758; Miiller, 1776; Molina, 1782).

Evidencias arqueoldgicas indican que la domesticacion de llamas y alpacas ocurrid
alrededor del ano 4000 a.C. en la zona altiplanica de Peru. Del proceso de caza de animales
silvestres se derivd a un proceso de explotacion de los animales domésticos, lo que permitié a las
comunidades aborigenes proveerse de fibra, carne, cueros, combustible (heces) y medicinas
(piedras bezoares o calculos intestinales) (Bonacic, 1991).

En Sudamérica, los CSA se encuentran distribuidos principalmente en Perd (3.599.775
cabezas), Bolivia (2.359.006 cabezas), Argentina (737.100 cabezas), Chile (229.038 cabezas) y
Ecuador (10.269 cabezas) (FIA, 2000). Forman manadas numerosas que pastan en las alturas
llanas de los Andes a 3.500 a 5.000 m.s.n.m.; zonas que se caracterizan por tener condiciones
medioambientales muy adversas durante todo el afo, como son una oscilacién térmica muy alta,
una concentracion de oxigeno mas baja y una presion atmosférica de alrededor de 40% menos que
el valor observado a nivel del mar (Sanchez, 2004). Existen poblaciones, en nimero no significativo,

en Estados Unidos, Canada, Australia, Nueva Zelanda y algunos paises europeos como el Reino



Unido, Alemania, Italia, Francia y Espafia producto de la importacion de animales; empleandolos
principalmente para la produccidon de fibra o como animales de compaiia (Sumar, 1997; Brown,
2000; Pinto et al.,, 2010).

Los CSA presentan caracteristicas diferenciales y Unicas como son: ausencia de cuernos o
astas, presencia de verdaderos caninos separados de los premolares por diastemas, anatomia de
las piernas traseras que le permite descansar sobre el vientre con las rodillas dobladas y los
garrones hacia atras, presencia de almohadilla digital en lugar de cascos, presencia de glandulas
metatarsianas, labio leporino, organizacion social poligama, utilizacion social de estercoleros,
ausencia de dimorfismo sexual, y ovulacién inducida con una sola cria al parto (Wheeler, 1991).
Tienen una vida productiva de aproximadamente 14 anos, aunque viven mas de 20 afos, y son
aptos para la reproduccion a los dos afios (Rossi, 2004).

Los CSD son usados como animales de carga y son fuente de fibra y de carne, condicién
que los hace indispensables para la subsistencia de un amplio sector de la poblacion alto andina,
destacandose su eficiencia en el uso de la tierra en un ambiente adverso como lo son las fragiles
praderas de los paramos andinos, donde se alimentan de pastos naturales que crecen a esa altitud
y cuya disponibilidad estd sometida a los cambios estacionales; sin embargo, los camélidos se
adaptan a estas condiciones ambientales depositando capas de grasa subcutanea, muscular y
retroperitoneal durante la época himeda, que movilizan en las épocas de escasez (Fowler, 1998;
FAO, 2005a). Ademas, los CSA tienen una alta eficiencia digestiva con alimentos de baja calidad, la
que se relaciona al mayor tiempo de retencion del alimento en su tracto digestivo ya que regurgitan
y vuelven a masticar el forraje que ingieren, como hacen los rumiantes, pero son mucho mas
eficientes que éstos en la extraccion de proteina y energia. En cuanto a la anatomia y fisiologia del
aparato digestivo presentan: labio leporino, que confiere a estos animales una ventaja para asir y
recolectar forraje con gran eficiencia; incisivos que se ubican oblicuamente y tienen un crecimiento
continuo, que les permite seguir recolectando forraje eficazmente a pesar del paso de los afios,

favoreciendo su longevidad; y un estdmago que posee tres compartimentos denominados C1, C2 y



C3 que no son analogos a los pre-estdmagos de rumiantes (Fowler, 1998; Sponheimer et al., 2003;
Pinto et a/, 2010).

En Chile, la Regidn de Arica y Parinacota y la Region de Tarapaca concentran el 90,1% de
las llamas (71.524 cabezas) y el 89,1% de las alpacas (40.341 cabezas) (INE, 2007). En el resto de
las regiones los porcentajes no superan el 2% de la participacion total, excepto la Region de
Antofagasta que posee un 6,86% de las llamas (FIA, 2000). En cuanto a los CSS, la totalidad de la
poblacién de vicuias (25.000 cabezas aprox.) se distribuye en el ecosistema de puna, compitiendo
con alpacas y llamas en la obtencion de sus recursos nutricionales; mientras que el guanaco, cuya
poblacion es de 73.000 a 86.000 cabezas, se muestra como una especie mas cosmopolita
distribuyéndose naturalmente a lo largo de todo el territorio nacional, ain cuando la mayor parte
de los individuos se concentran en la Region de Magallanes y de la Antartica Chilena (FAO, 2005a).
La participacion porcentual de los CSD en la masa total de ganado existente en Chile es apenas un
1%, en tanto que el mayor porcentaje corresponde a bovinos (38%), seguido por ovinos (34%),
porcinos (16%), caprinos (7%), y el 4 % restante a equinos, mulares y asnales (INE, 1997). De las
cifras totales de CSD aproximadamente el 25% corresponde a machos y el 75% a hembras. La
cantidad de crias y adultos varia segln la fuente de informacion, sin embargo, se estima que en
promedio existe un 19% de crias (animal de 0-1 afio) y un 81% de adultos (FIA, 2000).

Los criadores de CSD en Chile son, en su mayoria, campesinos aymaras adaptados a las
duras condiciones de vida que les impone el altiplano de las Regiones de Arica y Parinacota y de
Tarapaca. La mayor parte de las explotaciones son unidades familiares y tanto en Chile como en el
resto de Sudamérica no han sido objeto de innovaciones tecnoldgicas significativas. Prevalecen los
métodos tradicionales, los que ademas de dar como resultado una baja produccion de fibra y de
carne, van conduciendo al deterioro de los recursos naturales como consecuencia del deficiente
manejo de los pastizales (FIA, 2000). En otras regiones del pais donde se han introducido
camélidos, la produccidn se encuentra asociada a campesinos que se han dedicado a la ganaderia

de pequeiios rumiantes y a pequefios agricultores (FAO, 2005a).



Como se ha indicado anteriormente, la crianza de alpacas y llamas es una actividad
econdmica relevante para las regiones andinas, destacando la produccion de fibra, especialmente la
de alpaca que posee una alta valoracion en los mercados internacionales por ser de fina textura,
suave, liviana, de gran poder aislante, con propiedades higroscopicas, buena resistencia y
elasticidad, suave al manejo, de colores naturales y brillante a la vista (Cardellino y Mueller, 2008;
FAO, 2005a). El peso promedio del vellon de alpaca es de 2,6 kilos y el de llamas es de 1,53 kilos
en un lapso interesquila de 2,3 afos (Cardellino y Mueller, 2008).

En relacion a la produccion de carne, se estima que el precio de un animal en pie es de
25.000 a 35.000 pesos, en vara se paga entre 750 y 850 pesos/kilo, y en corte 1.000 a 2.750
pesos/kilo. En el caso de las llamas y alpacas se obtienen, aproximadamente, 44 y 29 kilos en vara,
respectivamente (FIA, 2000). Sin embargo, tanto la carne de llama como la de alpaca poseen un
consumo bajisimo en los medios urbanos, pese a poseer extraordinarias cualidades nutritivas como
un 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 (FAO, 2005a).

Desde el punto de vista de su comportamiento reproductivo, los CSA presentan
caracteristicas peculiares: las hembras no presentan ciclos estrales definidos, se muestran en
estado de receptividad sexual continua y la ovulacién es inducida por el coito, pero no por un
estimulo fisico del tracto genital sino por un potente factor seminal, cuya absorcion se ve favorecida
por la eyaculacion intrauterina y por las erosiones que se producen debido a larga duracién de la
monta (30 a 50 minutos) (Adams et a/., 2005). La gestacion se desarrolla en mas del 90% de los
casos en el cuerno uterino izquierdo pese a que ambos ovarios son igualmente activos en el aporte
de ovulos, la placenta es de tipo epiteliocorial y difusa, y el periodo de gestacion es largo (342-350
dias), lo que resulta en el nacimiento de la cria en un estado avanzado de desarrollo y con una
mayor posibilidad de sobrevivencia en un medio inhdspito como el alto andino (Brown, 2000; FAO,
2005b; Pinto et a/, 2010). Todos los camélidos tienen en comin el mismo nimero diploide de
cromosomas (2n=74), por lo que las especies de CSA pueden cruzarse entre si generando hibridos

fértiles (Fowler, 1998).



El manejo sanitario es rudimentario y sélo de tipo curativo. Segun los productores, las
enfermedades mas frecuentes son la sarna en los adultos y la enterotoxemia en las crias (FIA,
2005a).

Debido a que algunos productos obtenidos de CSA, como la fibra, la carne y el cuero,
muestran interesantes perspectivas de mercado, en los ultimos afios se ha tratado de impulsar el
desarrollo de esta ganaderia, lo que ha llevado a un aumento en la frecuencia de transporte de
animales desde sus lugares de origen a diferentes regiones del pais, generandose la posibilidad de
que se infecten con agentes provenientes de otras especies, a la vez que ellos pueden servir como
reservorio (Evermann, 2006). Al respecto, recientes investigaciones en paises donde se han
introducido CSD sefialan que la infeccion con VDVB es de relevancia, ya que se encuentra asociada
a enfermedad respiratoria y digestiva, y a pérdidas reproductivas (Belknap et a/., 2000; Goyal et al.,

2002; Carman et al., 2005; Foster et al., 2007; Kim et al., 2009).

1.2.- VIRUS DIARREA VIRAL BOVINA (VDVB)

El VDVB es un patdgeno de distribucion mundial con prevalencias seroldgicas en bovinos
que fluctdan entre un 12% (Msolla et a/, 1988) y un 89% (Bolin et a/, 1985a). Es de gran
importancia en la industria ganadera ya que genera sustanciales pérdidas econdmicas asociadas a
un rendimiento reproductivo sub-6ptimo debido a infertilidad, muerte embrionaria, abortos, retardo
en el crecimiento prenatal, mortinatos, defectos congénitos, retardo en el crecimiento postnatal, y
muerte por enfermedad de las mucosas (Malmquist, 1968; Ward et al., 1969; Duffell et al., 1986).
Ademas, es responsable de numerosos sindromes clinicos, incluyendo infecciones agudas con
enfermedad respiratoria y digestiva (Childs, 1946; Olafson et a/, 1946; Ramsey y Chivers, 1953;
Potgieter et al, 1984), e inmunodepresion, favoreciendo el desarrollo de otros patdgenos y
conllevando a la produccion de diferentes enfermedades (Lee y Gillespie, 1957; Richer et a/., 1988;

Martin et al, 1999; Fulton et a/,, 2000; Haines et al., 2001).



La enfermedad diagnosticada como diarrea viral bovina (DVB) se presentd por primera vez
en el ano 1946 en Estados Unidos (Olafson et al, 1946), y se caracterizd por la presentacion de
fiebre alta, depresion, diarrea, deshidratacién, anorexia, salivacion, descarga nasal, erosiones
gastrointestinales, leucopenia, y hemorragia en varios tejidos. El agente causal de esta enfermedad
fue aislado por Lee y Gillespie, (1957) y se denomind VDVB. Una presentacion similar pero de
mayor severidad se observd en Canada (Childs, 1946) y Estados Unidos, manifestandose con
fiebre, anorexia, depresion, salivacién profusa, descarga nasal, hemorragias gastrointestinales,
erosiones, Ulceras, y diarrea profusa a veces sanguinolenta; condicidon que posteriormente se
denomind “enfermedad de las mucosas” (EM) (Ramsey y Chivers, 1953). La etiologia de la EM
permanecié desconocida hasta que logré ser reproducida experimentalmente, determinandose que

el VDVB era el agente causal de la enfermedad (Brownlie et al., 1984; Bolin et al., 1985b).

Taxonomia

El VDVB pertenece al género Pestivirus de la familia Faviviridae (Heinz et al, 2000).
Anteriormente, los pestivirus estaban clasificados como parte de la familia 7ogaviridae (Westaway
et al., 1985), pero debido a similitudes en la organizacién genémica y estrategias de replicacion con
los flavivirus (Collett et al, 1988a) se hizo necesaria la reclasificacién de estos virus dentro de la
familia Flaviviridae (Horzinek, 1991). La familia Faviviridae (del latin flavus, amarillo) actualmente
estd constituida por tres géneros: los Flavivirus, los Pestivirus (del latin pestis, plaga), y los
Hepacitovirus (del griego hepar, hepatus, higado) (Heinz et al., 2000).

El género Pestivirus actualmente contiene cuatro especies aceptadas: el virus de la diarrea
viral bovina-1 (VDVB-1), el VDVB-2, el virus de la fiebre porcina clasica (VFPC), y el virus de la
enfermedad de la frontera (VEF) de las ovejas. Ademas, se incluye una especie tentativa
representada por un sélo pestivirus aislado de una jirafa (“giraffe”) (Heinz et al, 2000; Becher y

Thiel, 2002).



Estructura y propiedades fisicas

El virién de los pestivirus corresponde a una particula esférica de 40 a 60 nm de didametro
con una capside central electrén-densa de aproximadamente 30 nm y una envoltura lipidica donde
se insertan tres glicoproteinas: E™, E1 y E2 (Horzinek et 4/, 1971; Murphy, 1980; Lindenbach et
al., 2007). El peso molecular estimado del virién del VDVB es de 6 x 10’ y su densidad de flotacidn
en sacarosa es de 1,10 a 1,15 g/cm? (Heinz et a/., 2000). La envoltura lipidica, que deriva de las
membranas de las células infectadas, hace a estos virus susceptibles a la inactivacion con solventes
organicos y detergentes (Ridpath, 2005a). La infectividad no se ve afectada por el congelamiento,
pero disminuye a temperaturas superiores a los 40°C (Heinz et al/, 2000). Otros métodos de
inactivacion incluyen el tratamiento con tripsina (0,5 mg/ml a 37°C por 60 minutos) (Liess, 1990),
etilenamina (reduccion de 5 log10 unidades usando 10 mmol/l a 37°C por 2 horas) (Preuss et al.,
1997), irradiacién de haz de electrones (4,9 y 2,5 kGy son necesarios para reducir la infectividad
viral en un log10 en muestras congeladas y liquidas, respectivamente) (Preuss et al, 1997), e
irradiaciéon gamma (20-30 kGy) (Miekka et al., 1998).

A diferencia de los flavivirus que son rapidamente inactivados a un pH bajo, los pestivirus
pueden sobrevivir en un rango de pH relativamente amplio (5,7-9,3) (Hafez y Liess, 1972;
Lindenbach et a/., 2007). Otra diferencia con el resto de los géneros dentro de la familia Faviviridae
es que en los pestivirus la envoltura lipidica que rodea a los viriones es pleomorfica (Ridpath,

2005a; Ridpath, 2010).

Genoma

El genoma de los pestivirus esta compuesto de ARN de hebra simple de polaridad positiva
de una longitud aproximada de 12,3 kb y no presenta ARNm subgendmicos (Collett et a/., 1988b;
Meyers et al, 1989; Becher, et al, 1998; Avalos-Ramirez et al, 2001). Contiene un gran “open
reading frame” (ORF) flanqueado por las regiones no traducidas (NTR) 5’ (372 a 385 nucleétidos) y
3’ (185 a 273 nucledtidos) (Collett et al., 1988b; Brock et al, 1992; Avalos-Ramirez et al,, 2001;

Lindenbach et al., 2007). El extremo 5’ carece de estructura “cap”, mientras que el extremo 3’ no



se encuentra poliadenilado y termina con un corto tracto poli C (Moormann y Hulst, 1988; Brock et
al., 1992; Deng y Brock, 1993). El ORF codifica una sola gran poliproteina de cerca de 4.000 kDa,
la que sera dividida, posterior a la traduccion, en proteinas individuales mediante la accion de
proteasas virales y celulares (Ridpath, 2005a). La disposicion gendmica es en el siguiente orden: la
proteina no estructural N°° (N terminal autoproteasa), luego las proteinas estructurales de la
capsula (Proteina C) y envoltura (E™, E1 y E2), y las siguientes son proteinas no estructurales (p7,
NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Thiel et a/, 1996). La NP es propia de los pestivirus y no tiene

una contraparte en otros virus pertenecientes a la familia Flaviviridae (Lindenbach et al., 2007).

Multiplicacion

La unidn y entrada de los pestivirus a la célula involucra la interaccién con un receptor, la
internalizacion y la fusién de membranas (Lindenbach et a/., 2007). Los receptores de la célula para
pestivirus no han sido completamente caracterizados, pero mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales se identifica a una proteina de superficie celular de 50 kDa (Xue y Minocha, 1993) y a
otras de 60 y 93 kDa (Schelp et a/., 1995).

Las glicoproteinas E2 y E™ pueden ligarse independientemente a la superficie celular,
interactuando con distintos componentes de la membrana celular (Hulst y Moormann, 1997). La
glicoproteina E2 es la proteina mayoritariamente presente en el virion y es la principal responsable
de la union al receptor celular y del tropismo del virus en cultivos celulares, por lo menos para los
pestivirus de rumiantes (Hulst y Moormann, 1997; Liang et a/., 2003). Ademas, es la proteina mas
inmunodominante existente en el viridn de los pestivirus, induciendo altos niveles de anticuerpos
neutralizantes (Donis y Dubovi, 1987; Donis et al., 1988; Bolin y Ridpath, 1990).

Luego de la unidn, el VDVB ingresa a la célula via endocitosis (Krey et al., 2005; Lecot et
al., 2005), ubicandose en un compartimiento endocitico prelisosomal en donde un pH bajo induce
la fusion de la envoltura del virion con la membrana celular, llevando a que la nucleocapside se
libere hacia el citoplasma, lugar en que ocurre la traduccion y duplicacion del ARN gendmico. La

traduccion del ARN es independiente del Cap y esta mediado por una secuencia nucleotidica
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conocida como IRES (del inglés, Internal Ribosome Entry Site) que esta ubicada en el extremo 5’
UTR del genoma y permite comenzar la traduccién del ARN uniéndose a la subunidad ribosomal
40S generando la produccion de una poliproteina que posteriormente es fraccionada en proteinas
no estructurales y estructurales, iniciandose este proceso por la proteina no estructural NP El
conjunto de proteinas no estructurales se ensamblan en un complejo funcional de replicacién y
ayudan a catalizar la transcripcion de ARN sentido positivo a una hebra ARN complementaria
sentido negativo, la que a su vez sirve de plantilla para generar nuevos ARN gendmicos. Este
proceso se realiza en el citoplasma celular vecino al reticulo endoplasmico. Las proteinas virales son
procesadas por proteasas virales y celulares para generar proteinas virales maduras. Las proteinas
de la capside son liberadas de la membrana del reticulo endoplasmico e interactian con ARN
genomicos seguido por el reconocimiento de dominios citoplasmaticos de proteinas de la envoltura.
Los viriones dispuestos en vesiculas se movilizan a través del citoplasma a la superficie, donde las
vesiculas se fusionan con la membrana plasmatica liberando las particulas en el medio extracelular

alrededor de las 8 horas post infeccién (Lindenbach et al., 2007).

Variabilidad gendmica

Una caracteristica distintiva del VDVB es su gran diversidad gendmica, lo que ha llevado a
separar a los VDVB en dos especies distintas: el VDVB genotipo 1 (VDVB-1) y VDVB genotipo 2
(VDVB-2). Esta diversidad se asocia a una alta frecuencia de mutaciones puntuales y
recombinaciones genéticas, existiendo diferencias de hasta un 40% en las secuencias nucleotidicas
de algunas regiones del genoma (Ridpath y Bolin, 1991; Ridpath ef a/, 1994; Ridpath, 2010). Las
variaciones se pueden encontrar a lo largo de todo el genoma (Ridpath y Bolin, 1995), pero tienen
mayor significancia bioldgica en algunas regiones que en otras (Ridpath, 2010).

Las regiones gendmicas empleadas para la deteccion de diferencias genotipicas
corresponden a la region no traducida 5’ NTR, a la region de la proteina no estructural (NS) NP y a
la regidn que codifica a la glicoproteina E2 (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994; Becher et al.,

1997, 1999, 2003; Van Rijn et al, 1997). La region 5" NTR es la mas cominmente empleada para
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la deteccion y caracterizacion del virus debido a que es la region mas conservada (Ridpath, 2010).
Por el contrario, la region mas variable es la que codifica para la proteina E2, esto hace que la
variacion antigénica sea particularmente pronunciada entre cepas de VDVB-1 y VDVB-2 (Becher et
al., 2003).

El andlisis filogenético también ha revelado las agrupaciones de los subgenotipos dentro de
las especies VDVB-1 y VDVB-2, identificandose 12 subgenotipos en los VDVB-1 (VDVB-1a,
VDVB-1b, VDVB-1c, VDVB-1d, VDVB-1e, VDVB-1f, VDVB-1g, VDVB-1h, VDVB-1i, VDVB-1j, VDVB-1k,
VDVB-1l) y 2 en VDVB-2 (VDVB-2a, VDVB-2b) (Vilcek et al., 2001; Flores et al., 2002; Vilcek et al.,
2004). Ademas, se han identificado subgenotipos adicionales del VDVB en aislados procedentes de
ganado de Sudafrica y Suiza, pero aun no han sido denominados (Kabongo et a/., 2003; Kabongo y

Van Vuuren, 2004; Bachofen et al., 2008).

Variabilidad antigénica

La variabilidad antigénica del VDVB es un reflejo de la diversidad en la secuencia de
regiones gendmicas que codifican para las glicoproteinas de envoltura E1, E2, y E™ (Collett, 1996;
Potgeiter, 1995). Estas tres glicoproteinas inducen la produccidon de anticuerpos neutralizantes,
siendo la proteina E2 la inmunodominante (Donis y Dubovi, 1987; Donis et a/, 1988; Bolin y
Ridpath, 1990) y la menos conservada (Becher et a/, 2003; Ridpath, 2005a). Las otras regiones
gendmicas que se traducen en proteinas estan sujetas a variaciones menores e inducen la
produccion de anticuerpos no neutralizantes (Bolin y Ridpath, 1990; Boulanger ef a/., 1991).

Los epitopos de la glicoproteina E2 que estimulan la produccion de anticuerpos
neutralizantes se ubican en la regién hipervariable de la porcion N-terminal de la proteina (Paton et
al, 1992; Deregt et al, 1998a). El nimero preciso de epitopos es desconocido, pero diferentes
estudios indican valores sobre tres hasta nueve (Xue et al, 1990; Paton et al., 1992; Deregt et al.,
1998a, 1998b), sin embargo, al parecer no todos contribuyen a la neutralizacion viral (Xue et al.,
1990). Se ha descrito un epitopo inmunodominante de la proteina E2 para VDVB-1 y tres para el

VDVB-2 (Chase et al., 2004).
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Las pruebas de neutralizacion cruzada han demostrado tanto similitudes como diferencias
entre las distintas especies de pestivirus (Becher et a/., 2003; Kabongo et al., 2003; Bachofen et al.,,
2008) y entre genotipos y subgenotipos del VDVB, lo que resulta muy importante de considerar en
la aplicacién de vacunas y en los resultados de pruebas seroldgicas, donde se emplea un genotipo y
subgenotipo en particular del VDVB (Fulton et al, 2003a, b; Deregt, 2005; Ridpath, 2005b).
Aunque el VDVB-1 y el VDVB-2 (y sus distintos subgenotipos) presentan neutralizacion cruzada,
pueden ser diferenciados en base a sus diferencias antigénicas (Ridpath, 2010). Se ha determinado
que los titulos de anticuerpos neutralizantes contra miembros de grupos de pestivirus heterélogos
son significativamente mas bajos que aquellos contra grupos homdlogos (Becher et al., 2003;
Fulton et al., 2003b; Fulton, 2005; Ridpath, 2005b; Bachofen et a/, 2008). Ademas, los patrones
de unién de los anticuerpos monoclonales son distintos (Ridpath et al, 1994; Bolin y Ridpath,

1998).

Variabilidad bioldgica

La citopatogenicidad es uno de los caracteres bioldgicos mas importantes para el VDVB; el
término citopatico (o citopatogénico) se refiere a la capacidad que tiene un aislado viral de producir
un dafo celular visible /n vitro (Radostits y Littlejohns, 1988). El VDVB puede manifestarse como
citopatico (CP) o no citopatico (NCP) (Baker, 1995). El biotipo CP induce vacuolizacion
citoplasmatica y cambios celulares que resultan en muerte celular dentro de 2 a 3 dias después de
la inoculacion del virus en el cultivo celular (Lee y Gillespie, 1957; Gillespie et al., 1960).

Asociado a la citopatogenicidad de los aislados esta el hecho de que una cepa NCP (>95%
de las infecciones) genera una mayor cantidad de anticuerpos neutralizantes e infecta una mayor
variedad de tejidos (tracto digestivo y respiratorio, tejido linfoide, érganos de la reproduccion, y
tejidos embrionarios y fetales) (Spagnuolo-Weaver et al., 1997; Lambot et a/., 1998) que su cepa
CP homdloga, en que la respuesta inmune tiende a ser mas celular (Lambot et a/., 1997) e infectar

principalmente el epitelio y tejido linfatico del aparato digestivo (Lambot et a/., 1998).
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En el biotipo NCP la proteina NS2-3 siempre se encuentra como una molécula Unica, en
cambio en los virus CP se encuentra parcialmente procesada generando NS2 y NS3, encontrandose
en el citoplasma NS2-3, NS2 y NS3 (Meyers et al., 1996).

Se cree que las cepas CP del VDVB se originarian a partir de cepas NCP del virus a través
de eventos mutacionales que resultan en la escision de la proteina viral NS2-3 en las proteinas NS2
y NS3. Dentro de los eventos mutacionales capaces de originar cepas CP del virus se describe la
presencia de inserciones de secuencias celulares, duplicacion de secuencias virales con o sin
inserciones, deleciones, y mutaciones puntuales en el genoma viral (Greiser-Wilke et a/, 1993,
Tautz et al, 1994; Kummerer et a/, 1998; Quadros et al., 2006). De éstos, el evento mutacional
observado mas frecuentemente es la recombinacion, en la cual pequenos trozos del genoma
(provenientes de otro VDVB o de una célula hospedera infectada) son insertados en el genoma de
una cepa NCP del VDVB (Becker, 2000). No todas las recombinaciones genéticas ocasionan cambios
en el biotipo, algunos virus NCP presentan inserciones (Greiser-Wilke et al, 1993; Meyers et al,

1996, Ridpath et al., 2006) y algunos virus CP no las presentan (Quadros et a/., 2006).

Hospederos y reservorios

Los pestivirus afectan naturalmente a los ungulados domésticos del orden Artiodactyla
(rumiantes y porcinos), los que pueden desarrollar la enfermedad o servir de reservorios (Murphy
et al., 1999). No son estrictamente especie-especificos, pudiendo atravesar la barrera inter-especie
e infectar no sélo a animales domésticos (bovinos, ovinos, porcinos) sino que también a animales
de vida libre (Vilcek et al., 2005; Evermann, 2006).

Tradicionalmente, los pestivirus son nombrados segun el hospedero del que son aislados y
las enfermedades que ocasionan. Bajo condiciones naturales las infecciones con VFPC han sido
encontradas exclusivamente en cerdos (Avalos-Ramirez et a/, 2001; Becher et al., 2003), mientras
que, en contraste, el rango de hospederos del VDVB y el VEF no se restringe a bovinos y ovejas
sino que incluye un amplio rango de hospederos dentro de los artiodactilos (Plowright, 1969;

Hamblin y Hedger, 1979; Doyle y Heuschele, 1983; Nettleton, 1990; Becher et a/, 1997, 1999).
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Ha sido posible identificar pestivirus aislados desde los siguientes animales silvestres: jabali
(Stadejek et al, 1997); bufalo (Becher et al, 1997); jirafa (Becher et al, 1997); bongo, ciervo,
corzo y bisonte europeo (Becher et a/, 1999); eland comin (Vilcek et a/, 2000); reno (Avalos-
Ramirez et al, 2001); ciervo ratdn (Grondahl et a/., 2003); rebeco (Arnal et al, 2004); bisonte
canadiense (Deregt et al, 2005); pudu (Pizarro-Lucero et a/., 2005); y antilope americana (Vilcek et
al., 2005). De los pestivirus identificados hasta ahora, tres especies (VFPC, VDVB-1, “giraffe”) y tres
genotipos (VEF-2, VEF-4, pronghorn) parecen estar circulando en las poblaciones de animales
silvestres, siendo el VDVB-1 el pestivirus mayoritariamente aislado (Vilcek y Nettleton, 2006).

Son infrecuentes los reportes de enfermedad asociada a una infeccion natural con el VDVB
en otras especies aparte de los bovinos (Ames, 2005); sin embargo, ha sido posible aislar el virus
desde animales silvestres que han mostrado signos atribuibles a la enfermedad (Ludwig y
McClurkin, 1981; Van Campen et al,, 2001). Adquiere particular importancia el hecho de que los
animales silvestres pueden participar como reservorios de la enfermedad y ser una fuente de
transmision del virus para el ganado doméstico. Por ello, la susceptibilidad de hospederos
inesperados de pestivirus debe ser considerada en los programas de erradicacion del VDVB
(Uttenthal et al., 2005).

Los pestivirus pueden ser propagados en cultivos de células primarias o permanentes de
sus respectivas especies hospederas y adicionalmente adaptarse a una variedad de tipos celulares
heterdlogos. En comparacion con la infeccion en especies animales, el rango de hospederos /n vitro
es en realidad mucho mas amplio (Thiel et a/, 1996). Dentro de las lineas celulares capaces de
soportar el crecimiento /n vitro del VDVB se encuentran las células de bovino, oveja, cabra, venado,
bisonte, conejo, gato doméstico y cerdo (Lee y Gillespie, 1957; Bolin et aj, 1994; Ames, 2005). Sin
embargo, aparentemente los cultivos celulares de humano y roedores no soportan la replicacion de

pestivirus (Thiel et al, 1996).

15



Infeccion en bovinos

La infeccion ocurre a través de la inhalacién o ingestion de productos contaminados con
saliva, secreciones dculo-nasales y uterinas, leche, semen, heces, orina y sangre procedentes de
animales infectados con el VDVB (Radostits y Littlejohns, 1988). La replicacién inicial del virus
ocurre en la mucosa alrededor del sitio de entrada y es responsable de la ulceracion de la mucosa y
la subsecuente salivacion y descarga nasal (Baker, 1987). Desde aqui el virus entra a las células
objetivo en el tejido linfoide que reviste a la orofaringe, especialmente las células epiteliales de las
criptas tonsilares, donde el antigeno viral es rapidamente encontrado durante la infeccion aguda,
siendo detectable en la sangre periférica dos a cuatro dias después de ocurrida la infeccidon oral o
nasal (Mills y Luginbuhl, 1968) y eliminado de forma transitoria por un periodo de 4-15 dias
(Thurmond, 2005). El virus es capaz de multiplicarse en todas las poblaciones de linfocitos asi como
también en células accesorias (Bielefeldt-Ohmann, 1983; Howard, 1990), provocando la reduccion
de los linfocitos circulantes y supresion de las funciones inmunes innatas (Bolin et a/., 1985b; Chase
et al., 2004). Se produce una disminucidon en el nimero de linfocitos T cooperadores o “helper”
(CD4+), linfocitos T citotdxicos/supresores (CD8+), linfocitos B y neutrdfilos; en cambio, el nimero
de células asesinas naturales (NK, del inglés “Natural Killers”) y monocitos no se ve afectado (Ellis
et al, 1988). La inmunosupresién generard una resistencia reducida a patdgenos secundarios
aumentando la severidad de la enfermedad clinica después de infecciones secundarias (Bolin, 2002).
La descripcion de una condicidon hemorragica de la enfermedad involucra a las plaquetas o sus
precursores celulares en la patogénesis de la infeccion del VDVB. El mecanismo responsable de la
deficiencia plaquetaria no estd bien dilucidado, pudiendo ser inmunomediada o por interaccidn
directa con la célula (Corapi et al., 1989; Walz et al.,, 1999; Evermann y Barrington, 2005).

La presentacion clinica de la diarrea viral bovina (DVB) varia dependiendo de la cepa viral,
la especie animal, el estado inmune, el estado reproductivo y la edad del hospedero; ademas, se
pueden presentar infecciones concomitantes con otros patégenos agravando el cuadro. Aunque el

término “diarrea” es prominente en el nombre de la enfermedad, son mas frecuentes las
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enfermedades respiratorias y reproductivas asociadas al virus (Evermann y Barrington, 2005;
Ridpath et al/,, 2006).

La forma clinica que mas se presenta en el ganado se manifiesta como una enfermedad
leve de alta morbilidad y baja letalidad, caracterizada por depresidn, fiebre, leucopenia transitoria,
diarrea leve y una recuperacién rapida en pocos dias con la produccién de anticuerpos
neutralizantes (Olafson et al, 1946; Brownlie, 1985; Duffell y Harkness, 1985), hecho que
explicaria las altas prevalencias seroldgicas en los rebafios (Radostits y Littlejohns, 1988). En el
ganado lechero esta presentacion clinica puede ir acompafiada de una considerable disminucion en
la produccién lactea (Duffell y Harkness, 1985).

En 1987 se reportd la aparicion de casos de trombocitopenia con hemorragia asociados a
infeccion con VDVB en bovinos de leche del noreste de Estados Unidos, cuyas cuentas plaquetarias
fueron de 2.000 a 33.000 plaquetas por pl, siendo los valores normales de 100.000 a 800.000
plaquetas por pl (Perdrizet et al., 1987; Rebhun et al., 1989). Los signos clinicos incluian petequias
y equimosis en las superficies mucosas, epistaxis, diarrea sanguinolenta, sangramiento en los sitios
de inyeccién o trauma, fiebre, leucopenia y muerte (Corapi et al, 1990; Perdrizet et al., 1987); y en
algunos casos también se acompafiaban de neumonia y pleuresia fibrinosa localizada (Rebhun et
al, 1989; Corapi et al, 1990; Bolin y Ridpath, 1992; Broes et al, 1992). Corapi et al, (1989)
reprodujeron experimentalmente esta condicion, la que posteriormente fue denominada como
“sindrome hemorragico” (Ridpath et al, 1994). La expresion de los signos clinicos variaba entre
animales y sélo una minoria desarrollaba un sindrome hemorragico fulminante, mientras que otros
sufrian una marcada linfopenia y trombocitopenia y sucumbian sin una evidente manifestacion
clinica de hemorragia (Evermann y Barrington, 2005). Los mecanismos pato-fisioldgicos de la
trombocitopenia y del sindrome hemorragico no estan completamente esclarecidos, aunque se ha
demostrado que el antigeno viral se encuentra asociado a plaquetas y megacariocitos, y en adicion
a la trombocitopenia la funcion plaquetaria se encuentra alterada (Walz et a/., 1999).

En los inicios de la década del noventa se presentd en el ganado bovino de Estados Unidos

y Canada otra presentacion clinica de la enfermedad, diferente a la forma clasica y al sindrome
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hemorragico, que fue denominada como “DVB aguda severa” (Corapi et al., 1990; Pellerin et al.,
1994; Drake et al, 1996; Sockett et al, 1996; Carman et al, 1998). Se presentaba con fiebre,
neumonia, abortos y muerte repentina en todos los grupos de edad hasta en un 25% del rebafo
(Pellerin et al, 1994; Carman et al, 1998). Pellerin et al, (1994) y Ridpath et al, (1994),
determinaron que los aislados de VDVB causantes del sindrome hemorragico y la DVB aguda severa
formaban un nuevo grupo genético (genotipo) del VDVB, el que fue denominado VDVB genotipo 2
(VDVB-2).

La transmision del VDVB puede ocurrir verticalmente mediante la infeccién congénita del
feto. El resultado de la infeccion fetal dependera de varios factores como el estado de la gestacion
en el que ocurrié dicha infeccion, la inmunocompetencia del feto en desarrollo, el biotipo del virus
involucrado y la virulencia del virus (Kendrick, 1971; Roeder et al., 1986; Brock et al., 2005).

La infeccidn antes de la implantacién (30-45 dias) reduce la tasa de concepcion (Virakul et
al, 1988; Houe et al, 1993; McGowan y Kirkland, 1995) vy la vitalidad del “conceptus” provocando
muerte embrionaria (Brock et al, 2005). Después de producida la implantacion, la infeccién fetal
durante los 30 y 125 dias de gestacion ocurre por transmision transplacentaria. Aunque los
mecanismos de la infeccion fetal no han sido totalmente dilucidados, la evidencia sugiere que el
VDVB puede atravesar la placenta al ocasionar vasculitis en el lado materno de ésta y asi acceder a
la circulacion fetal (Fredriksen et al., 1999). La transmision del VDVB al feto durante este periodo
de la gestacién puede provocar abortos, reabsorcion o muerte perinatal. Los animales que
sobreviven a la infeccion con una cepa NCP pueden desarrollar inmunotolerancia mas tarde en el
desarrollo y subsecuentemente nacer como terneros persistentemente infectados (PI) (Brock et al,
2005). Los terneros PI pueden sobrevivir, parecer normales o desmejorados, padecer
enfermedades respiratorias y digestivas, o desarrollar la enfermedad de las mucosas (EM) que
generalmente es mortal (Done et al, 1980; Roeder et al, 1986; Radostits y Littlejohns, 1988).
Estos animales no presentan anticuerpos para el virus que les provocd esta condicion y son la
principal fuente de diseminacion del virus debido a que eliminan varios billones de particulas virales

diariamente (Carr y Carman, 2005). Los animales PI pueden permanecer clinicamente normales
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durante afos y reproducirse exitosamente, pero su progenie invariablemente sera también de
animales PI (Binkhorst et a/., 1983; Radostits y Littlejohns, 1988).

Una infeccion mas tardia, entre los 125-175 dias de gestacion, durante el desarrollo fetal y
la organogénesis puede resultar en numerosos tipos de anormalidades congénitas, siendo las mas
frecuentes aquellas que involucran al sistema nervioso central como hipoplasia cerebelar (Kahrs et
al., 1970; Scott et al, 1973), microencefalia, hidrocéfalo, hidranencefalia (Badman et a/., 1981),
porencefalia (Hewicker-Trautwein y Trautwein, 1994) e hipomielizacién (Binkhorst et a/, 1983).
Otros defectos congénitos que se describen incluyen a la osteocondrosis (Espinasse et al., 1986),
neuritis éptica (Bielefeldt-Ohmann, 1984), degeneracion de la retina (Scott et a/, 1973), hipoplasia
del timo (Done et al, 1980), hipotricosis/alopecia (Kendrick, 1971; Baker, 1987), pelaje rizado
(Larsson et al., 1991), osteogénesis imperfecta (Constable et a/., 1993), microoftalmia (Kahrs et al.,
1970; Scottt et al, 1973; Brown et al., 1975), cataratas (Bielefeldt-Ohmann, 1984; Wohrmann et
al, 1992), braquignatismo (Scott et al, 1972) y retardo en el crecimiento (Done et a/, 1980;
Baker, 1987; Constable et al, 1993). Ademas, se observan signos clinicos tales como ataxia,
tremores, incoordinaciéon de movimientos, inhabilidad para mamar y ceguera (Baker, 1987).

Los fetos infectados durante el ultimo periodo de la gestacion (175 dias a término)
generalmente son capaces de montar una adecuada respuesta inmune y eliminar el virus (Brock et
al., 2005), esto gracias a que el feto gana inmunocompetencia al VDVB alrededor de los 180 dias
de gestacion (Brown et a/, 1979). Los terneros se encuentran usualmente normales al nacimiento y
presentan anticuerpos neutralizantes anti-VDVB previos a la ingesta de calostro (Casaro et al.,
1971; Kendrick, 1971; Braun et al, 1973; Orban et al, 1983). Sin embargo, los terneros
congénitamente infectados con el VDVB podrian tener un mayor riesgo de presentar un evento de
salud postnatal serio. Se ha demostrado que las infecciones congénitas durante el Gltimo trimestre
de gestacién pueden afectar negativamente la “performance” neonatal y la supervivencia (Mufioz-
Zanzi et al., 2003).

La transmision del VDVB también se puede producir en forma horizontal debido a la

administracion parenteral de productos bioldgicos infectados, picaduras de insectos y empleo de
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agujas hipodérmicas contaminadas, asi como también por la inseminacion e implantacion de
embriones procedentes de animales infectados (Radostits y Littlejohns, 1988).

Cuando los animales que mantienen una infeccion persistente con una cepa de biotipo NCP
(infectados intrauterinamente antes de los 125 dias de gestacidn) se sobreinfectan con una cepa CP
del mismo virus desarrollan la enfermedad de las mucosas (EM) (Brownlie et a/., 1984; Bolin et al,
1985b); por ello, en esta presentacion pueden ser aislados ambos biotipos del VDVB (McClurkin et
al., 1985). Este “par” de virus CP y NCP estan antigénicamente muy relacionados, a diferencia de lo
que ocurre entre los aislados de campo del virus que presentan una gran diversidad antigénica.
Esta observacion avalaria la hipdtesis de que durante la patogénesis de la EM el virus CP se
produciria a partir del NCP a través de algun tipo de mutacion (Lindenbach et a/., 2007).

La EM es de presentacion esporadica, ocurre generalmente entre los 6 y 24 meses de edad
y es invariablemente mortal (Brownlie, 1985; Baker, 1987). Los signos clinicos incluyen: anorexia,
depresion, pirexia (40-41° C), letargia, diarrea profusa (acuosa, mucosa o sanguinolenta),
hipersalivacion, descarga nasal mucopurulenta, deshidratacion, taquicardia y taquipnea. La muerte
puede presentarse de forma tan subita que puede ser el primer signo clinico observado, sin
embargo generalmente ocurre 1 a 3 semanas luego de la aparicion de los signos clinicos (Brownlie,
1985; Duffell y Harkness, 1985). También es posible observar edema corneal, lagrimeo y cojeras
causadas por laminitis, coronitis o lesiones erosivas del espacio interdigital que cominmente
involucran a las cuatro extremidades (Radostits y Littlejohns, 1988). La lesién mas prominente es la
ulceracion extensiva del tracto alimentario (Brownlie, 1985; Duffell y Harkness, 1985; Baker, 1987;
Radostits y Littlejohns, 1988). Patoldgicamente, las lesiones bdsicas corresponden a multiples
erosiones y lesiones inflamatorias del tracto gastrointestinal con deplecion del tejido linfoide de las
placas de Peyer. La extensidn, naturaleza y distribucién de las erosiones varian de caso a caso y se
ven modificadas por la accion de patdgenos secundarios (Duffell y Harkness, 1985). Algunos
animales sufren la enfermedad por un periodo prolongado, una condicién que se denomina “EM
cronica” (Thiel et al, 1996). Estos animales presentan diarrea intermitente, anorexia, emaciacion

progresiva, deformaciones del casco y erosiones cronicas en la cavidad oral y piel; algunos
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animales sobreviven por algunas semanas o meses, tiempo en el cual se presentan desmejorados y
finalmente mueren por inanicién cronica (Radostits y Littlejohns, 1988). Esta presentacién cronica
de la EM se desarrolla cuando un animal virémico es superinfectado con un VDVB CP que comparte
una homologia antigénica sélo parcial con la cepa “enddgena” NCP del VDVB, esta homologia
parcial le permitiria al virus superinfectante tomar ventaja de la inmunotolerancia del hospedero y
sobrevivir por periodos prolongados, tiempo en el cual desarrolla su potencial patégeno (Brownlie,

1991; Moennig et al., 1993).

Infeccion en camélidos sudamericanos (CSA)

Hasta hace un tiempo se consideraba que los CSA eran resistentes a desarrollar una
enfermedad a causa de la infeccion con pestivirus, esto debido a la baja seroprevalencia e
infrecuente aislamiento del virus en estos animales, lo que podria deberse al escaso contacto que
tienen con animales infectados, a una resistencia a la infeccion o a una ineficiente transmision del
virus (Mattson, 1994). Este razonamiento también quedaba avalado por los resultados obtenidos en
un estudio realizado por Wentz et a/.,, (2003), quienes infectaron experimentalmente con el VDVB a
llamas prenadas las que no generaron crias PI. No obstante, Belknap et a/., (2000) sefialan que la
participacion del virus debiese ser considerada en casos de abortos, diarrea, atraso en el desarrollo,
pérdida de peso, y como una posible causa de muerte en camélidos jovenes y adultos. Asimismo,
Evermann (2006) observd que CSA infectados con VDVB sufren desde enfermedad respiratoria y
digestiva hasta desgaste cronico e infecciones uterinas con aborto y produccion de crias PI.

Los datos de la infeccién de CSA con pestivirus son de magnitud variable. La mayoria de las
pesquisas serologicas realizadas en diferentes areas geograficas de América del Norte y Europa
sefialan valores que fluctian desde 0% a 13% de seropositividad (Haines et al, 1992; Picton,
1993; Mattson, 1994; Wentz et a/., 2003; Danuser et a/., 2009; Topliff et al, 2009), pero también
se han detectado valores de un 22% en un rebafio de llamas de Canada (Schwantje y Stephen,
2003) y de un 25% en rebafios de alpacas de Estados Unidos (Topliff et a/, 2009); ademas,

Evermann (2006) sostiene que existen rebafos con seropositividad de hasta un 53%. En
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Sudamérica, en Per(, Rivera et a/., (1987) informan de una seroprevalencia de un 11% en alpacas
gue pastaban en conjunto con ovinos y bovinos; situacion similar a la observada posteriormente en
el afio 2002 en ese mismo pais, cuando Alvarez et al., (2002) reportan un 11,5% de seropositividad
del VDVB en alpacas que se encontraban bajo un sistema de crianza mixto en contacto con ganado
ovino y bovino. En Argentina, en un rebafio de 390 llamas que cohabitaban con ovinos y bovinos se
determind una seropositividad cercana al 2% (Puntel et a/., 1999; Parrefno 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 Regidon Metropolitana en contacto con ganado doméstico (Celeddn et al., 2001). Sin
embargo, no se pesquisaron animales con anticuerpos para el VDVB en 48 guanacos procedentes
de la Region de Coquimbo y de la Region de Magallanes y de la Antartica Chilena, ni en 34 vicufias,
136 alpacas y 30 llamas de la Region de Arica y Parinacota (Celeddn et al., 2001; Fuentes, 2007).

El primer aislamiento del VDVB desde CSA se reporta en el afio 2000 en Estados Unidos y
fue obtenido de muestras de tejido de una llama que sufrid una muerte repentina y que al examen
histoldgico evidencié deplecion linfoide y atrofia del timo (Belknap et a/., 2000). Posteriormente, en
el mismo pais en el afio 2002 se obtiene el VDVB desde una cria mortinata de un rebafo de alpacas
(Goyal et al., 2002).

En Chile, en el afio 2001, de un rebaio de 200 alpacas y llamas de la Regién Metropolitana
con un historial de abortos y muerte posterior a la presentacion de signos respiratorios y/o
digestivos (Miranda, 2000) se pudo aislar e identificar el VDVB, a la vez que se detectaron varias
alpacas PI en el rebafio (Arce, 2001). Posteriormente, en el afio 2006 se obtuvieron aislados virales
de 10 alpacas y 8 llamas pertenecientes a 4 rebafios de la Region Metropolitana en los que se
sospechaba la presencia de la enfermedad, y los virus aislados fueron identificados como VDVB-1
(6 alpacas) y VDVB- 2 (4 alpacas y 8 llamas) (Celedon et al., 2006).

Foster et al, (2007) realizan el aislamiento del VDVB desde tres alpacas del Reino Unido
que presentaban un historial de debilidad crénica y diarrea. Por otra parte, durante un periodo

comprendido entre los afios 2004 y 2007 se llevd a cabo un muestreo en una poblacion de mas de
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12.000 alpacas en Estados Unidos y Canada, logrando obtener un total de 46 aislados de VDVB
(Kim et al., 2009).

En Canada, Carman et al., (2005) realizan el aislamiento del virus desde dos crias de
alpaca, una que fue abortada y otra que resulté ser PI y que presentd bajo peso al nacimiento,
anorexia, letargia leve, diarrea cronica, episodios de lagrimeo, una prominente hernia umbilical, y la
fibra quebradiza y menos densa que lo normal para su edad con una mayor cantidad de fibras tipo
pelo de foliculos primarios. Al examen microscopico, se observd necrosis ocasional de células
ganglionares de la retina y en algunas zonas del cerebro fue posible distinguir focos que contenian
cumulos de detritus celular que podrian ser indicativos de lisis de neuronas o microglia; ademas, se
pudo identificar por inmunohistoquimica la presencia del antigeno del VDVB en estémago, rifiones,
glandula tiroides, epitelio bucal y piel.

Varios autores coinciden en sefialar que la forma crénica de la enfermedad es la mas
frecuente, con signos clinicos como desmedro cronico, baja ganancia de peso, diarrea cronica,
inflamacién en articulaciones, episodios de descarga nasal y neumonia sin respuesta al tratamiento
con antibidticos (Goyal et al, 2002; Wentz et a/., 2003; Carman et al, 2005; Mattson et al., 2006;
Foster et al., 2007; Van Amstel y Kennedy, 2010). Los signos pueden presentarse a los pocos
meses de vida y generalmente resultan en eutanasia o la muerte del animal a una edad temprana
(Van Amstel y Kennedy, 2010). Los hallazgos macroscopicos observados post-mortem
corresponden a emaciacién, cdérneas opacas, congestion y edema pulmonar, neumonia,
linfadenopatia mesentérica, liquido en cavidades corporales, contenido intestinal acuoso y lineas de
fibrina en el saco pericardico (Belknap et a/., 2000; Mattson et a/., 2006; Foster et al., 2007).

Con todos estos antecedentes sobre la infeccion del VDVB en camélidos sudamericanos,
fundamentalmente llamas y alpacas, queda demostrado que son especies susceptibles de infectarse
con pestivirus y sufrir enfermedades importantes; siendo la mayor posibilidad de contagio el
contacto con ganado bovino y ovino infectado (Evermann, 2006).

El andlisis gendmico de diferentes aislados de VDVB obtenidos de alpacas y llamas,

ubicados mayoritariamente en Estados Unidos, ha permitido establecer que el VDVB-1 NCP es el
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principal implicado en las infecciones de estas especies (Van Amstel y Kennedy, 2010). En cuanto a
los subgrupos involucrados, se describen infecciones con VDVB-1a (Wentz et a/., 2003), VDVB-1b
(Goyal et al.,, 2002; Wentz et al,, 2003; Carman et al., 2005; Foster et al,, 2007; Kim et al., 2009) y
VDVB-2a (Wentz et a/., 2003). En Sudamérica y particularmente en Chile, mediante el analisis de la
region codificante del gen de la proteina E2 del VDVB de 24 aislados provenientes de alpacas y
llamas ubicadas en diferentes rebafios de la Region Metropolitana, fue posible identificar 5 aislados
de alpacas como VDVB-1b, 5 de alpacas y 11 de llamas como VDVB-1e, y 1 aislado de alpaca y 2

de llamas como VDVB-2a (Beamin, 2009).

Control de la enfermedad

En razon a las altas pérdidas econdmicas que ocasiona el VDVB en bovinos, paises
escandinavos como Suecia, Dinamarca y Noruega han controlado y erradicado el VDVB del ganado
de sus territorios (Stahl et al, 2005; Uttenthal et a/, 2005; Valle et al, 2005), lo que ha
incentivado a otros paises de Europa a desarrollar programas de control de la enfermedad (Greiser-
Wilke et a/., 2003; Sandvik, 2004; Houe et al., 2006). Sin embargo, el esquema empleado con éxito
en los programas de control de paises escandinavos solo seria aplicable a aquellas regiones que
poseen una baja densidad del ganado y donde la vacunaciéon no esta permitida (Goyal, 2005; Houe
et al., 2006). Por lo tanto, los programas de control del VDVB deberian adaptarse a la situacion
propia de cada pais o regiéon y, en general, cumplir con las siguientes consideraciones: proveer
bioseguridad apuntando al desarrollo de practicas de manejo que prevengan la introduccion del
VDVB al rebafio (controlar el movimiento de animales y el contacto con posibles reservorios del
virus tanto domésticos como silvestres), vigilancia (para detectar y remover animales PI) y
vacunacion (en los paises que esta permitida) (Fulton, 2005; Ridpath, 2010).

Los programas de vacunacién tienen como objetivos evitar o disminuir la presentacion de la
enfermedad y prevenir la infeccién del feto a través de la vacunacién de las hembras antes de la
prefez, siendo éste Ultimo el objetivo mas importante ya que la infeccidon del feto puede ocasionar

pérdidas embrionarias, abortos, malformaciones congénitas o la produccion de animales PI,
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principales diseminadores del virus en el rebafio (Fulton, 2005; Ridpath, 2010). A pesar de existir
un gran numero de vacunas disponibles en el mercado, ya sean simples o combinadas, modificadas
o inactivadas, la mayoria contienen solo un subgrupo de cada genotipo del VDVB. Las vacunas mas
comunmente empleadas contienen sélo un subgrupo del genotipo 1 del VDVB, el subgrupo 1a
(Vacunas: BoviShield 4, Pyramid 4, Reliant 4, Jencine 4, Herd Vac 3, Elite 4, Respishield 4,
CattleMaster 4). Otras, ademas de contar con una cepa del VDVB-1a incorporan una del genotipo 2
subgrupo a (VDVB-2a) (Vacunas: Express 5, Frontier 4 Plus, Titanium 5, Horizon 4 Plus, Master
Guard 5, Triangle 4 + type II, ViralShield 5, Vista 3 SQ). So6lo una vacuna ademas de contener
VDVB-1a también incorpora VDVB-1b (Vacuna Surround 4) (Fulton et a/, 2003a; Fulton, 2005). Al
respecto, la informacion existente da cuenta de que la distribucion gendmica expresada en
genotipos y subgrupos, y variantes dentro de un subgrupo, se correlaciona con diferencias
antigénicas, significando esto que las vacunas protegerian en menor grado ante infecciones con
VDVB de subgrupos y variantes diferentes a los aportados por la vacuna (Fulton et a/, 2003a;
Fulton, 2005). Sin embargo, se tienen resultados de experiencias que resultan contradictorios, asi
por ejemplo, ha sido posible aislar VDVB-1a, VDVB-1b y VDVB-2 desde animales que fueron
vacunados con cepas de VDVB-1a semanas o meses antes de la obtencion de los aislados virales
(Van Campen et al, 2000; Fulton et al, 2003a; Fulton, 2005). Por otra parte, en forma
experimental en Estados Unidos se aplicd a un grupo de alpacas una vacuna modificada comercial
de uso en bovinos que contiene VDVB-1a (cepa Singer) y VDVB-2a (cepa 125C), lograndose
seroconversion y resistencia al desafio con un aislado de VDVB-1b obtenido de alpacas (Byers et
al, 2010).

En Chile se encuentra autorizada la aplicacion de vacunas contra el VDVB, las que son
utilizadas por los productores principalmente para controlar las pérdidas reproductivas en el ganado
bovino. Estan disponibles en el mercado cinco vacunas contra el VDVB autorizadas por el Servicio
Agricola Ganadero (SAG), todas multivalentes y con VDVB inactivado, y son las siguientes: las
vacunas “CattleMaster 4” (Pfizer®) y “CattleMaster 4 + L5” (Pfizer®) que contienen una cepa CP

(5960) y una NCP (6309) del VDVB-1a, la vacuna “CattleMaster GOLD FP5” (Pfizer®) que también
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presenta la cepa CP 5960 del VDVB-1a ademas de una NCP (53637) del VDVB-2, y las vacunas
“Triangle 4 + BVD tipo II” (Bayer®) y “Triangle 9 + BVD tipo II"” (Bayer®) que estan elaboradas
con 2 cepas CP, una del VDVB-1a (Singer) y otra del VDVB-2a (5912) (SAG, 2011).

Ante el conocimiento de que en Chile estan presentes los genotipos VDVB-1a en bovinos y
VDVB-1b, VDVB-1e y VDVB-2a tanto en bovinos como en CSA (Pizarro-Lucero et al., 2006; Beamin,
2009; Donoso, 2009); y en la eventualidad que se pretenda desarrollar y aplicar vacunas para el
control de las pérdidas ocasionadas por el VDVB en los CSA, surge la necesidad de conocer si
aislados del VDVB obtenidos de camélidos comparten similitud antigénica entre ellos, con aislados
de bovinos y con cepas de referencia empleadas en la elaboracion de vacunas. Al respecto, se
describe que los ensayos seroldgicos, en particular las pruebas de seroneutralizacion cruzada, han
sido ampliamente utilizados para demostrar la presencia de similitudes o diferencias antigénicas
entre diferentes especies y genotipos de pestivirus (Howard et al, 1987; Pellerin et al., 1994;
Dekker et al., 1995; Paton et al., 1995; Botton et a/, 1998; Avalos-Ramirez et al, 2001; Bachofen
et al., 2008; Behera et al., 2011). El coeficiente de similitud antigénica (R) resulta ser de especial
utilidad en la caracterizacion de relaciones antigénicas debido a que permite determinar si existen
diferencias antigénicas significativas entre un par de virus, las que se encuentran indicadas por
valores de R< a 25 que representan diferencias en mas de cuatro diluciones entre las reacciones

reciprocas de los virus con sus antisueros homologos y heterdlogos (Archetti y Horsfall, 1950).
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III1.- HIPOTESIS

Aislados nacionales del virus de la diarrea viral bovina (VDVB) obtenidos a partir de
camélidos sudamericanos domésticos (alpacas y llamas) presentan diferencias antigénicas
significativas entre si, y con VDVB obtenidos de bovinos y cepas de referencia del VDVB

frecuentemente empleadas en la elaboracién de vacunas y en pruebas diagndsticas.

IV.- OBJETIVO GENERAL

Comparar antigénicamente aislados del VDVB obtenidos de camélidos sudamericanos

domésticos (CSD) con aislados de VDVB obtenidos de bovinos y con cepas de referencia del VDVB.

V.- OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar mediante pruebas de seroneutralizacion cruzada si existen diferencias

antigénicas significativas entre diferentes genotipos y subgrupos del VDVB aislados de CSD, con

relacion a los diferentes subgrupos de aislados nacionales de bovinos y a un subgrupo de las cepas

virales corrientemente empleadas en la fabricacion de vacunas comerciales.
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VI.- MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo fue parte del proyecto FONDECYT N°1080130 “Analisis gendmico,
antigénico y de virulencia de pestivirus obtenidos de rumiantes domésticos”. El estudio se realizé en
el Laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de

Chile.

Muestras

Para la ejecucion de esta memoria se emplearon aislados virales de campo del VDVB que
provenian de muestras recolectadas de CSD y bovinos de la Zona Central de Chile entre los afios
1993 y 2007, e involucraban a animales procedentes de rebafios sanos y de rebafios con
antecedentes de signos clinicos atribuibles a la enfermedad (abortos, nacimiento de crias muertas,
y muerte en adultos). Los pestivirus de CSD fueron obtenidos de dos rebafos de alpacas y cuatro
de llamas, ubicados en distintas localidades de la Regién Metropolitana (FONDECYT 1981193), e
identificados como virus de la diarrea viral bovina genotipo 1 subgrupo b (VDVB-1b) y subgrupo e
(VDVB-1e), y genotipo 2 subgrupo a (VDVB-2a) (Beamin, 2009) (Cuadro N© 1). Los aislados de
bovinos provenian de dos rebafios de la Regién Metropolitana y uno de la Region del Libertador
General Bernardo O'Higgins (Proyecto FONDECYT 1961183) y fueron identificados como VDVB-1b y
VDVB-1e (Cuadro NO° 2). Los aislados virales utilizados en este estudio se seleccionaron en base a
su diversidad genética, eligiendo a aquellos que se ubicaban mas distantes entre si en el arbol
filogenético (Beamin, 2009) (Anexo 1) y, como minimo, a un aislado de cada subgrupo. Ademas, se
incluyeron las cepas de referencia NADL (ATCC VR-1422™, American Type Culture Collection
—ATCC—, Rockville, Maryland, USA), Singer (140-BDV, National Veterinary Services Laboratories
—NVSL—, Ames, Iowa, USA) y Oregon (NVSL 144-BDV), que corresponden a VDVB genotipo 1
subgrupo a (VDVB-1a) y que son las cepas virales citopatogénicas empleadas en la fabricacién de

casi la totalidad de las vacunas disponibles en el mercado. Tanto las cepas de referencia como los
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aislados de pestivirus de camélidos y bovinos se mantuvieron conservados a -80°C en el

Laboratorio de Virologia de la facultad.

Cuadro N° 1.

Identificacion y procedencia de aislados del virus diarrea viral bovina (VDVB)

obtenidos de camélidos sudamericanos domésticos (alpacas y llamas) de la Regiéon Metropolitana

(1998-2002)

Lugar de

Identificacion Especie procedencia aisﬁ:;ideilto Sexo | Edad Genotipo | Identificacion A:Itiﬁio::seggs
del animal p (Localidad, del vi del virus | del rebaio ~
A el virus rebano
Provincia)
La Pintana, 8 )
A2 Alpaca Santiago 1998 Hembra afos le Sin
La Pint -4 A antecedentes
A27 Alpaca | -2 'mana, 1998  |Hembra| _% 2a clinicos.
Santiago afos
A290 | Alpaca | . colina 1998 | Hembra| _3 1e Antecedentes
Chacabuco ahos de enfermedad
Colina, >10 respiratoria y
A390 Alpaca Chacabuco 1998 Hembra afios 1b ; d;ggigsa'
A474% Alpaca Colina, 1998 Hembra | 4 1b mortinatos, y
Chacabuco ahos muertes de
Coling, , adultos en el
A502 Alpaca | = huco 1998 Macho | Cria le rebafio.
. Sin
LL626 Llama "2 P'?.ta”a' 1999 2a C antecedentes
antiago clinicos.
Maipd, 4
LL794 Llama Santiago 1999 Hembra afos 2a Antecedentes
Maiot 2 D de aborto en el
LL827 Llama aipy, 1999 | Hembra| _. le rebafio.
Santiago anos
Antecedentes
La Pintana, de muerte
LL1087 Llama Santiago 2000 Macho - le E siibita en el
rebafo.
Antecedentes
de partos
La Pintana, prematuros y
LL1723 Llama Santiago 2002 Macho | adulto le F muerte stbita

en el rebafio.
Xk

*Qbtenido de una hembra después de 6 a 8 meses de haber abortado con una gestacion de 7 meses.

**Se observan animales con hemorragias intestinales en el rebafio.
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Cuadro N° 2. Identificacion y procedencia de aislados del virus diarrea viral bovina (VDVB)
obtenidos de bovinos de la Regidn Metropolitana y de la Region del Libertador General

Bernardo O'Higgins (1993-2007)

Lugar de ) Identifi-
e o procedencia Ao del . . . Antecedentes
Identificacion . . . . Genotipo | cacion P
d : Especie | (Localidad, | aislamiento| Sexo Edad . clinicos del
el animal P . del virus del N
Provincia, del virus rebaiio animal
Region)
Maria Pinto,
CHI13 | Bovino | Mcipilla, 1995 | Hembra | 4afios |  1b G Animal PL*
Region
Metropolitana
Rancagua,
Cachapoal,
Regidn del Aborto de un
CH511 Bovino Libertador 1993 Hembra | vaquilla le H feto a los 8
General meses.**
Bernardo
O'Higgins
Mallarauco, Sin
CH1025 | Bovino Mrf;'ﬂg's' 2007 1b I antecedentes
glo clinicos.
Metropolitana

*Vaca de un parto, sin abortos.

**Antecedentes de mortinatos y abortos en el rebafio.

Preparacion del “stock” de virus

Para la recuperacion de los virus, éstos fueron inoculados en monocapas de 25 cm
cuadrados de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney, ATCC CCL 22) de 24 horas de
crecimiento, cultivadas en MEM (Medio Esencial Minimo con sales Earle, L-Glutamina y aminoacidos
no esenciales Cat. N© 41500-067 (GIBCO™ Invitrogen), suplementado con buffer HEPES, 5,95 gr/I
Cat. NO 11344-041 (GIBCO™ Invitrogen); estreptomicina, 100upg/ml, penicilina, 100 UIL/ml
(Combiético®); anfotericina B, 2.5 pg/ml (Fungizona®); piruvato de sodio, 1mM, Cat. N© 11360-070
(GIBCO™ Invitrogen); y bicarbonato de sodio, 1,5 gr/l) suplementado con suero equino (8%)
proveniente del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP). Se realizaron tres a cinco pasajes hasta la
obtencién de una cantidad de virus mayor o igual a 100.000 dosis infectante en cultivo de tejidos
(DICTsp) por ml. Para detectar la presencia de antigenos virales de los virus no citopaticos (NCP) se

efectud la prueba de inmunoperoxidasa indirecta (IPI). Los virus recuperados fueron sembrados en
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monocapas de mayor superficie a fin de obtener un “stock” viral de 60 ml, que posteriormente fue

dispensado en alicuotas de 1ml y conservado a -80°C (Anexo 2).

Titulacion del virus

Para la titulacién viral se emplearon placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano
(Nunclon D Cat. N° 167008, Thermo Fisher Scientific) sembradas con 10 mil células de la linea
celular MDBK por pocillo, con un tiempo de crecimiento no mayor a 24 horas. Se sembraron
diluciones virales en base 10 desde 1:10 a 1:1millén en MEM en un volumen de 50ul, empleando 4
pocillos por dilucion. Después de incubar por 60 minutos a 37°C y 5% CO2, a cada pocillo se le
adicionaron 50ul de medio de cultivo de mantencién (MEM suplementado con un 2% de suero
equino), incubandose por 72 horas a 37°C y 5% de CO2. En las cepas citopaticas (NADL, Singer y
Oregon) la presencia del virus fue determinada mediante la observacion de efecto citopatico en el
cultivo celular. En el caso de los aislados no citopaticos, el medio de cultivo fue retirado y las
células fijadas a la microplaca con acetona al 20% en buffer fosfato salino (PBS) 0,01M pH 7,6,
para posteriormente detectar la presencia de antigenos virales por prueba de IPI.

El titulo viral, expresado en DICTs, por ml, correspondié a la dilucion del virus que presentd
antigenos virales en el 50% de los pocillos inoculados, lo que fue calculado por el método de Reed

y Muench (1938).

Prueba de inmunoperoxidasa indirecta (IPI)

Las células, después de fijadas, se hidrataron con una solucién “buffer” de lavado (0,9 ml
Tween 80 25%/400 ml PBS 0,01M pH 7,6) en un volumen de 50ul por cada pocillo, luego el
sobrenadante fue retirado y se afadieron 50ul de una mezcla de 4 anticuerpos monoclonales para
pestivirus (WB112, WB166, WB103 y WB214) obtenidos del Central Veterinary Laboratory Agency
(CVL) (Weybridge, UK) (IPEX-BVD staining kit Cat. N© PA 0258). Después de incubar durante 60
minutos a temperatura ambiente, la mezcla fue descartada y las células lavadas con PBS 0,01M pH

7,6. Posteriormente, se adicionaron 50ul de suero de cabra anti-inmunoglobulina de ratén
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conjugado con peroxidasa de rabano picante (Goat anti-mouse IgG-HRP, Invitrogen Molecular
Probes, Cat. N°© D22185), que después de 60 minutos de incubaciéon fue retirado y las células
lavadas nuevamente. A continuacién, se agregaron 50ul de un sustrato para la enzima, que
consiste en diaminobencidina (3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate, Cat. N© D5637-
5G, Sigma-Aldrich®) en presencia de un dador de oxigeno (perborato de sodio tetrahidratado)
(Sodium perborate tetrahydrate Cat. N° 71840, Fluka, Sigma-Aldrich®); cuya mezcla
(Diaminobencidina 0,6 mg/ml y Perborato de sodio tetrahidratado 0,4 mg/ml en PBS 0,01M pH
7,6), al tomar contacto con la enzima, produce un precipitado coloreado insoluble que permite

visualizar a las células infectadas con el antigeno viral.

Elaboracion de sueros hiperinmunes

Para la obtencion de sueros anti VDVB de las cepas de referencia (NADL, Singer y Oregon)
y aislados del VDVB obtenidos de bovinos, alpacas y llamas se emplearon conejos adultos (>2kgs)
de raza Neozelandés, no consanguineos, obtenidos del Bioterio del Instituto de Salud Publica
(Ministerio de Salud), los cuales fueron mantenidos en la Unidad de Animales de Experimentacion
del Departamento de Medicina Preventiva Animal (Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile) y criados de acuerdo a las condiciones sefialadas por Romero y Fuenzalida,
(1983) (Anexo 3).

El proceso de inmunizacion consistid en suministrar a cada conejo un estimulo antigénico
con un determinado virus de los 17 empleados en este estudio (14 aislados y 3 cepas), inoculando
2 millones de DICTs, contenidas en 1 ml en la vena marginal de la oreja en los dias 1, 3, 5, 7 y 9.
Al dia 40 se re-inocularon con 1 ml del mismo virus por la misma via, y al cabo de 15 dias se tomd
una muestra de sangre (bajo sedacion) y se midié el nivel de anticuerpos neutralizantes frente a
100 DICTs, del virus que indujo su produccion (homdlogo). En caso de que el nivel de anticuerpos
logrado no fuera suficiente, se repitié el proceso a los 30 dias inoculando por la misma via la misma
dosis de virus. Para la obtencion del suero, los animales fueron sangrados a blanco bajo anestesia y

posteriormente sacrificados por sobredosis de ésta.
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Titulacidon de anticuerpos neutralizantes

Para la titulacion de anticuerpos de los sueros anti VDVB se realizaron diluciones al doble
en MEM del suero previamente inactivado (56° C por 30 min) y diluido (1:5), desde 1:10 a 1:640
en volumen de 50ul, empleando 4 pocillos por cada dilucidn; y se enfrentaron en igual volumen a
una suspension del virus homologo que contiene 200 DICTs,. Posterior a una incubacion a 37°C por
60 minutos, la mezcla suero-virus se sembrd sobre monocapas de células MDBK de 24 horas de
crecimiento. Después de una segunda incubacién de 60 minutos a 37°C, se le adicionaron 100ul de
medio de cultivo de mantencion. A continuacion, la placa fue incubada a 37° C por 72 horas,
tiempo en el cual se retird el medio de cultivo y las células fueron fijadas con acetona al 20% en
PBS 0,01M pH 7,6, para posteriormente detectar la presencia de antigenos virales mediante la
prueba de IPI. En el caso de las cepas de referencia citopatogénicas (NADL, Singer y Oregon) no
se retird el medio de cultivo y la presencia del virus fue evidenciada directamente por la
observacion microscopica del efecto citopatico.

El titulo neutralizante del suero, que corresponde al valor reciproco de la dilucién de suero
que protege al 50% de los pocillos con células expuestos a la accion de 100 DICTs, fue calculado

por el método de Reed y Muench (1938) y expresado como dosis protectiva 50% (DPsy).

Determinacion de diferencias antigénicas

A fin de establecer la variabilidad antigénica existente entre los aislados de alpacas y llamas
con los aislados de bovinos y las cepas de referencia (NADL, Singer y Oregon), se efectuaron
pruebas de seroneutralizacion cruzada haciendo reaccionar 100 DICTs, de cada aislado y cepa viral
con su respectivo suero homdlogo y con cada uno de los sueros heterdlogos. La prueba de
seroneutralizacion se realizo de igual manera a la antes descrita para la titulacion de anticuerpos,
pero las diluciones de suero abarcaron un rango desde 1:2 hasta 2480. Cada una de las pruebas se
repitid un minimo de 3 veces. Con los titulos DPs, se obtuvo la media geométrica (MG) para cada

reaccion virus/suero anti homologo y virus/suero anti heterdlogo.
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Para establecer si existian diferencias antigénicas significativas entre los distintos aislados
virales se calculd el coeficiente de similitud antigénica (R) entre los promedios de cada par de

aislados (Archetti y Horsfall, 1950), empleando la siguiente formula:

R = 100 x Jtitulu del aizlado A con antisuero B x titulo del aislado B con antisuero A

titulo del aislado A con antisuero A x titulo del aislado B con antisuero B

Valores de R<25 representan diferencias mayores de 4 veces entre los titulos con sueros
homdlogos y heterdlogos, e indican la existencia de diferencias antigénicas significativas. Valores

mayores a 25 dan cuenta de similitud antigénica (Hubalek, 1982).
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VII.- RESULTADOS

En esta memoria se busco establecer hasta qué punto aislados de VDVB-1b, VDVB-1e y
VDVB-2a obtenidos de alpacas y llamas manifiestan diferencias a nivel antigénico con cepas de
referencia (VDVB-1a) y con aislados de VDVB-1b y VDVB-1e obtenidos de bovinos. Con este fin, se
realizaron pruebas de seroneutralizacion cruzada empleando antisueros (elaborados mediante
inmunizaciones de conejos) en reacciones de seroneutralizaciéon homologas y heterdlogas frente los
distintos aislados y cepas del VDVB incluidos en este estudio: tres cepas de referencia del VDVB-1a
(NADL, Singer, Oregon); dos aislados de bovinos (CH113 y CH1025) y dos aislados de alpacas
(A390 y A474) del VDVB-1b; un aislado de bovino (CH511), tres aislados de alpacas (A2, A290 y
A502) y tres aislados de llamas (LL827, LL1087 y LL1723) del VDVB-1le; y un aislado de alpaca
(A27) y dos de llamas (LL626 y LL794) del VDVB-2a (Cuadro N° 1 y Cuadro N° 2).

Los sueros anti-VDVB elaborados en conejos, en reaccion de neutralizacion con su virus
homologo dieron valores de titulos seroneutralizantes que fluctuaron de 80 DPs; (aislado LL626) a
960 DPs, (aislado A502). Estos valores, en la mayoria de las reacciones de suero-virus homologos
fueron mas altos que las reacciones entre suero y virus heterdlogos (Cuadro NO 3).

En las reacciones en que se incluyeron pares de suero-virus pertenecientes a un mismo
subgrupo gendmico, todos los sueros fueron capaces de neutralizar a cada uno de los virus de su
subgrupo, pero los titulos DPs, fueron variados. Del total de las reacciones heterélogas dentro de
un mismo subgrupo (66) hubo 9 que mantuvieron los titulos de las respectivas reacciones
homologas; 35 que presentaron diferencias de menos de una dilucién; 11 que se diferenciaron en 1
dilucion; 7 con diferencias de 2 diluciones; 3 con diferencias de 3 diluciones, y una sola reaccion en
que hubo una diferencia mayor a 4 diluciones, que corresponde a la reaccion del suero anti aislado
A474 con un aislado heterélogo (CH1025) del mismo subgrupo (1b) y cuyo titulo fue 44 DPsy,
mientras que en la reaccion homodloga el titulo fue 860 DPsy (Cuadro N° 3 y Cuadro NO 4).

En las reacciones de neutralizacién que involucraron pares suero-virus pertenecientes a

diferentes subgrupos genomicos, los titulos de neutralizacion fueron menores a los que se
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presentaron en reacciones de antisueros con virus de su mismo subgrupo gendmico, llegando

incluso a valores menores a dos DPsg, lo que significa que en estos casos no hubo neutralizacion

del virus por parte del suero. Esta situacion se presentd mayoritariamente en las reacciones que

incluian sueros elaborados con virus del genotipo 1 (subgrupos 1a, 1b y 1e) enfrentados a virus del

genotipo 2 (subgrupo 2a) (Cuadro N° 3).

Cuadro N° 3. Titulos de anticuerpos neutralizantes en reaccion de seroneutralizacion cruzada

entre cepas y aislados del virus diarrea viral bovina (VDVB)

Genotipo 1 Genotipo 2
Subgrupo 1a Subgrupo 1b Subgrupo 1le Subgrupo 2a
g Aislados é) é} é’ la . |
2 slslol2|&lal2l2lzl8lE8lE|E|ElR|EIE
9 z|le|Q|lE|lo|le|N|u|lv|lvw|lo|8leg|IN|IN |23
3 | Sueros 5|18 (&« | Rl il I eININ I8 T o | &
anti U =
aNADL 660% | 512* | 400 | 125 [ 190 | 50 | 140 71 | 59 | 46 | 35 | 110 | 46 | 92 | 16 5 8
= aSinger 160 [ 360°| 280 30 | 3 | 25| 4 [25| 3 |25|<2| <2 | 3 10 | 3 5 | <2
aOregon 110|180 | 770|100 | 24 | 55 | 64 | 32 | 15 | 18 | 16 | 16 | 39 | 46 | 14 | 8 8
aCH113 97 | 180 | 17 | 350 | 80 [ 180|290 | 46 | 65 | 71 | 71 | 59 | 46 | 42 | 35 | 50 | 25
a aCH1025 20 | 51 | 10 | 128|128 | 91 | 128 6 5 50 | 21 | 17 | 30 | 54 | 25| 5 | <2
=
aA390 97 | 42 | 59 | 60 | 280 | 350|200 | 65 | 120 | 220 | 200 | 180 | 80 | 200 | 128 | 64 | 64
aA474 350 | 50 [170 860 | 44 |160 (860 3 [ 25| 4 3 6 3 12| 4 5 | <2
aCH511 8 5 2 [ 2525 <2 | <2 |128| 92 | 11 | 110|120 92 | 77 | 25 | <2 | 25
aA2 51| 14 | 25| 33 8 65 | 11 | 170 | 740 | 112 | 740 | 520 | 447 | 680 | 2,5 | <2 | <2
aA290 87 | 87 | 100|128 | 71 | 128 | 58 || 128 | 80 | 160|145 | 71 | 125|128 2,5 | <2 | <2
3 aA502 23 |20 | 10 | 10 | 18 | 16 | 8 | 660|930 | 80 | 960 | 960 | 890 | 960 | 20 | 9 7
alL827 55 | 30 | 16 | 56 | 92 | 31 | 43 | 280 | 480 | 500 | 350 | 665 | 320 | 280 | 64 | 32 | 16
alL1087 16 | 20 | 10 | 11 | 60 | 35 | 12 | 160 | 240 | 100 | 170 | 240 | 240 | 92 | 32 | 14 | 28
all1723 12 | 14 | 10 | 19 | 20 | 9 | 4,3 | 160|440 | 56 | 390 | 340 | 447 | 570 | 10 | 2,5 | <2
aA27 4 25 136 4 | 25| 2 |42 | <2 3 3 <2 | <25 <2 4 | 170|160 | 170
S alLL626 <2 (25|25 <2 |25 2 <2 | <2 3 <2 | <2 | <2 |<2|<2]|32] 80| 32
allL794 25125125 3 | 25|42| 2 |25]|25| <2 | <2 2 <2 2 | 128|180 | 240

@ Titulos de anticuerpos expresados como dosis protectiva (DPsg).
® Tftulos de anticuerpos de sueros homélogos (valores en negrita).
CH: bovino - A: alpaca - LL: llama.
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Cuadro N° 4. Numero de diluciones de diferencia en los titulos de anticuerpos entre la reaccion

homologa vy las reacciones heterdlogas de cada uno de los sueros preparados contra las distintas

cepas Y aislados del virus diarrea viral bovina (VDVB)

Genotipo 1

Genotipo 2

Subgrupo 1a

Subgrupo 1b

Subgrupo 1le

Subgrupo 2a

g Aislados é) é’ é’ la . .
2 SR lelZ2 &lg|2|2518l8|BE|58|5]5
by z|l2|Q|leE|lole|N|lulnmn|lvw|loB8lg|NIN|T|3
3 | Sueros (8 |&|v | R Bl I SIMIN|IY B o | &
anti L e B
aNADL 660%| <1 | <1 2 1 3 2 3 3 3 4 2 3 2 5 7 6
S| aSinger 1 (30|<1| 3|6 |7 |6 |7|6|7|7|7|6]|5|6/|6]|7
aOregon 2 2 | 770 2 5 3 3 4 5 5 5 5 4 4 5 6 6
aCH113 1 <l | 4 |350| 2 | <1 |<1}| 2 2 2 2 2 2 3 3 2 3
a aCH1025 2 2 3 0 128 <1 0 4 4 1 2 2 2 2 5 4 5
=1
aA390 1 3 2 2 | <1 |30 <1| 2 1 [ <1<t |<1| 2 |<1|1 2 2
aA474 2 4 2 0 4 2 |80 8 8 7 8 7 8 6 7 7 8
aCH511 4 4 6 5 5 6 6 (128 <1 | 3 | <1l |<1|<1|<1]| 5 6 5
aA2 3 5 8 4 6 3 6 2 | 740 2 0 | <1|<1|<1]| 8 8 8
aA290 <l | <1 |<1|<1]|]1|<1|]1]|<l|1]|160|<1| 1 |<1|<1]| 6 6 6
S| «A502 5| 5|6 |6 |5|5 |6 |<t|<1]|31]9%0|0|<1|0]|5]|6]7
alL827 3 4 5 3 2 4 3 1 <l | <l |<1]|665| 1 1 3 4 5
alL1087 3 3 4 4 2 2 4 <1 0 1 <1 0 |240| 1 2 4 3
all1723 5 5 5 4 4 5 7 1 <1 3 <l | <1l | <1]|570| 5 7 8
aA27 5 6 5 5 6 6 5 6 5 5 6 6 6 5 170 <1 | O
& alL626 5 5 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5 1 80 1
alL794 6 6 6 6 6 5 6 6 6 6 6 6 6 6 | <1 | <1 |240

#Titulos de anticuerpos de sueros homdlogos (valores en negrita), expresados como dosis protectiva (DPsp).

CH: bovino - A: alpaca - LL: llama.

En el total de las reacciones heterdlogas entre subgrupos (206), se constatd que sdlo 69

(33,5%) tuvieron diferencias en sus titulos menores a 4 diluciones y en 137 (66,5%) las diferencias

de titulos fueron iguales o mayores a 4 diluciones (22 con diferencias en 4 diluciones, 48 con

diferencias en 5 diluciones, 43 con diferencias en 6 diluciones, 14 con diferencias en 7 diluciones, y

10 con diferencias en 8 diluciones). Se destaca que los tres sueros anti aislados del subgrupo 2a

(A27, LL626, LL794) al ser enfrentados a virus de otros subgrupos presentaron el mayor nimero de
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diferencias de titulo, con variaciones de entre 4 y 6 diluciones con un promedio de 5,5 diluciones.
En cuanto a los antisueros generados para el resto de los subgrupos, se observaron variaciones de
titulo en relacion a los valores homélogos de 4,6 (subgrupo 1a), 3,2 (subgrupo 1b) y 4,4 diluciones
(subgrupo 1e) en promedio al ser enfrentados a virus heterdlogos de subgrupos distintos (Cuadro
NO 4),

Con respecto a los titulos promedios de aislados y cepas de los distintos subgrupos, estos
fluctuaron entre 108,6 y 318 DPs, para virus dentro de un mismo subgrupo y entre 1,5 y 60 DPsg
entre subgrupos distintos, resultando ser los valores de titulos promedios mas bajos aquellos
obtenidos al enfrentar sueros elaborados con aislados del subgrupo 2a a virus del resto de los

subgrupos (1,5-2,5 DPsg) y asimismo, a la inversa, al desafiar antisueros de los subgrupos 1a, 1by

le con virus del subgrupo 2a (5-11,6 DPs;) (Cuadro NO© 5).

Cuadro N° 5.

Promedio de los titulos de anticuerpos neutralizantes en reacciones de

seroneutralizacion cruzada entre cepas y aislados de distintos genotipos y subgrupos del virus

diarrea viral bovina (VDVB)

ol o Aislados Genotipo 1 Genotipo 2
lal) Q
B2
| o
é § Sueros Subgrupo 1a | Subgrupo 1b | Subgrupo le | Subgrupo 2a
anti
aNADL a
X 2, 15, )
= oSinger 318° ?3 g) ( 456?3 ?69))
aOregon ! !
aCH113
Q aCH1025 60 183,0° 27,9 11,6
aA390 (2,2) (3.2) (4,1)
- ah474
aCH511
aA2
aA290
3 aA502 (1 47) (137$ 2344 (556)
alL827 ' ,
alL1087
all1723
aA27
© 2,5 2,3 15
~| S alL626 (5.4) (5.4) (55) 108,6
alL794

® Titulos de anticuerpos frente a aislados del mismo subgrupo que el de los sueros (valores en negrita).

@ Titulos de anticuerpos expresados como dosis protectiva (DPs).

(): Promedio de diluciones de diferencia en relacién a la reaccién homdloga.
CH: bovino - A: alpaca - LL: llama.
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Al analizar los resultados de las reacciones de seroneutralizacion entre los aislados virales
obtenidos de alpacas y llamas en relacién a los aislados virales obtenidos de bovinos y las cepas de
referencia empleadas en la elaboracion de las vacunas comerciales, se pudo establecer que los
sueros preparados a partir de los aislados virales A390 y A474 del subgrupo 1b obtenidos de
alpacas, en sus reacciones homdlogas mostraron titulos de 350 DPsq y 860 DPs,, respectivamente
(Cuadro N° 3), y en las neutralizaciones heterdlogas con aislados del mismo subgrupo las
diferencias en los titulos fueron iguales o menores a dos diluciones, a excepcion del suero aA474
gue en la reaccion con el aislado de bovino CH1025 del mismo subgrupo mostré una diferencia de
titulo de cuatro diluciones (Cuadro N° 4). Este mismo suero (0A474) presentd diferencias de titulos
neutralizantes de seis a ocho diluciones con los aislados del subgrupos le, de siete a ocho
diluciones con los aislados del subgrupo 2a y de dos a cuatro diluciones con las cepas del subgrupo
1a. Todas estas diferencias de titulo fueron mas altas que aquellas producidas entre las reacciones
homologas del resto de los sueros preparados con aislados del subgrupo 1b (aA390, aCH113 y
aCH1025) vy sus reacciones heterdlogas con virus de los subgrupos 1a, 1b, 1e y 2a (Cuadro NO° 4).
En promedio, los aislados del subgrupo 1b estuvieron mas relacionados antigénicamente con virus
del subgrupo 1a y menos con los del subgrupo 2a (Cuadro N° 5 y Cuadro N° 7).

Los sueros generados a partir de los aislados virales obtenidos de las alpacas y llamas del
subgrupo 1e, en sus reacciones homdlogas mostraron titulos que fluctuaron de 160 a 960 DPs,
(Cuadro N° 3), y en las neutralizaciones heterdlogas con aislados del mismo subgrupo, incluido el
virus obtenido de bovino (CH511), las diferencias en los titulos fueron de cero a tres diluciones. En
las neutralizaciones heterdlogas con aislados de subgrupos diferentes, a excepcién de las del suero
aA290 con las cepas del subgrupo 1a y los aislados del 1b en que las diferencias de titulos
estuvieron entre una y menos de una, las diferencias en los titulos en relacion a la reaccion
homdloga fueron de tres a ocho diluciones frente a las cepas de referencia del subgrupo 1a, de dos
a siete diluciones con los aislados de bovinos y de alpacas del subgrupo 1b, y entre dos y ocho

diluciones con los aislados de alpacas y llamas de subgrupo 2a (Cuadro N° 4). En promedio, los
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aislados del subgrupo 1e estuvieron antigénicamente mas relacionados con los del subgrupo 1b y
menos relacionados con los del subgrupo 2a (Cuadro N° 5 y Cuadro N° 7).

Los sueros elaborados con los aislados virales del subgrupo 2a obtenidos de alpacas y
llamas, en sus reacciones homdlogas mostraron titulos de 80, 170 y 240 DPs, (Cuadro N° 3), y en
las neutralizaciones heterdlogas con aislados del mismo subgrupo las diferencias en los titulos
fueron de cero a una dilucion; mientras que en las neutralizaciones heterdlogas con aislados de
subgrupos diferentes las diferencias fueron las mas marcadas, con entre cuatro y seis diluciones de
distancia en los titulos seroneutralizantes con las cepas de referencia del subgrupo 1a, con los
aislados de bovinos y de alpacas del subgrupo 1b, y con los aislados de alpacas, llamas y un bovino
del subgrupo le (Cuadro NO 4). En promedio, los aislados del subgrupo 2a antigénicamente
estuvieron muy poco relacionados con los virus de los subgrupos la, 1b y le (Cuadro N° 5 vy
Cuadro N° 7).

Con los titulos de anticuerpos neutralizantes de las reacciones homologas y heterdlogas de
cada antisuero, fue posible calcular el Coeficiente de Similitud Antigénica (R) entre cada par o
combinacion de virus heterodlogos, y de esta forma determinar cuan antigénicamente diversos son
estos virus, siendo los valores de R <25 indicativos de diferencias antigénicas significativas
(Archetti y Horsfall, 1950) (Cuadro N© 6).

De los 153 valores de R entre las diferentes cepas y aislados virales solo 53 (34,64%)
fueron mayores a 25, lo que indica que todas las combinaciones de virus restantes (100) (65,36%)
mostraron diferencias antigénicas significativas (Cuadro N° 6).

Dentro de cada subgrupo gendmico los valores de R fueron mayores a 25 en practicamente
todos los casos, excepto la combinacion A474-CH1025 (aislados del subgrupo 1b) en que el R fue
23, indicativo de diferencias antigénicas significativas; ademas, se presentaron valores muy
cercanos a 25 entre pares de virus ubicados dentro del subgrupo le (combinaciones A290-CH511;
A290-A2; A290-A502 y A290-LL1723) (Cuadro NO 6).

Entre subgrupos gendmicos, la mayoria de los valores de R (99/103) (96,11%) fueron

menores a 25. Las Unicas combinaciones entre subgrupos gendmicos que entregaron valores
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mayores a 25 correspondieron al aislado A290 del subgrupo 1le con los aislados CH113 (R=40),
CH1025 (R=42) y A390 (R=71) del subgrupo 1b, y al aislado A474 del subgrupo 1b con la cepa
NADL (R=29) del subgrupo la. De las 52 combinaciones de virus del subgrupo 1b con virus de
subgrupos distintos, 4 (7,7%) presentaron un valor de R > a 25; una cifra mayor a la observada
entre virus de los subgrupos 1a (1/42), 1e (3/70) y 2a (0/42) con virus del resto de los subgrupos
genomicos (2,4%, 4,3% y 0%, respectivamente). Presentandose la mayoria de los valores de R>25
entre los subgrupos 1b y 1e (3/28) (10,7%). Para el VDVB-2a, no se observd ningun valor de R
mayor a 25 para pares de virus ubicados dentro de diferentes subgrupos, por el contrario, varias de
las combinaciones mostraron valores muy bajos (incluso un R=0) denotando la débil similitud
antigénica existente entre pestivirus de genotipos distintos. Sin embargo, en algunos casos las
diferencias antigénicas entre virus de diferentes subgrupos dentro del mismo genotipo VDVB-1,
alcanzaron valores de R similares a aquellas entre VDVB-1 y VDVB-2 (Cuadro N° 6).

Al analizar las similitudes antigénicas entre los aislados virales obtenidos de alpacas y
llamas, con los aislados virales obtenidos de bovinos y las cepas que se utilizan en la elaboracién de
las vacunas comerciales, se encontré que dentro del subgrupo 1b los aislados obtenidos de alpacas
(A390 y A474) no mostraron diferencias antigénicas significativas con virus del mismo subgrupo,
sblo el aislado A474 fue significativamente diferente al aislado de bovino CH1025, también
perteneciente al subgrupo 1b. En el subgrupo 1e, los aislados de alpacas, de llamas y el aislado de
bovino no mostraron diferencias antigénicas significativas, aunque se presentaron valores muy
cercanos a 25 entre los pares de virus A290-CH511, A290-A2, A290-A502 y A290-LL1723, con
valores R de 26, 28, 27 y 28, respectivamente; demostrando que si bien las diferencias no fueron
significativas, éstas estuvieron mas cercanas a serlo que en el resto de las interacciones entre
aislados de un mismo subgrupo (a excepcion de la combinacion entre A474 y CH1025) (Cuadro N©
6). En el subgrupo 2a, los aislados virales obtenidos de una alpaca y dos llamas fueron
antigénicamente similares, pero en relacion a los subgrupos del genotipo 1 las diferencias

antigénicas fueron las mas marcadas, con valores de R no superiores a siete (Cuadro N° 6).
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Cuadro N° 6. Coeficiente de similitud antigénica (R) entre cepas y aislados de los distintos

genotipos y subgrupos del virus diarrea viral bovina (VDVB)

Genotipo 1 Genotipo 2
Subgrupo 1a Subgrupo 1b Subgrupo 1e Subgrupo 2a
8| Cepas g {:5 S:;D,) 22| |»|2 >|»|E|E|E|ls|E|E
S v z|2|9|2(8(8|3|2|%|8|8[8|2|3I%/%]%
3| aislados "g’ é L‘.g" w | & = NI ® o | &
NADL 100159 |29 |23*| 21| 14|29 8 | 8 |19 | 4 (12| 7 |5 ]2 | 1|1
3 Singer 1000431226 | 3|32 (1|6 |1 |2|3|3|1]|2]1
Oregon 100f 8 | 5 |11 |13 3|1 |12]1 |2 |5|3[]2]|2]1
CH113 100/ 48 (30|91} 5|9 |40|5|12|8 |6 |5|6]|S3
o | CH1025 100| 75|23 | 3 | 2 |42 6 (14|24 |12 2 | 3 |1
=]
A390 100/ 33| 5 |17 (7110|1518 | 9 | 7 | 7 | 6
A474 00f 1 (142|221 ]1})j1(1]0
CH511 100141 |26 |77 |63 |69 |41 2 | 2 |1
A2 100|128 |98 |71 |78 (84| 1|1 |1
A290 100| 27 | 58 |57 |28 | 2 | 2 | 1
3 A502 100173 (81|83 2| 2|1
LL827 100/ 69 |50 4 | 3 | 1
LL1087 1001 55| 4 | 4|3
LL1723 100 2 |1 |1
A27 100| 61 | 73
& LL626 100| 55
LL794 100

# Valores < 25 indican diferencias estadisticamente significativas (valores en negrita).
CH: bovino - A: alpaca - LL: llama.

El promedio de los valores de R de pares de virus pertenecientes a un mismo subgrupo
fluctuaron entre 69,9 y 81,5; en tanto que en las combinaciones de virus de diferentes subgrupos
los valores fueron menores a 25, evidenciandose una mayor diferencia antigénica entre aislados y
cepas de los subgrupos 1a y 2a con un valor promedio de R de 1,4 y la menor diferencia antigénica

entre los subgrupos 1ay 1b con un valor de 13,1 (Cuadro N° 7).
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Cuadro N° 7.

genotipos y subgrupos del virus diarrea viral bovina (VDVB)

Genotipo 1 Genotipo 2
Subgrupo 1a | Subgrupo 1b | Subgrupo 1e | Subgrupo 2a
(%2}
g oubgrupo] 718 13,1° 5,1 14
U a
Subgrupo 70 12,3 35
1b 1 1
3
S | Subgrupo
% Te 69,9 2
<
Subgrupo 815
2a !

@ Valores < 25 indican diferencias estadisticamente significativas (valores en negrita).

Valores promedio del coeficiente de similitud antigénica (R) entre distintos

De acuerdo a los resultados obtenidos, este andlisis confirma la existencia de diferencias

antigénicas significativas entre subgrupos gendémicos del VDVB.
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VIIIL.- DISCUSION

Los sueros policlonales para cada uno de los aislados y cepas de referencia, obtenidos
mediante la inoculacién experimental en conejos, presentaron titulos de anticuerpos neutralizantes
con sus virus homologos que fluctuaron entre 80 y 960 DPsy (Cuadro N° 3), valores que fueron
suficientes para realizar las comparaciones antigénicas de este estudio. Sin embargo, estos titulos
son menores a los reportados en investigaciones en que la elaboracion de sueros hiperinmunes se
ha realizado mediante inoculaciones experimentales de VDVB de diferentes genotipos y subgrupos
en bovinos, caprinos, ovinos y porcinos, donde se obtienen valores que fluctdan entre 128 y 51.200
DPsq (Pellerin et al, 1994; Botton et al, 1998; Carman et a/, 1998; Avalos-Ramirez et a/, 2001;
Couvreur et al,, 2002; Fulton et al., 2003a; Patel et a/., 2005; Bachofen et al., 2008; Behera et al.,
2011). Los menores titulos de anticuerpos logrados en la especie conejo podrian deberse a que
este no es un hospedero natural del virus, a diferencia de los otros estudios donde los sueros han
sido elaborados en las especies susceptibles de ser infectadas en forma natural con pestivirus. No
obstante esto, la variabilidad en los titulos seroneutralizantes obtenida en los sueros de conejos, a
pesar de haber sido inoculados con las mismas dosis de virus y siguiendo un mismo patron de
inoculacién, también se presenta en las inoculaciones experimentales antes sefialadas, de tal modo
que es posible sostener que esta variacion estaria condicionada a la respuesta inmune propia de
cada animal inoculado y, ademas, podria atribuirse a una propiedad de cada uno de los virus para
generar respuesta inmune en los animales.

En las reacciones de seroneutralizacién cruzadas se observo una menor variabilidad en los
titulos de anticuerpos para las reacciones de los sueros que involucraban a aislados pertenecientes
a un mismo subgrupo, siendo en su mayoria (44/66) diferencias de menos de una dilucion (Cuadro
NO 4). En el subgrupo 1la, constituido por las cepas de referencia NADL, Singer y Oregon, las
diferencias de titulos de cada suero reaccionando con los virus heterdlogos del mismo subgrupo
fluctuaron entre <1 y 2 diluciones, lo que concuerda con los datos aportados en la mayoria de las

investigaciones en que se comparan estas mismas cepas de referencia y también las que involucran
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reacciones con aislados de campo del subgrupo 1a (Pellerin et al, 1994; Carman et al, 1998;
Fulton et al, 2003a; Patel et al, 2005; Bachofen et al, 2008). Dentro de este subgrupo, los
coeficientes de similitud antigénica (R) tuvieron valores de 59 para la cepas NADL y Singer, 29 para
las cepas NADL y Oregon y 43 para las cepas Singer y Oregon, denotando que no existen
diferencias antigénicas significativas entre ellas (Cuadro N° 6). Para este mismo subgrupo (1a), en
otros estudios se informan datos que permiten calcular para las cepas NADL y Singer valores de R
de 50 (Botton et al, 1998; Carman et al, 1998) y de 46 (Fulton ef al, 2003a), no obstante,
también se describen diferencias significativas con valores de R de 25 entre las cepas NADL y
Oregon y de 18 para las cepas Singer y Oregon (Botton et a/., 1998).

En cuanto al subgrupo 1b, en 11 de 12 reacciones heterdlogas las diferencias en relacién a
la reaccion homdloga fueron de cero a dos diluciones, con valores de R que fluctuaron entre 30 y
91, a excepcidon del suero anti aislado de alpaca A474 que tuvo una diferencia mayor a cuatro
diluciones entre el titulo de la reaccién con su virus homologo (860 DPsp) y el de la reaccion con el
aislado de bovino CH1025 (44 DPs,) con un valor de R de 23, hecho que permite considerar a estos
dos aislados como virus con diferencias antigénicas significativas entre si (Cuadro N° 4 y Cuadro N°
6). El antecedente de encontrar diferencias antigénicas significativas dentro de aislados del
subgrupo 1b no ha sido descrito, por el contrario, en un Unico estudio que involucra a virus del
subgrupo 1b, se da cuenta que las diferencias en los titulos neutralizantes fueron de una a dos
diluciones con un valor de R de 100 (Couvreur et al., 2002). Las diferencias encontradas en esta
memoria, podrian atribuirse a un bajo reconocimiento de los epitopes neutralizables del aislado de
bovino CH1025 por parte del suero anti virus de alpaca A474. Sin embargo, al analizar la reaccion
inversa, es decir cuando se enfrentd el suero aCH1025 contra el virus A474, el titulo que se obtuvo
fue de 128 DPs, igual al del la reaccion homdloga con el aislado CH1025. Esta situacion podria
significar que hubo un cambio o pérdida parcial de epitopos del virus A474 y que al estimular la
respuesta inmune generd anticuerpos provistos de un menor nimero de sitios antigénicos que los
anticuerpos elaborados a partir del virus CH1025, y por lo tanto son incapaces de bloquear todos

los epitopos neutralizables del aislado CH1025, lo que ocasiona que los anticuerpos aA474
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presenten una accion neutralizante mas débil frente a dicho virus (Xue et a/., 1990). Por otro lado,
el suero «CH1025 seria capaz de reconocer los epitopos neutralizables del virus A474 y generar una
respuesta inmune adecuada. La pérdida o alteracion de epitopos del virus A474 se deberia a
cambios genéticos (mutacion, deleciéon o recombinacion) de baja magnitud, debido a que producen
cambios en la antigenicidad del virus, pero no asi en el parentesco gendmico entre ambos, ya que
ambos virus se clasifican como parte del VDVB genotipo 1 subgrupo b. Si este cambio se debe a
una cualidad individual del virus A474 o a causa de una adaptacion del virus a un hospedador
distinto, si se considera que la alpaca posiblemente haya sido contagiada con un virus de origen
bovino, se desconoce y ameritaria un estudio mas profundo.

En relacién a los aislados del subgrupo le en 29/42 reacciones las diferencias fueron
menores a una dilucion; sélo hubo tres reacciones, que involucran al aislado de alpaca A290 en sus
reacciones con los sueros anti aislado de bovino CH511, de alpaca A502 y de llama LL1723, que
difieren en tres diluciones con respecto a la reaccidén con sus respectivos virus homdlogos (Cuadro
NO 4), valores que si bien dan cuenta de diferencias antigénicas, estas no son suficientes para
considerarlas como significativas ya que los valores de R fueron de 26, 27 y 28, respectivamente
(Cuadro N© 6). De todas formas, a pesar que las variaciones antigénicas no fueron significativas, es
posible afirmar que existe variabilidad antigénica dentro de los aislados del subgrupo 1le. En la
literatura no se describen estudios de variabilidad antigénica entre aislados del subgrupo 1e.

En el subgrupo 2a las diferencias de titulos de cada suero reaccionando con los virus
heterélogos del mismo subgrupo fueron de menos de una y una dilucién, con valores de R que
fluctuaron entre 55 y 73, lo que permite sefialar que no hubo diferencias antigénicas significativas
entre los aislados pertenecientes al subgrupo 2a (Cuadro N° 4 y Cuadro N° 6). En otros estudios,
se da cuenta de resultados similares para aislados del mismo subgrupo: Avalos-Ramirez et al.,
(2001) obtuvieron un R de 89; Pellerin et al., (1994), un R de 71; Behera et al, (2011), un R de
50; y Patel et al., (2005), un R mayor a 30.

En cuanto a las variaciones antigénicas de aislados y cepas pertenecientes a subgrupos

distintos, de las 103 combinaciones solo 4 (3,88%), pertenecientes al genotipo 1, presentaron un R
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mayor a 25 indicativo de similitud antigénica (Cuadro N° 6). En tanto que las mayores diferencias
antigénicas estuvieron entre los genotipos 1 y 2, con diferencias en los titulos de anticuerpos de
hasta ocho diluciones (Cuadro N° 4). Al enfrentar virus del subgrupo 2a a antisueros elaborados
para virus de los subgrupos 1a, 1b y le, se obtuvieron diferencias promedio de 6, 4,1 y 5,6
diluciones, respectivamente (Cuadro N° 5), y valores de R que no superan a 7 (Cuadro N° 6). Estas
diferencias antigénicas significativas entre los genotipos 1 y 2 concuerdan con los resultados
aportados por otros estudios (Pellerin et al, 1994; Carman et al, 1998; Avalos-Ramirez et al.,
2001; Couvreur et al., 2002; Patel et al., 2005; Bachofen et a/., 2008; Behera et al., 2011).

Las diferencias en los titulos de anticuerpos de los subgrupos dentro del genotipo 1
(subgrupos 1a, 1b y 1e) fueron menores a las diferencias encontradas entre genotipos, de hecho
hubo virus de diferentes subgrupos que no se mostraron significativamente diferentes dado que los
valores de R fueron mayores a 25 (1a/1b = NADL/A474; 1e/1b = A290/CH113, A290/CH1025 y
A290/A390) (Cuadro N° 6); no obstante, también se pudo detectar diferencias de ocho diluciones
entre la reaccién de un suero con su virus homologo vy las reacciones heterélogas con virus de otros
subgrupos (Cuadro N° 4), presentandose las mayores diferencias entre los titulos de los sueros
generados contra las cepas de referencia NADL, Singer y Oregon (subgrupo 1a) al ser enfrentados
a aislados del subgrupo 1le, con una distancia de 4,6 diluciones en promedio (Cuadro N© 5). Al
respecto Couvreur et al., (2002), también observaron que algunos aislados de un subgrupo pueden
ser antigénicamente diferentes a aislados de otro subgrupo o bien ser antigénicamente similares,
ya que al comparar una cepa del subgrupo 1a (NADL) con dos del subgrupo 1b observaron valores
de R de 6 y de 35 y las distancias en las reacciones diferentes fueron hasta de cinco diluciones. De
igual modo, Carman et al., (1998), detectan diferencia antigénica entre la cepa NADL (1a) y un
aislado del subgrupo 1b con un R de 18, y semejanza entre la cepa Singer (1a) y el mismo aislado
1b con un valor de R de 35; y Bachofen et al., (2008), al comparar dos aislados del subgrupo 1la
con uno del subgrupo 1b no encontraron diferencias antigénicas significativas, con valores de R de
35y 42, pero al confrontar los dos aislados del subgrupo 1a con uno del subgrupo 1le, identificaron

diferencias significativas en uno de ellos (R=20 y R=34) y también entre un aislado 1e y un aislado
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1b (R=23), sefialando que cuando no hubo significancia en las diferencias, las distancias en los
titulos de anticuerpos fueron entre una y menos de una dilucién. Avalos-Ramirez et al, (2001)
detectaron diferencias antigénicas significativas con un valor de R de 24 entre un aislado 1a y uno
1b; y Pellerin et al., (1994), al confrontar tres cepas del subgrupo 1la con una cepa del subgrupo
1b, describen diferencias que no alcanzaron a ser mayores a una dilucién y obtienen valores de R
mayores a 35. Ante estos antecedentes, pareciera ser que el parentesco gendmico que define a los
subgrupos, no necesariamente se correlaciona en un alto grado con el parentesco antigénico. De
todas formas, al comparar los promedios de las distancias (nimero de diluciones de diferencia)
entre los titulos homdlogos de sueros de un determinado subgrupo y sus titulos heterdlogos con
aislados de otros subgrupos, se obtiene que las cepas del subgrupo 1a tienen mas cercania
antigénica con los aislados del subgrupo 1b que con los aislados de los subgrupos le y 2a; del
mismo modo, los aislados del subgrupo 1b tienen mas cercania con los aislados del subgrupo 1a
que con los aislados de 1le y 2a; y los aislados del subgrupo 1e tienen igual cercania con los
aislados del subgrupo 1a y 1b y menor con los aislados del subgrupo 2a; mientras que los aislados
del subgrupo 2a estan antigénicamente distantes de los tres subgrupos 1a, 1b y 1e (Cuadro N° 5).
El andlisis de los valores promedios de los coeficientes de similitud antigénica (R) para cada
uno de los subgrupos refuerza el analisis anterior, ya que fueron mayores a 25 para cada uno de
los subgrupos al comparar aislados pertenecientes a un mismo subgrupo, pero en todos los casos
en que las reacciones comprometian aislados de subgrupos distintos los promedios fueron menores
a 25, indicando la existencia de diferencias antigénicas significativas entre todos los subgrupos
involucrados en este estudio (1a, 1b, 1e y 2a) (Cuadro NO© 7). El valor de R promedio de 13,1 de las
reacciones entre los subgrupos 1a y 1b, resulta ser mucho mas bajo que los valores reportados por
Avalos-Ramirez et al,, (2001) y Bachofen et a/., (2008), que obtuvieron promedios de 24,2, y 38,5,
respectivamente; hecho que llevaria a pensar que los aislados obtenidos mayoritariamente de
camélidos sudamericanos presentan un comportamiento antigénico mas distinto al confrontarlos a
las cepas de referencia del subgrupo 1a, que lo descrito cuando se comparan aislados de bovinos.

No obstante, es importante considerar que estos dos estudios, ademas de los efectuados por
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Pellerin et al., (1994), Carman et al.,, (1998), Couvreur et al., (2002), Fulton et a/., (2003a), Patel et
al., (2005) y Behera et a/., (2011), fueron realizados con un nimero de muestras de 1 a 6 virus (de
los subgrupos que son de interés para esta memoria), en tanto que en esta investigacion se
analizaron 17 virus, una cantidad considerablemente superior y que permite un mayor nimero de
combinaciones y reacciones de neutralizaciéon, lo que podria explicar, en cierta medida, las
diferencias observadas entre éste y dichos estudios.

En general, las diferencias en los titulos de anticuerpos neutralizantes entre aislados de las
distintas especies animales involucradas en este estudio (bovinos, alpacas y llamas) no fueron lo
suficientemente importantes para provocar diferencias antigénicas significativas asociadas a la
especie animal de origen, y que actien de manera independiente a lo observado dentro de cada
subgrupo y entre subgrupos. Sélo la combinacion de los virus A474 y CH1025 presento valores de R
indicativos de diferencias antigénicas significativas dentro aislados de un mismo subgrupo, sin
embargo se desconoce si el hecho de tratarse de aislados de distintas especies (alpaca y bovino)
tiene un efecto en la presentacién de estas diferencias. Ademas, de los cuatro valores de R
indicativos de similitud antigénica (R>25) entre virus de subgrupos distintos, sélo uno se produjo
en una combinacion de virus que incluia aislados de la misma especie (A290/A390) (Cuadro NO° 6).
Por lo tanto, se podria asumir que lo que tiene una mayor correlacién con la antigenicidad no seria
la especie animal a partir de la cual los virus fueron aislados sino mas bien el subgrupo genémico al
que pertenecen.

Las diferencias antigénicas significativas encontradas entre las cepas de referencia (NADL,
Singer y Oregon) del subgrupo 1a del VDVB con aislados pertenecientes al mismo virus pero de los
subgrupos 1b, 1e y 2a obtenidos de bovinos, alpacas y llamas, asi como la variabilidad antigénica
observada dentro de los subgrupos, demuestran que existe una gran diversidad de VDVB
infectando a estas poblaciones animales, lo que tiene varias implicancias. Una de ellas, es que el
nivel protectivo conferido por la infeccidn natural con un aislado del virus puede no ser suficiente
para evitar una reinfeccion con una variante antigénica muy distinta. Del mismo modo, la

proteccion conferida por las vacunas, que mayoritariamente son elaboradas con alguna de las
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cepas de referencia del subgrupo 1a (solo algunas contienen un virus del subgrupo 2a y sélo una
contiene un virus del subgrupo 1b), debe ser capaz de generar titulos iguales o superiores a 256
DPs, para prevenir la infeccion del feto (Ridpath, 2005b), ya que titulos menores previenen de la
presentacion de enfermedad pero no evitan la viremia (Bolin y Ridpath, 1995); vy, si bien, las
vacunas logran generar ese nivel de respuesta contra su virus homdlogo, esta no seria suficiente
para cubrir adecuadamente infecciones con cepas nativas de los otros subgrupos. Al respecto,
varios antecedentes dan cuenta de que bovinos vacunados se han infectado con pestivirus (Bolin et
al, 1991; Ridpath et al, 1994; Van Campen y Woodard, 1997; Van Oirschot et al, 1999; Van
Campen et al, 2000), y se ha demostrado que vacunas atenuadas elaboradas con cepas del
subgrupo 1a inducen una mas baja respuesta de anticuerpos para cepas del subgrupo 1b, lo que
seria de importancia debido a que las infecciones con VDVB-1b son tanto o mas frecuentes que
aquellas con virus del subgrupo 1a (Fulton et a/, 2003a; Van Amstel y Kennedy, 2010). En Chile, la
frecuencia de aislamientos mayoritariamente corresponde a aislados de los subgrupos 1le y 1b en
bovinos (Donoso, 2009) y 1e, 1b y 2a en camélidos sudamericanos domésticos (Beamin, 2009).

A pesar de que la vacunacion de rebanos de alpacas y llamas no esta recomendada, ya que
se considera que la enfermedad no es un problema de amplia diseminacion en estas especies (Kapil
et al., 2009), se ha demostrado experimentalmente la eficacia del suministro en CSA de vacunas
fabricadas con cepas de VDVB-1a y VDVB-2, al lograr proteccion al ser enfrentado el animal a
VDVB-1b (Byers et al., 2010). De cualquier forma, si se pretende evaluar la eficacia de la proteccion
conferida por las vacunas, la mejor manera de hacerlo es identificar las diferencias antigénicas /n
vitro y posteriormente realizar experimentos de proteccién cruzada in vivo (Dekker et al., 1995).

Por Ultimo, es importante tener en consideracion que el empleo de las cepas de referencia
o0 antisueros de referencia (elaborados con las cepas de referencia) en el diagndstico seroldgico y
viroldgico puede conducir a resultados falsos negativos, en razén a la baja reactividad antigénica

cruzada que se puede presentar con los aislados de campo.
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IX.- CONCLUSION

En este estudio de comparacion antigénica entre virus de distintos genotipos y subgrupos
del virus de la diarrea viral bovina (VDVB), de acuerdo a los resultados obtenidos mediante
reacciones de seroneutralizacidon reciproca, se concluye que aislados nacionales del VDVB de los
subgrupos 1b, 1e y 2a obtenidos a partir de camélidos sudamericanos domésticos (alpacas y
llamas) de la Region Metropolitana y bovinos de las regiones Metropolitana y del Libertador General
Bernardo O'Higgins, ademas de cepas de referencia del subgrupo 1a (NADL, Singer y Oregon)
empleadas cominmente para el diagndstico y control de la enfermedad, presentan diferencias
antigénicas significativas cuando se comparan aislados de distintos subgrupos, siendo
particularmente marcadas entre genotipos; e incluso, se pudo constatar la existencia de diferencias
antigénicas significativas entre un aislado de bovino y uno de alpaca pertenecientes a un mismo

subgrupo gendmico.
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Figura 1. 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 (O),
cabras (C), alpacas (A) y llamas (LL), ademas
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 construccién del arbol
incluyé el método Neighbor-Joining, analisis de
2 parametros de Kimura y analisis de boostrap
de 1000 réplicas.
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Figura 2. Arbol filogenético basado en un
segmento de 201 nucledtidos correspondiente
a un fragmento del gen que codifica para la
proteina E2, pertenecientes a 77 aislados de
pestivirus que incluye aislados de ovejas (O),
cabras (C), alpacas (A) y llamas (LL), ademas
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 construcciéon del arbol
incluy6 el método Neighbor-Joining, analisis de
2 parametros de Kimura y analisis de boostrap
de 1000 réplicas.
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