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RESUMEN

El Virus Diarrea Viral Bovina (VDVB) infecta al ganado biungulado generando
considerables pérdidas productivas y reproductivas. Analisis filogenéticos segregan al VDVB
en dos genotipos dentro del género Pestivirus, VDVB genotipo 1 (VDVB-1) y VDVB
genotipo 2 (VDVB-2). Analisis filogenéticos posteriores han demostrado la existencia de
subgrupos dentro de los dos genotipos. Al menos 15 subgrupos para el VDVB-1 (de a hasta 0)
y dos subgrupos para el VDVB-2 (a y b) han sido identificados.

Estudios previos han demostrado que en el ganado de Chile se han aislado los
subgrupos VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1i, VDVB-1j y VDVB-2a en bovinos, VDVB-1b,
VDVB-1j y VDVB-2a en camélidos sudamericanos y VDVB-1j en ovinos y caprinos.

Para conocer si existen diferencias antigénicas entre aislados chilenos del VDVB de los
subgrupos VDVB-1j obtenidos de ovinos y caprinos, frente a aislados chilenos del VDVB de
los subgrupos VDVB-1j y VDVB-1b obtenidos de bovinos, VDVB-2a obtenidos de camélidos
sudamericanos Yy frente a cepas de referencia del subgrupo VDVB-1a, se produjeron sueros
policlonales en conejos mediante inoculaciones de los aislados y cepas de referencia. Con los
sueros inmunes se realizaron pruebas de seroneutralizacién cruzada enfrentando cada suero

con los virus homdlogos y heterélogos.

Los resultados demostraron que no hubo diferencias antigénicas significativas entre los
aislados virales de ovinos, caprinos y bovinos del subgrupo VDVB-1j, y que hubo diferencias
antigénicas significativas entre los virus de los subgrupos VDVB-1j, VDVB-1b, VDVB-2a y
VDVB-1a.

Esta es la primera identificacion antigénica de aislados de VDVB obtenidos de ovinos
y caprinos de Chile, que puede tener implicaciones importantes en la epidemiologia de la
VDVB vy deberia ser considerada en programas de inmunizacion, prevencion de infecciones
dentro o entre especies y en el empleo de virus y sueros hiperinmunes como materiales de

diagnostico en los laboratorios.



SUMMARY

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) infects biungulated livestock generating
considerable productive and reproductive losses. Phylogenetic analysis divided BVDV into
two different genotypes within the Pestivirus genus, BVDV genotype 1 (BVDV-1) and BVDV
genotype 2 (BVDV-2). Further phylogenetic analysis has revealed subgroups within the two
genotypes. Thus far, 15 BVDV-1 subgroups (from a to o) and two BVDV-2 subgroups (a and
b) have been identified.

Previous studies have shown that BVDV subgroups have been isolated in Chilean
livestock: BVDV-1a, BVDV-1b, BVDV-1i, BVDV-1j and BVDV-2a in bovines, BVDV-1b,
BVDV-1j and BVDV-2a in South American camelids (SAC) and BVDV-1j in sheep and
goats.

To examine antigenic differences between the Chilean subgroups BVDV-1j isolates
obtained from sheep and goats, and BVDV-1j and BVDV-1b isolates obtained from bovines,
BVDV-2a isolates obtained from SAC and BVDV-1a reference strains, polyclonal antisera
were produced in rabbits by exposing them to isolates and references strains. With the antisera

cross-neutralization assays were then performed against homologous and heterologous viruses.

The results showed that BVDV-1j isolates obtained from sheep, goats and bovines are
antigenically homogeneous and that there are significant antigenic differences between
BVDV-1j, BVDV-1b, BVDV-2a isolates and BVDV-1a reference strains.

This is the first antigenic identification of BVDV isolates from Chilean sheep and
goats that may have important implications in the epidemiology of BVDV and should be
considered for immunization programs, prevention of infection inside or between species, and

in the usage of virus and hiperimmune sera as diagnostic material in laboratories.



INTRODUCCION

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) es el agente causal de enfermedades que
producen importantes pérdidas econdémicas en el ganado, provocando un amplio rango de
manifestaciones clinicas y lesiones, siendo el dafio reproductivo el mas importante. El virus
puede cruzar barreras de especie con relativa facilidad e infectar a otras especies domésticas y
silvestres pertenecientes al orden Artyodactila, como son bovinos, ovinos, caprinos,
camélidos, porcinos, etc. Su distribucion es mundial y es endémica en la mayoria de las
poblaciones bovinas, en parte gracias a la presencia de animales persistentemente infectados

(PI) los que actuan como reservorio del virus.

En el ganado bovino, el VDVB esta presente en la mayoria de los paises, con
prevalencias sobre el 60% de los animales, situacion que también se presenta en Chile. Es
responsable de producir la Diarrea Viral Bovina (DVB) que generalmente se presenta en
terneros en forma leve o subclinica, pero en ocasiones cepas de alta virulencia generan
enfermedades graves en animales de todas las edades. En la etapa reproductiva el VDVB
causa infertilidad, muerte embrionaria, aborto y muerte perinatal. Los terneros pueden nacer
con malformaciones congénitas, deficiencias en su desarrollo, mayor susceptibilidad de sufrir
afecciones digestivas y respiratorias 0 con predisposicion a sufrir la enfermedad de las
mucosas (EM) si nacen PI. En el ganado ovino, caprino y en camélidos sudamericanos, el
VDVB produce afecciones similares a las de los bovinos, pero la incidencia es menor. En
particular, los ovinos y caprinos pueden sufrir, ademas, una afeccién similar a la producida por
el virus de la enfermedad de la frontera (VEF), que se caracteriza por el nacimiento de
corderos temblorosos y peludos que generalmente mueren al poco tiempo de nacer. En Chile,
se ha detectado infeccién por VDVB tanto en ovinos, caprinos como en camélidos

sudamericanos domésticos.

El VDVB se ubica en el género Pestivirus, familia Flaviviridae. Analisis filogenéticos
del genoma viral muestran que existe variacion en las secuencias de nucleétidos entre aislados.
Las mayores variaciones permiten separar al VDVB en dos genotipos, VDVB genotipo 1
(VDVB-1) y VDVB genotipo 2 (VDVB-2); variaciones menores segregan al VDVB-1 en 15



subgrupos, VDVB-1a hasta el subgrupo VDVB-10, y al VDVB-2 en los subgrupos VDVB-2a
y VDVB-2b. Andlisis antigénicos separan al VDVB en dos grupos que se asocian
perfectamente con los genotipos VDVB-1 y VDVB-2. Si bien los dos genotipos comparten
antigenos comunes, la mayoria de los epitopos de los antigenos neutralizables son diferentes,
por lo que se produce una escasa o nula proteccién cruzada, debido a que estos antigenos son
los que inducen la mejor respuesta protectiva conferida por inmunidad natural o por vacunas.
Las investigaciones de comparaciones antigénicas entre aislados de VDVB de algunos

subgrupos gendmicos obtenidos de bovinos entregan resultados dispares.

En Chile, mediante analisis de segmentos de la region no traducida 5’UTR (UTR del
inglés untranslated regions) del genoma viral, se han identificado los subgrupos VDVB-1a,
VDVB-1b, VDVB-1i, VDVB-1j y VDVB-2a en bovinos; VDVB-1b, VDVB-1j y VDVB-2a
en alpacas y llamas; y VDVB-1j en ovinos y caprinos. Los productores de ganado bovino
aplican vacunas inactivadas que son elaboradas con cepas de VDVB-la para controlar,

fundamentalmente, las pérdidas reproductivas del ganado.

Dado el contacto que existe entre las diferentes especies del ganado doméstico en
Chile, surge la necesidad de conocer las diferencias antigénicas que se presentan entre aislados
VDVB-1j obtenidos de ovinos y caprinos con aislados de VDVB-1j y VDVB-1b obtenidos de
bovinos, aislados de VDVB-2a obtenidos de camélidos sudamericanos y con cepas de

VDVB-1a que contienen las vacunas que se aplican en Chile.

Esta memoria de titulo es una contribucion al conocimiento de la inmunidad que
pueden estar confiriendo diferentes genotipos y subgrupos frente a infecciones naturales con
virus de otros subgrupos, y de la proteccidén que podrian llegar a conferir vacunas elaboradas
con VDVB, en la eventualidad de aplicar estas vacunas en ovinos y caprinos, siendo aspectos
necesarios para el control de la DVB en Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Produccién Ovina y Caprina en Chile

Las producciones ovina y caprina en Chile, son de importancia por el numero de
animales que representan, por el nimero de productores que viven de estos animales y por las
praderas que ocupan, que en un gran porcentaje son praderas naturales. Adicionalmente, es
importante para el pais por las divisas que generan las exportaciones de carne y lana ovina, las
que en el afio 2010 alcanzaron alrededor de 43,9 millones de délares (ODEPA, 2011), siendo
Europa la principal region de destino de la carne (INE, 2011).

En general, el sector ovino y caprino nacional se ha caracterizado por ocupar suelos
donde la produccién de ganado bovino es muy dificil (Garcia, 1998), ubicandose en terrenos
marginales donde los niveles productivos de los pastizales son bajos, 1o que hace que el
sistema de crianza sea extensivo con una baja carga animal por unidad de superficie,
lograndose bajos indices reproductivos y productivos, lo que se traduce, generalmente, en una
baja rentabilidad. La produccién ovina en Chile se concentra principalmente en la Region de
Magallanes y de la Antartica Chilena donde se encuentra aproximadamente el 56,7% de la
masa total de ovinos del pais (2.205.270 cabezas segln el VIl Censo Agropecuario y Forestal
del Afio de 2007). La produccion caprina se concentra mayoritariamente en la Region de
Coquimbo donde se encuentra el 57,3% de la masa total de caprinos del pais (404.562 cabezas
al VII Censo Agropecuario y Forestal del Afio de 2007) (INE, 2007) (Cuadro N° 1).

Respecto a las razas ovinas presentes en Chile, se puede afirmar que las mayores
existencias corresponden a animales doble propoésito (productores de lana y carne) como
Corriedale que estaria en un porcentaje de 63,4%, Hampshire en un 10%, Romney Marsh en
un 9,7%, Sufolk en un 8,8%, Merino Precoz en un 5,3%, Merino Australiano en un 1,8% y
otras razas que estarian en un 1% (Garcia, 1998). En los ultimos afios, se ha buscado
diversificar la produccién ovina nacional con la importacion de razas especializadas en
produccion de leche como las Latxa, Milchschaf y Assaf y también razas especializadas en la
produccion de carne como Texel (Pérez, 2005). En el caso de los caprinos la situacion es algo
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distinta, pues el 80% de la masa estaria constituido por ganado criollo, el 20% restante esta
representado por la introduccion al pais de ganado especializado en la produccion de leche
como las razas Saanen, Alpinas, Toggenburg y Anglo Nubia; y en el caso de la produccion de
pelo con las razas Angora y Cachemira. En los Gltimos afios se ha introducido la raza Boer

para mejorar la calidad de carne caprina (Pérez, 2005).

Cuadro N° 1.

Existencia de ovinos y caprinos segun regiones de Chile

Total pais 705.800 3.889.319

Regidn de Tarapaca 2.327 0,3% 10.104 0,3%

Regidn de Antofagasta 6.181 0,9% 10.588 0,3%

Regidn de Atacama 39.187 5,6% 5.232 0,1%

Region de Coquimbo 404.562 57,3% 84.215 2,2%

Region de Valparaiso 45.588 6,5% 30.485 0,8%

Region del Libertao!or Qeneral Bernardo 18573 2 6% 157 648 4.1%
O’Higgins

Region del Maule 40.122 5,7% 155.129 4,0%

Region del Biobio 47.319 6,7% 173.735 4,5%

Regidn de La Araucania 50.810 7.2% 277.884 7,1%

Region de Los Lagos 11.140 1,6% 315.198 8,1%

Region de Aisén del General Carlos Ibafiez 12138 1.7% 304.936 7.8%
del Campo

Region de Magalla_nes y de la Antértica 158 0.0% 2 205.270 56,7%

Chilena

Region Metropolitana de Santiago 12.325 1,7% 24517 0,6%

Region de Los Rios 9.328 1,3% 116.149 3,0%

Region de Arica y Parinacota 6.042 0,9% 18.229 0,5%

Fuente: INE, 2007

Las proyecciones del mercado ovino indican que tanto en el corto como en el mediano
plazo existira una demanda mundial insatisfecha de productos carnicos ovinos, situacion que
se refleja en indicadores internacionales principalmente generados en paises con mayor nivel
de informacion de la industria, como Australia y Nueva Zelanda. Chile presenta buenas
perspectivas comerciales, pues ha venido desarrollando las inversiones necesarias para hacer
frente a esta demanda, lo que se espera que se vea reflejado en los indicadores productivos a
futuro (ODEPA, 2009).



Virus Diarrea Viral Bovina

Descubrimiento y clasificacion

La primera observacion descrita de DVB ocurrio en 1946 cuando una nueva
enfermedad transmisible fue observada en el estado de Nueva York en Estados Unidos
(Olafson et al., 1946). Esta enfermedad se caracterizaba por presentar leucopenia, pirexia,
depresion, diarrea, anorexia, erosion gastrointestinal y hemorragias. El agente viral causal fue
aislado en 1957 y fue llamado VDVB (Lee y Gillespie, 1957). Una enfermedad similar pero
mas severa, llamada enfermedad X, fue reportada afios después en Canada. Aunque similar a
la DVB, la enfermedad X tendia a afectar a menos animales por rebafio, pero tenia una mayor
tasa de letalidad. A diferencia de la DVB, la enfermedad X, después llamada Enfermedad de

las Mucosas (EM), no pudo ser transmitida experimentalmente (Ramsey y Chivers, 1953).

A través de la prueba de neutralizaciéon se demostrd que los agentes virales aislados de
la DVB y de la EM en casos encontrados en América del Norte, Alemania y Reino Unido,
eran los mismos (Gillespie et al., 1961). Subsecuentemente, fue demostrado que el VDVB
estaba antigénicamente relacionado con el entonces denominado "hog cholera virus",
posteriormente llamado Virus de la Peste Porcina Clésica (VPPC) (Darbyshire, 1962). Una
década después, por andlisis seroldgicos, se detectd relaciones antigénicas entre el VDVB, el
VPPC, y el VEF de los ovinos (Plant et al., 1973).

Descripcion del virus

El VDVB, el VPPC, y el VEF, son especies virales que taxondmicamente pertenecen al
género Pestivirus ubicado en la familia Flaviviridae. Son virus esféricos, de 40 a 50 nm de
didmetro. La particula viral esta constituida por una envoltura de lipidos que rodea la capside,
la cual contiene el genoma viral. EI genoma es RNA de una hebra de sentido positivo de
aproximadamente 12,3 kilobases, que contiene regiones no traducidas en los extremos 5’ y 3’
y un marco de lectura abierta. Contiene aproximadamente 4.000 codones que codifican para
una poliproteina. La poliproteina posterior a la traduccion es procesada en 12 polipéptidos en
el siguiente orden: NP es una autoproteasa que fracciona el polipéptido viral en proteinas
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individuales, también tiene funcién de suprimir la respuesta inmune innata previniendo la
produccion de interferén tipo 1; C forma la nucleocapside del virién; E™, E1 y E2 son
glicoproteinas que integran la envoltura, E™ posee actividad de ribonucleasa y se asocia con la
virulencia ya que en su forma soluble suprime la induccién de interferon 3 y posee epitopos
neutralizables menores; E1 es pobre inductora de anticuerpos neutralizantes y se encuentra
covalentemente unida a E2; E2 es la proteina mayoritaria, es la mas variable y posee epitopes
neutralizables dominantes; P7 no esta definida su funcion, y se desconoce si es estructural o no
estructural. Las proteinas NS2 y NS3 son altamente conservadas y tienen funcién de RNA-
helicasa y serin-proteasa, NS4A es cofactor de serin-proteasa, NS4B y NS5A son
componentes de la replicasa y NS5B es la RNA-polimerasa RNA dependiente (Ridpath,
2010).

Clasificacion en biotipos, genotipos, subgrupos genémicos y grupos antigénicos

Biotipos

Pueden diferenciarse dos biotipos, en base a la capacidad de destruccion de células
cultivadas in vitro, uno citopatico (CP) y uno no citopatico (NCP), siendo los NCP
predominantes en la naturaleza. Los virus CP son escasos y generalmente se encuentran
asociados con brotes de EM, una enfermedad altamente letal. Se describe que virus CP surgen
de virus NCP a través de eventos mutacionales que llevan a la separacion de la proteina viral
NS2-3 del virus NCP, a las proteinas NS2 y NS3 del virus CP. La mutacién mas frecuente
resulta de una recombinacion en que pequefios trozos de genoma (originados de otro virus
VDVB o de la célula infectada) se insertan en el genoma de la cepa NCP. La
citopatogenicidad no es signo de virulencia in vivo, ya que las enfermedades mas severas se

asocian mayoritariamente con virus NCP (Ridpath, 2010).

Genotipos y subgrupos gendémicos

El analisis de regiones definidas del genoma del VDVB, como 5’UTR, NP, NS2-3 y
E2, revelo la existencia de variantes genéticas que pueden agruparse en genotipos Yy
subgrupos, en base a la similitud de sus secuencias nucleotidicas (Pellerin et al., 1994; Ridpath
et al., 1994; Becher et al., 1999; Vilcek et al., 2001). Los genotipos presentan una similitud de



secuencia de cerca del 60%, los subgrupos de 80 a 85%, y los virus que se ubican dentro de un
subgrupo presentan homologia cercana a un 90% (Bolin y Grooms, 2004). El analisis de la
region 5’UTR, que es la region del genoma mas conservada, se ha usado mayoritariamente
para definir genotipos de pestivirus (Vilcek et al., 1994) en tanto que NP y E2 parecen ser

mejores para distinguir diferentes subgrupos (Becher et al., 2003).

Se reconocen dos grupos genéticos o genotipos, el VDVB-1 y el VDVB-2 que se
consideran como dos especies diferentes dentro del género Pestivirus (Thiel et al., 2005), que
se suman a las especies VEF y VPPC. El VDVB-1 y el VDVB-2 estan asociados
mayoritariamente con enfermedades clinicas moderadas, pero en ocasiones provocan
enfermedades clinicas severas como el sindrome hemorragico producido por VDVB-2 (Corapi
et al., 1990; Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994). Se ha propuesto incluir especies o
genotipos adicionales como un VDVB-3 que tiene alta habilidad para generar infecciones
persistentes (Liu et al., 2009), un virus jirafa (Harasawa et al., 2000), un aislado obtenido de
suero fetal bovino originario de Brasil (Schirrmeier et al.,, 2004) que fue relacionado
filogenéticamente a un aislado de bdfalo y de animales P1 con infeccion persistente (Stahl et
al., 2007), pero estas propuestas aun no han sido aceptadas por el International Committee on
Taxonomy of Viruses (Ridpath et al., 2010).

Dentro de cada genotipo se describen subgrupos. Se reconocen 15 subgrupos
genémicos o también llamados subgenotipos para el VDVB-1 (VDVB-la, VDVB-1b,
VDVB-1c, VDVB-1d, VDVB-1le, VDVB-1f, VDVB-1g, VDVB-1h, VDVB-1i, VDVB-1j,
VDVB-1k, VDVB-1l, VDVB-1m, VDVB-1n, VDVB-10) (Vilcek et al., 2001; Fulton et al.,
2002; Hurtado et al., 2003; Toplak et al., 2004; Vilcek y Nettleton, 2006; Nagai et al., 2008) y
dos para el VDVB-2 (VDVB-2a, VDVB-2b) (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994;
Becher et al., 1999; Giangaspero y Harasawa, 2004).

Tanto genotipos como subgrupos presentan distribuciones geogréaficas que parecieran
dar cuenta de las rutas de movimiento de los animales (Bolin y Grooms, 2004), pero la
predominancia de un subgrupo filogenético en algin area es dinamica, ya que en Estados
Unidos entre los afios 1994 y 2001 los porcentajes de prevalencia de VDVB-1a, VDVB-1b y
VDVB-2a fueron de 21%, 43% y 36% respectivamente, y estudios de aislados recuperados



después del afio 2001 sefialan un porcentaje decreciente para VDVB-1a y VDVB-2a, con un
aumento de 75% a 100% de las muestras de VDVB-1b (Ridpath et al., 2011).

Diferentes genotipos y subgrupos de VDVB han sido descritos en rumiantes de
distintos paises, como ejemplo en Portugal VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1d, VDVB-1e, y
VDVB-2 (Barros et al., 2006); en Espafia VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1c, VDVB-1e y
VDVB-1h (Vilcek et al., 2001; Arias et al., 2003; Hurtado et al., 2003); en Francia VDVB-1a,
VDVB-1b, VDVB-1d, VDVB-1e, VDVB-1l y VDVB-2a (Jackova et al., 2008); en Suiza,
VDVB-1b, VDVB-le, VDVB-1h y VDVB-1k (Bachofen et al., 2008); en Eslovenia
VDVB-1b, VDVB-1d, VDVB-1f y VDVB-1g (Toplak et al., 2004); en Turquia VDVB-1a,
VDVB-1b, VDVB-1d, VDVB-1f, VDVB-1h, VDVB-1l y VDVB-2 (Yesilbag et al., 2008); en
Japon VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1c, VDVB-1j, VDVB-1n, VDVB-1o0 y VDVB-2a
(Tajima, 2004; Nagai et al., 2008); en Corea VDVB-1b y VDVB-2 (Kim et al., 2006); en
Australia VDVB-1a y VDVB-1c (Ridpath et al., 2010); en Argentina VDVB-1a y VDVB-2
(Julid et al., 2009) y en Chile VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1i, VDVB-1j, VDVB-2a (Pizarro-
Lucero et al., 2006; Beamin, 2009; Donoso, 2009).

Grupos antigénicos
La baja homologia de la secuencia de nucleotidos del gen que codifica para la proteina
E2, responsable de inducir la produccién de anticuerpos neutralizantes, condiciona una gran

diversidad antigénica en las poblaciones de VDVB (Couvreur et al., 2002; van Rijn, 2007).

Para caracterizar antigénicamente los aislados virales, se han utilizando distintas
técnicas seroldgicas que permiten determinar diferencias en la reactividad entre ellos,
pudiendo ser demostrada la existencia de dos grupos antigénicos que se correlacionan
perfectamente con los genotipos VDVB-1 y VDVB-2, para ello se han empleado anticuerpos
monoclonales (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al., 1994; Wakeley et al., 2004), pruebas de
neutralizacion con sueros policlonales (Bolin y Ridpath, 1998; Fulton et al., 2003; Couvreur et
al., 2002; Patel et al., 2005) y pruebas de respuesta inmune a vacunas (Paton et al., 1999;
Fulton et al., 2003). Sin embargo, no hay consenso respecto de si aislados virales

pertenecientes a diferentes subgrupos gendémicos se correlacionan con las diferencias



antigénicas. Si bien existe el antecedente que es posible diferenciar antigénicamente aislados
virales del subgrupo VDVB-la de aislados virales del VDVB-1b mediante el uso de
anticuerpos monoclonales (Bolin y Ridpath, 1998), Dekker et al. (1995) recomiendan la
aplicacion de pruebas de neutralizacion cruzada, enfrentando parejas de aislados virales de
forma bidireccional, para determinar correctamente las diferencias antigénicas entre ellos, ya
que los resultados obtenidos con anticuerpos monoclonales dependen en gran medida de la
composicion de la bateria de anticuerpos monoclonales utilizada, incluyendo el nimero de
anticuerpos, la estabilidad de los epitopos que reconocen Yy las caracteristicas antigénicas de
los aislados utilizados para producir dichos anticuerpos, siendo necesaria la inclusion de
anticuerpos especificos para las variantes antigénicas existentes. Ademads, las pruebas de
neutralizacion tienen la ventaja de diferenciar, dentro de la poblacion de anticuerpos
generados frente a un virus, a aquellos que tienen la capacidad de neutralizar su infectividad,
caracteristica que permitiria seleccionar en mejor forma las cepas vacunales que se deben
utilizar, a fin de obtener resultados mas exitosos en los procesos de inmunizacion. Mediante la
aplicacion de pruebas de neutralizacidn cruzada en aislados virales pertenecientes a diferentes
subgrupos gendmicos, se han encontrado tanto diferencias como similitudes antigénicas entre
virus pertenecientes a los distintos subgrupos genémicos (Nagai et al., 2001; Couvreur et al.,
2002; Fulton et al., 2003; Pizarro-Lucero et al., 2006). Para conocer si existen diferencias
antigénicas significativas entre dos aislados virales, algunas investigaciones utilizan el
coeficiente de similitud antigénica (R) (Archetti y Horsfall, 1950), que considera las
reactividades relativas de las reacciones homologas y heter6logas entre dos virus y sus
anticuerpos. El coeficiente R entrega un valor de entre 1 y 100 que permite establecer el grado
de parentesco antigénico entre dos aislados virales. Valores menores o iguales a 25,
representan diferencias mayores o iguales a cuatro veces en los titulos neutralizantes entre los
sueros homologos y heter6logos, considerandose que las diferencias antigénicas son
significativas, mientras que valores mayores a 25 demuestran que hay similitud antigénica, lo
que quiere decir que, aunque habiendo diferencias antigénicas, estas no son significativas
(Hubélek, 1982). La aplicacion del coeficiente de similitud antigénica ha corroborado
resultados aportados con el empleo de anticuerpos monoclonales, demostrando que hay
diferencias antigénicas significativas entre especies de pestivirus (Avalos-Ramirez et al.,
2001; Becher et al., 2003; Thabti et al., 2005; Ridpath et al., 2010), entre genotipos del VDVB



(Avalos-Ramirez et al., 2001; Becher et al., 2003; Bachofen et al., 2008; Ridpath et al., 2010;
Behera et al., 2011) y ha detectado tanto diferencias como similitudes antigénicas entre
subgrupos pertenecientes a un mismo genotipo (Botton et al., 1998; Becher et al., 2003;
Bachofen et al., 2008; Nagai et al., 2008; Ridpath et al., 2010; Behera et al., 2011).

Infeccion de Especies Animales con Pestivirus

Histdricamente, los pestivirus fueron denominados dependiendo del hospedero animal
de donde se aislaban. Sin embargo, hoy se sabe que hay transmision entre especies, lo que ha
sido demostrado en forma natural y experimental (Paton et al., 1995b; Paton et al., 1997). Por
ejemplo, el VDVB ademas de infectar al bovino también infecta a ovinos (Carlsson, 1991;
Becher et al., 1995; Pratelli et al., 2001), caprinos (Leken et al., 1982; Carlsson, 1991; Pratelli
et al., 2001; Lamm et al., 2009), porcinos (Wensvoort y Terpstra, 1988; Liess y Moennig,
1990), alpacas, Ilamas (Wentz et al., 2003; Evermann, 2006; Celedon et al., 2006; Mattson et
al., 2006; Kim et al., 2009), especies silvestres incluyendo ciervos (Becher et al., 1999),
bufalos (Stalder et al., 2005), antilopes (Vilcek et al., 2005), rebecos (Arnal et al., 2004), pudd
(Pizarro-Lucero et al., 2005), caribis (Avalos-Ramirez et al., 2001) y jirafas (Becher et al.,
1997; Harasawa et al., 2000). ElI VEF infecta a ovinos, caprinos, y ocasionalmente se ha
aislado de bovinos (Snowdon, 1973; Becher et al., 1999; Hornberg et al., 2009; Strong et al.,
2010) y de porcinos (Roehe et al., 1992; Vilcek y Belak, 1996). EI VPPC sdlo se ha aislado de

porcinos domésticos y silvestres (Loan y Storm, 1968; Strong et al., 2010).

Efectos de la Infeccion por Pestivirus en Bovinos, Ovinos y Caprinos

La infeccion con VDVB, en el bovino, produce diversas manifestaciones clinicas
dependiendo de multiples factores como la edad, estado inmunoldgico, etapa de prefiez en la
hembra, edad de gestacion del feto al tiempo de la infeccion, nivel de estrés al momento de la
infeccion, infecciones concurrentes con otros patdgenos, virulencia del virus, biotipo del virus
y diversidad antigénica. Los virus NCP tienen capacidad para infectar al feto provocando

aborto, defectos congeénitos o el desarrollo de inmunotolerancia y subsecuente infeccion
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persistente, capacidad que no se produce con virus CP (Bolin y Grooms, 2004). El virus tiene
afinidad por las células involucradas en el sistema inmune generando inmunodepresion. La
mayoria de los aislados de VDVB-1 y VDVB-2 son de baja virulencia y producen enfermedad
subclinica o leve (Ridpath y Neill, 2000). La presentacion subclinica se asocia con fiebre
moderada, leucopenia y desarrollo de anticuerpos neutralizantes. Se estima que entre el 70% a
90% de las infecciones son subclinicas (Ames, 1986). La presentacion clinica de la DVB
consiste en letargia, anorexia, fiebre, diarrea y disminucion de la produccion de leche en vacas
en lactancia. Al final de la década de 1980, en Estados Unidos se produjo una enfermedad por
VDVB, denominada “sindrome hemorragico”, caracterizada por presentar trombocitopenia
severa, diarrea hemorragica, epistaxis, hemorragias en las superficies mucosas, sangramiento
en los sitios de inyeccion, hemorragia en la camara anterior del ojo, fiebre, leucopenia y
muerte (Corapi et al., 1990). Al comienzo de la década de 1990, en Canada aparece otra forma
atipica de infeccion por VDVB, denominada “infeccion severa”, que curs6 en forma
sobreaguda con fiebre, neumonia y muerte repentina en animales de todas las edades, llegando
a producir hasta un 25% de muertes en terneros (Carman et al., 1998). Los virus aislados en
las dos formas virulentas fueron genotipificados como VDVB-2 (Pellerin et al., 1994; Ridpath
et al., 1994). En ocasiones, también se han presentado brotes de enfermedad severa en que se
ha aislado VDVB-1 con signos como diarrea, deshidratacion rapida y muerte (Vilcek et al.,
2001). En periodo reproductivo las consecuencias de la infeccion por el VDVB se asocian con
infertilidad, muerte embrionaria, defectos congénitos, abortos e infeccién fetal. Lo maés
importante es la infeccion del feto entre los 30 y 125 dias de gestacion que puede producir el
desarrollo de inmunotolerancia al virus y el subsecuente nacimiento de un ternero Pl con
VDVB NCP. Un bovino PI con VDVB sirve como reservorio y fuente de transmision de virus
dentro y entre rebafios (Bolin y Grooms, 2004) y ademas es susceptible de sufrir la EM,
enfermedad que se produce Gnicamente en animales Pl con VDVB NCP de cualquier genotipo
que se reinfectan con una cepa VDVB CP. La EM es de presentacion esporadica, de baja
morbilidad y letalidad cercana al 100%. Cursa con signos clinicos de fiebre, anorexia, letargia,
diarrea sanguinolenta abundante, deshidratacion, descarga nasal muco purulenta y la lesién
consiste en Ulceras extensivas en la mucosa del tubo digestivo. La muerte se produce alrededor

de dos semanas de iniciados los signos clinicos (Thiel et al., 1996).
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La infeccion por pestivirus en ovinos se describe desde el afio 1959 cuando, por
primera vez, se presento en la region de la frontera entre Inglaterra y Gales una enfermedad
neuroldgica en corderos recién nacidos caracterizada por tremor y un anormal crecimiento del
vellén (Hughes et al., 1959). El aislado viral se llamé VEF. Posteriormente, la enfermedad de
la frontera (EF) fue descrita en Europa, Nueva Zelanda, Australia y América del Norte (Hussin
y Woldehiwet, 1994). Analisis filogenéticos de aislados virales obtenidos de ovinos y caprinos
de diferentes paises han permitido segregar el VEF en al menos siete grupos gendmicos: el
VEF-1 detectado en ovinos de Estados Unidos (Sullivan et al., 1997), el Reino Unido (Vilcek
et al., 1997), Australia (Becher et al., 1994) y Nueva Zelanda (Vilcek et al., 1998); el VEF-2
en rumiantes de Alemania (Becher et al., 2003); el VEF-3 en Suiza (Stalder et al., 2005),
Austria (Krametter-Froetscher et al., 2007) y Francia (Dubois et al., 2008); el VEF-4 en
Espafia (Arnal et al., 2004); el VEF-5 y VEF-6 en Francia (Dubois et al., 2008); y el VEF-7 en
Italia (Giammarioli et al., 2011). En Tunez se detect un nuevo subgrupo de VEF constituido
por aislados de Tunez (Thabti et al., 2005). Todos estos grupos genémicos se llaman VEF
verdaderos, para diferenciarlos de los VEF “like” que corresponden a aislados obtenidos de
ovinos y caprinos tanto sanos como con EF, y que han sido identificados mediante analisis
genémico como VDVB-1 y VDVB-2 (Scherer et al., 2001; Giangaspero y Harasawa, 2004;
Kim et al., 2006; Julia et al., 2009; Krametter-Froetscher et al., 2010).

Enfermedad de la Frontera

La EF puede ser producida por VEF, VDVB-1 y VDVB-2 (Carlsson, 1991; Vilcek et
al., 1997; Pratelli et al., 2001; Giangaspero y Harasawa, 2004). Sus hospedadores naturales
son los ovinos (Nettleton, 1990; Pratelli et al., 2001) y secundariamente los caprinos (Lgken et
al., 1982; Pratelli et al., 2001). Es una enfermedad neuroldgica de los corderos recién nacidos
caracterizada por presentar desde un tremor continuo a contracciones tonico clénicas de los
musculos esqueléticos de todo el cuerpo y la cabeza; tienen movimientos descoordinados,
marcha irregular y postura anormal; el vellén presenta un crecimiento anormal que se
caracteriza por la presencia de pelos largos ubicados alrededor del cuello y espalda. Los
corderos pueden presentar defectos teratogénicos y menor peso, muriendo la mayoria durante

las primeras semanas de vida; los sobrevivientes tienen un escaso crecimiento y son mas
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susceptibles a otras enfermedades, especialmente parasitos gastrointestinales, pulmonares y
otras infecciones (Pratelli et al., 2001; Giammarioli et al., 2011). Gradualmente pierden los
tremores del cuerpo y las anormalidades del vellon (Hussin y Woldehiwet, 1994). En
infecciones durante la primera etapa de gestacion se puede producir muerte embrionaria y
aborto con pérdidas que pueden llegar a un 40%, que sumado a la pobre ganancia de peso de
los corderos y cabritos infectados, hace que se generen considerables pérdidas econdmicas en
la crianza de ovinos y caprinos (Arnal et al., 2004; Thabti et al., 2005; Valdazo-Gonzélez et
al., 2006; Marco et al., 2008; Giammarioli et al., 2011). La infeccion congenita, al igual que
en el bovino, puede dar nacimiento de animales Pl con viremia de por vida y excrecion de
virus por via respiratoria, digestiva y tracto urinario. La mayoria de estos animales no
muestran signos clinicos, pero son muy importantes en la epidemiologia de la enfermedad
siendo fuente de infeccion para otros animales domésticos y silvestres (Carlsson y Belak,
1994; Paton et al., 1995b; Paton et al., 1997; Krametter-Froetscher et al., 2010) y pueden
hacer una enfermedad similar a la EM del bovino (Barlow et al., 1983), caracterizada por
diarrea persistente y alteracion respiratoria, pero las lesiones histopatoldgicas, a diferencia del
bovino, se centran en lesiones inflamatorias linfoproliferativas en el sistema nervioso central,
tracto intestinal, pulmones, corazén y rifién. Cuando la infeccion fetal ocurre en el Gltimo
estado de gestacion, los corderos son capaces de montar una respuesta inmune especifica al
virus, caracterizada por una seroconversion dentro de tres semanas. Los corderos infectados
después del nacimiento sufren una enfermedad moderada o subclinica. En las ovejas prefiadas
los signos detectables son un bajo grado de pirexia, una leucopenia de corta duracion y una
leve descarga vaginal posterior al aborto. En ovejas inmunocompetentes, infectadas
experimentalmente, se produce una linfopenia pasajera, y los anticuerpos seroneutralizantes se
detectan tres a cinco semanas posterior a la infeccion y persisten por periodos de 8 a 16 meses
(Hussin y Woldehiwet, 1994).

En caprinos se ha demostrado por anélisis serologico que la infeccidn por pestivirus
estd ampliamente diseminada (Legken, 1995; Krametter-Froetscher et al., 2006), sin embargo,
la presentacion de la enfermedad clinica es escasa y se caracteriza mayormente por afectar a
hembras prefiadas produciendo placentitis severa, abortos, baja viabilidad de los cabritos
recién nacidos y malformaciones en fetos y neonatos (Laken et al., 1982; Becher et al., 1997;
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Nettleton et al., 1998; Pratelli et al., 1999; Pratelli et al., 2001; De Mia et al., 2005; Kim et al.,
2006). En el afio 1999, en un rebafio de 1.700 caprinos se vieron afectados 600 cabezas con
VDVB-1b presentando diarrea severa, ataxia, caquexia, muerte perinatal, alta tasa de abortos,
y muerte de 500 animales (Kim et al., 2006). Se describen so6lo algunos casos de caprinos Pl
(Hurtado et al., 2004), lo que lleva a pensar que los ovinos y particularmente los bovinos son
el mayor reservorio de pestivirus para los caprinos (Lgken, 1995).

Control de Infecciones Producidas por Virus Diarrea Viral Bovina

Considerando las pérdidas productivas y reproductivas que ocasiona la infeccion con
VDVB en el ganado bovino, en el afio 2007 la Oficina Internacional de Epizootias agregé el
VDVB a la lista de enfermedades del bovino reportables, pero sin considerar las infecciones
por el mismo virus en otras especies, en especial ovinos y caprinos, que pueden comportarse

como reservorio del virus para el bovino.

Se sostiene que la principal medida para controlar la infeccion por el VDVB consiste
en identificar y retirar los animales Pl del rebafio, debido a que son la mayor fuente de
contagio, por la elevada y permanente eliminacion de particulas virales a través de todas sus
secreciones y excreciones (Ridpath, 2010). Este es un proceso complejo porque los animales
Pl, en la mayoria de las veces, no exteriorizan esta condicion, requiriéndose del diagnéstico de
laboratorio para detectar viremia y ausencia de respuesta inmune sostenida en el tiempo. Otra
medida de control consiste en aplicar vacunas con el fin de evitar la infeccion del feto y la
pérdida del ternero, o el nacimiento de un animal Pl. Al respecto, el mercado dispone de
vacunas modificadas y vacunas inactivadas, la mayoria son monovalentes y contienen cepas
de referencia del VDVB-1a, un namero reducido son bivalentes conteniendo VDVB-la y
VDVB-2a y solo se describe una que contiene VDVB-1b. La inmunidad conferida por
anticuerpos neutralizantes es efectiva solo cuando la diferencia en los epitopes neutralizables
de la glicoproteina E2, entre la cepa de vacuna y el virus de campo, es minima. Las mayores
diferencias antigénicas se presentan entre aislados de VDVB-1 y VDVB-2 con resultados de
cero o0 cercanos a cero en su capacidad de neutralizacién (Pellerin et al., 1994; Paton et al.,
1999; Fulton y Burge, 2000; Avalos-Ramirez et al., 2001; Becher et al., 2003; DesCoteaux et
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al., 2003; Patel et al., 2005), de tal modo que la aplicacion de vacunas seria efectiva cuando la
cepa de la vacuna presenta alta homogeneidad antigénica con el virus de campo. Es posible
que la inmunidad alcanzada impida la presentacion clinica de la enfermedad, pero no evita la
viremia y por consiguiente, no previenen la infeccion del feto dandose la posibilidad de
generar animales PI, que no permiten eliminar el virus de las poblaciones. Ademas, los
disefios de los programas de vacunacion deben considerar situaciones de estrés, edad, estado

de prefiez y periodos de mayor vulnerabilidad a la infeccion (Ridpath, 2010).

Situacion de la Infeccién por Virus Diarrea Viral Bovina en Chile

Después de sospechar de la presencia del VDVB en el pais, el primer aislamiento se
produjo el afio 1985 cuando se presentd un brote de EM en el sur del Chile (Reinhardt et al.,
1986). Posteriormente, el virus se ha aislado de animales sanos, enfermos, fetos abortados
(Celeddn et al., 1997a), bovinos Pl (Celedon et al., 1998), ovinos, caprinos (Muller, 2003),
camélidos sudamericanos (Celedon et al., 2006) y de un pudd (Pizarro-Lucero et al., 2005).
Estudios seroldgicos detectaron prevalencias de un 69% en bovinos de la Region de la
Araucania y Regién de Los Lagos (Reinhardt et al., 1990) y de 60% en bovinos de leche y
86% en bovinos de carne de la Regién Metropolitana (Celeddn et al., 1996; Celedén et al.,
1997b). Pesquisas serolégicas han demostrado en ovinos un 19% (60 de 321) de positivos
procedentes de la Regién Metropolitana y de la Region de Magallanes y de la Antéartica
Chilena (Celedon et al., 2001). En caprinos se detectd seropositividad de 6,5% (21 de 322
positivos) de muestras procedentes de la Region de Coquimbo y de la Regién Metropolitana
(Celedon et al., 2001). En camélidos sudamericanos, ubicados en diferentes lugares de la
Regién Metropolitana, la seropositividad fue de un 11% (8 de 74 alpacas) y un 14% (6 de 43
Ilamas) (Celedon et al., 2001).

Los anélisis filogenéticos de aislados obtenidos de diferentes especies animales,
demuestran que los bovinos se infectan con los subgrupos VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1i,
VDVB-1j y VDVB-2a, seglin la nomenclatura de la region 5’UTR (Pizarro-Lucero et al.,
2006; Donoso, 2009). Por otra parte, en ovinos y caprinos los aislados han correspondido a

subgrupo VDVB-1e y en camélidos sudamericanos los aislados se han identificado como
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subgrupo VDVB-1b, VDVB-1e y VDVB-2a, segin la nomenclatura del analisis de la regién
E2 (Beamin, 2009). Cabe destacar que los aislados identificados como VDVB-1e por analisis
del segmento E2 corresponden al subgrupo VDVB-1j en el analisis del segmento 5°UTR
(Vilcek et al., 2001; Aguirre, 2009; Beamin, 2009). Los aislados se han obtenido de animales
sanos y de animales enfermos desconociéndose el rol patégeno y el grado de inmunidad

cruzada entre aislados de diferentes genotipos y subgrupos obtenidos de las especies animales
mencionadas.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Existen diferencias antigénicas entre aislados de VDVB-1j obtenidos de ovinos y
caprinos, con VDVB-1b y VDVB-1j obtenidos de bovinos, VDVB-2a obtenido de camélidos
sudamericanos y VDVB-1a de cepas de referencia.

OBJETIVO GENERAL

Conocer el comportamiento antigenico de aislados de VDVB obtenidos de ovinos y
caprinos en relacion a aislados y cepas de referencia de VDVB de diferentes genotipos y
subgrupos obtenidas de bovinos y de camélidos sudamericanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producir reservas de VDVB-1j aislados de ovinos y caprinos, de VDVB-1b y VDVB-
1j aislados de bovinos, de VDVB-2a aislados de camélidos sudamericanos y de VDVB-1a

aislados de bovinos.

Elaborar, en conejos, sueros hiperinmunes contra VDVB-1j aislados de ovinos y
caprinos, VDVB-1b y VDVB-1j aislados de bovinos, VDVB-2a aislados de camélidos

sudamericanos y VDVB-1a aislados de bovinos.
Establecer si existen diferencias antigénicas entre VDVB-1j aislados de ovinos y

caprinos, con VDVB-1b y VDVB-1j aislados de bovinos, VDVB-2a aislados de camélidos

sudamericanos y con VDVB-1a aislados de bovinos y usados como cepas de referencia.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se utilizaron cepas de referencia y aislados de VDVB obtenidos de bovinos, ovinos,
caprinos y camélidos sudamericanos, genémicamente identificados en su genotipo y subgrupo.
Las muestras se encontraban congeladas a -80° C en el Laboratorio de Virologia de la Facultad

de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Cuadro N° 2, Figura N° 1).

Produccién de Reservas Virales

Los aislados y las cepas de referencia fueron recuperados cultivandolos en monocapas
de células MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) haciendo los pasajes necesarios para obtener
titulos minimos de 10° dosis infectante cultivo de tejido 50% (DICTso) por ml, en cantidades
adecuadas, y bajo condiciones de bioseguridad aceptadas (Anexo N° 1). Para ello, se
sembraron 800.000 células en una superficie de 40 cm? las que fueron cultivadas en 10 ml de
medio esencial minimo Eagle (GIBCO BRL, Cat. N° 41500-067) adicionado de Hepes
(GIBCO BRL, Cat. N° 11344-041), 1 mM de piruvato de sodio (GIBCO BRL Cat. N°
11360-070), 1,5 g/l de bicarbonato de sodio, 100 Ul de penicilina, 100 mg de estreptomicina y
2,5 mg de fungizona por ml de medio de cultivo (MEM) el que adicionado de un 8% de suero
equino (obtenido del Instituto de Salud Publica de Chile, inactivado a 56° C por 30 minutos),
constituy6 el MEM de crecimiento. A las 24 horas de permanecer a temperatura de 37° C, una
vez formada la monocapa de células, se retird el MEM de crecimiento, se inocul6 200 ul de
virus, se incub6 una hora a 37° C y se agregd 10 ml de MEM adicionado de un 1% de suero
equino (MEM de mantencion). Los cultivos inoculados se mantuvieron a 37° C con
observaciones microscopicas diarias; en los inoculados con virus CP (cepas de referencia
NADL, Singer y Oregon), la incubacién se mantuvo por 48 a 72 horas hasta producirse
alrededor del 90% de destruccion de las células, y en los inoculados con virus NCP, la
incubacion se mantuvo por 72 horas. Posteriormente, se sometieron a tres ciclos de

congelacién y descongelacion, para lisar las células y liberar el virus de su ubicacién
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intracelular. EI medio de cultivo que contenia particulas virales y lisado de células se
centrifugd a 1000 g por 15 minutos a temperatura de 4° C y el sobrenadante se distribuyo en
alicuotas de 1 ml que fueron conservadas a -80° C para, posteriormente, cuantificar la

infectividad viral.

Cuadro N° 2

Identificacion de cepas de referencia y aislados del Virus Diarrea Viral Bovina (VDVB)
utilizados en este estudio, designados bajo la nomenclatura de analisis de un segmento de la

region no traducida 5°UTR del VDVB

Identificacion: Genotipoy : Especie Sianos clinicos Tipo de Afio de Lugar geoarafico Cita
del virus subgrupo ' de origen Y muestra = aislamiento gar geog bibliografica
. . Gutekunst y
* -
NADL VDVB-1a | Bovino Muerto Bazo 1963 Estados Unidos Malmquist, 1963
Singer* VDVB-1la | Bovino SA SA SA Estados Unidos Deregt, 2005
Oregon* VDVB-1la | Bovino SA SA 1960 Estados Unidos Glllesl|09|§0et all,
CH113 VDVB-1b Bovino = 'Mfeccion Sangre 1995 RM, C. Marfa Pinto | © 'zarro-Lucero
persistente et al., 2006
. Alteraciones -
CH1025 VDVB-1b | Bovino reproductivas Sangre 2007 RM, C. Melipilla Donoso, 2009
R. del Libertador .
CH511** VDVB-1j | Bovino | Feto abortado | Organos 1993 Bernardo O’Higgins Pizarro-Lucero
et al., 2006
C. Rancagua
C81*** VDVB-1j ' Caprino Sano Sangre 1998 RM, C. Til-Til Beamin, 2009
CL27*** VDVB-1j | Caprino Sano Sangre 1998 R. d(e: C(;’\‘j:l'lrg‘bo’ Beamin, 2009
CL67**+ VDVB-1j | Caprino Sano Sangre 1998 R.de Coquimbo, - g in 2009
C. Ovalle
C1305*** VDVB-1j : Caprino Sano Sangre 2001 RM Beamin, 2009
01348 %x+ VDVB-1j  Ovino Sano Sangre 2001 RM, CMS;B (;Jose e Beamin, 2009
01388**  VDVB-1j = Ovino Sano Sangre 2001 R.de Coquimbo, | goomin 2009
C. de Ovalle
01730%** VDVB-1j = Ovino Sano Sangre 2002  R-deMagallanesyla g0, o009
Antartica Chilena
A27 VDVB-2a | Alpaca Sano Sangre 1998 RM Beamin, 2009
LL626 VDVB-2a | Llama Sano Sangre 1999 RM, C. LaPintana : Beamin, 2009

*Cepa de referencia. **Corresponde a VDVB-1c bajo el analisis realizado por Pizarro—Lucero et al., 2006.

***Corresponde a VDVB-1e bajo el anélisis de una fraccion del gen de la proteina E2.

SA = Sin antecedente. RM = Region Metropolitana. R. = Region. C. = Comuna
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Avrbol 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 construccion del arbol
incluyo el método Neighbor-Joining, analisis
de 2 pardmetros de Kimura y andlisis de
boostrap de 1000 réplicas (Beamin, 2009).
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Cuantificacién de la Infectividad Viral

Para conocer los titulos infecciosos, los virus se diluyeron en base 10, desde 107 hasta
10, Cada una de las diluciones se sembraron en un volumen de 50 ul por pocillo, empleando,
por dilucion, cuatro pocillos con monocapas de aproximadamente 10.000 células MDBK cada
uno. Se incub6 a 37° C por 60 minutos y luego se adiciond 50 ul de MEM de mantencion a
cada pocillo. Posteriormente, se incubd a 37° C en un ambiente de 5% de CO, por un periodo
de 72 horas. Para la titulacion de los virus CP, que corresponden a las cepas de referencia, la
presencia del virus en los pocillos inoculados se evidencio por la aparicion de destruccion
celular, y en los NCP la evidencia se obtuvo detectando antigenos virales en las células

mediante la prueba de inmunoperoxidasa indirecta (IP1).

Para la prueba de IPI, las monocapas celulares se lavaron con solucion tampén fosfato
0,01M y pH 7,6 (PBS) y se fijaron a la microplaca aplicando 200 ul de acetona concentrada al
20% en PBS, por 30 minutos. Posteriormente, se descartd la acetona, se secaron por un
minimo de cuatro horas bajo el calor de una ampolleta de 40 watts, se lavaron dos veces con
PBS adicionado de Tween® 20 y luego se aplicd una mezcla de cuatro anticuerpos
monoclonales dirigidos contra pestivirus (Central Veterinary Laboratory Agency IPEX-BVD
staining kit Cat. N° PA 0258) y se dejo incubando por 60 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se repitieron los lavados y luego se adiciond un conjugado de anticuerpos de
caprino anti-inmunoglobulina de ratén unido a peroxidasa de rdbano picante, (Goat anti—
mouse IgG-HRP, Invitrogen Cat. N° D22185) el que se dejé actuar por 60 minutos y
posteriormente se repitieron los lavados. Finalmente, se reveld la presencia de antigenos
virales mediante la adicion del sustrato diaminobencidina que, en presencia de perborato de
sodio, generd un color marrén que se observo en el citoplasma de las células infectadas,

contrastando con el nucleo sin tefiir.
El titulo viral se calculd a través del método de Reed y Muench (1938), que determina

la dilucion que presenta antigenos virales en el 50% de los pocillos inoculados, esto fue

expresado en el valor reciproco de la dilucion, como dosis infectante cultivo de tejido 50%.
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En caso que el titulo viral fuera menor a 10° DICTso/ml, se repitié el proceso de
inoculacion viral en nuevas monocapas de células de 40 cm?y se tituld, nuevamente, la partida

de virus cosechado.

Elaboracion de Sueros Hiperinmunes

La produccion de sueros hiperinmunes policlonales se realizd en conejos de raza
Neozelandés de méas de 2 kg, obtenidos en el Bioterio del Instituto de Salud Publica de Chile,
que fueron mantenidos bajo las condiciones sefialadas por Romero y Fuenzalida (1983)
(Anexo N° 2). Cada conejo fue inoculado en la vena marginal de la oreja con 1 ml conteniendo
100.000 DICTsq de una de las cepas de referencia o de los aislados virales, en los dias 1, 3, 5,
7y 9. En el dia 40 se reinoculd 1 ml del mismo virus por la misma via y al cabo de 15 dias se
tomo6 una muestra de sangre y se midid, por prueba de seroneutralizacion (detallada mas
adelante), el nivel de anticuerpos frente al virus que indujo su produccion (virus homdlogo). Si
el suero tenia un titulo menor a 80 dosis protectivas 50% (DPsg), se administré una nueva

dosis de virus y posterior a 10 dias se tomo la muestra de sangre.

Para obtener el suero hiperinmune se extrajo un volumen aproximado de 200 ml de
sangre desde la vena marginal de la oreja, previa sedacion del animal con acepromazina (0,04
mg/Kg) y posterior sacrificio por sobredosis de anestesia (ketamina 5 mg/Kg). La sangre
extraida se dejé coagular por 24 horas, luego se retiro el suero, se centrifugd a 1.000 g, se
descomplementd por calentamiento en bafio de agua a 56° C por 30 min y se hicieron alicuotas

de 1 ml que se conservaron a -20° C.

Titulacién de Sueros Hiperinmunes

Para la titulacion de los sueros hiperinmunes se realizo la prueba de seroneutralizacién
(SN) haciendo reaccionar diluciones al doble de los sueros, desde 1:2 hasta 1:2048 con 100
DICTsp del virus homologo. Las mezclas suero-virus se incubaron a 37° C por una hora vy,

posteriormente, se sembraron en volumenes de 100 ul por pocillo, en cuatro pocillos que
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habian sido sembrados con 100.000 células 24 horas antes. Después de incubar 60 minutos a
37° C, se agregd medio de cultivo de mantencidon y se incubd por 72 horas a 37° C en ambiente
con 5% de CO,. En la reacciéon que incluia las cepas CP la no proteccion del suero se
identificé por la observacion de destruccion de la monocapa celular y en los aislados NCP se
aplicé la prueba de IPI para detectar la presencia de antigenos virales en las células. El titulo
de SN del suero, que corresponde al valor reciproco de la dilucion de suero que impide que el
50% de los cultivos presente antigenos virales, fue calculado por el método de Reed y Miiench

(1938) y se expresa en dosis protectiva 50%.

Determinacion de Antigenicidad Cruzada entre los Virus

Para determinar si existen diferencias antigénicas entre los aislados de VDVB-1j
obtenidos de ovinos y caprinos, con las cepas y los aislados de VDVB-1la, VDVB-1b y
VDVB-1j y VDVB-2a, los sueros se titularon en pruebas de SN cruzadas, en que se hizo
reaccionar cada suero hiperinmune con 100 DICTsy de su virus homologo y con 100 DICTsg
de cada uno de los virus heter6logos. Cada reaccion se repitio, en diferentes tiempos, un
minimo de tres veces. Con los titulos de SN de las tres mediciones se obtuvo la media
geomeétrica y con este valor se calculo el Coeficiente de Similitud Antigénica “R” entre cada

par de aislados (Archetti y Horsfall, 1950).

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

R =100><\/

Los valores menores o iguales a 25 representan diferencias en cuatro o mas veces los
titulos en sus sueros homologos y heterélogos e indica que existen diferencias antigénicas
significativas (Hubalek, 1982). Valores mayores a 25 dan cuenta de similaridad antigénica.
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RESULTADOS

En la produccion de las reservas virales VDVB, se hicieron entre tres a cinco pasajes
en cultivos celulares para obtener titulos sobre 10° DICTs, de cada una de las cepas y aislados
virales. En la elaboracion de sueros hiperinmunes, de 15 conejos inoculados con cada VDVB,
en 14 se obtuvieron titulos neutralizantes igual o mayor a 80 DPs,. El conejo utilizado con el
aislado C127 repiti6 el protocolo de inoculacion por tres veces sin lograr superar el titulo de

16 DPsg, por lo que el suero de este animal se retird de la experiencia.

Cada uno de los sueros neutralizaron en mejor forma a su virus homologo (virus que
indujo su produccion) que a los virus heterdlogos. El rango de DPs en la reaccion homoéloga
del subgrupo VDVB-1a fue de 360 a 770; del subgrupo VDVB-1b fue de 128 y 350; del
subgrupo VDVB-1]j fue de 128 a 340; y el de VDVB-2a fue de 170 y 80 (Cuadro N° 3).

Cuadro N° 3

Titulos de anticuerpos neutralizantes en reaccion de neutralizacion cruzada de Virus Diarrea
Viral Bovina (VDVB) de diferentes subgrupos genémicos obtenidos de cepas de referencia®y de
aislados de bovinos, ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos

Subgrupos virales
VDVB-1a VDVB-1b VDVB-1j VDVB-2a

NADL Singer Oregon CH113 CH1025 CH511 01348 01388 01730 C81 C167 C1305 A27 LL626

Sueros
anti

aNADL 660° 512 400 125 190 71 30 65 42 59 55 32 16 5
aSinger 160 360 280 30 & 2,5 2,5 5 2,5 3 2,5 2,5 & 5
aOregon 110 180 770 100 24 32 10 32 15 39 12 10 14 8

aCHI113 97 180 17 350 80 46 23 64 23 46 46 25 35 50
aCH1025 20 51 10 128 128 6 23 40 32 30 50 36 2,5 5

aCHS511 8 5 2 2,5 2,5 128 61 128 84 128 64 73 2,5 <2
01348 3 2,5 <2 2,5 2 140 180 180 120 160 112 112 2,5 <2
aO1388 3 12 4,4 3 2 280 65 340 290 210 256 160 2,5 <2

aO1730 2,5 2 4.4 2,5 2 59 46 92 260 240 71 224 2,5 <2
aC81 10 4 4,4 32 14 140 120 40 50 230 80 120 2,5 2,5
aCl167 11 4 2 3 3 59 32 60 42 84 128 60 2,5 2,5

aC1305 3 2,5 31 2 3 120 77 128 84 160 128 160 2,5 <2

aA27 4 2,5 3,6 4 2,5 <2 <2 2,5 <2 <2 <2 <2 170 160
alL626 <2 2,5 2,5 <2 2,5 <2 <2 2,5 <2 <2 <2 <2 32 80

*NADL, Singer y Oregon.

® DP,, = Valor reciproco de la dilucién de suero que neutraliza 100 DICTx,.

En negrita reaccién de suero con el virus que indujo su produccion.

Enmarcadas reacciones suero-virus pertenecientes a un mismo sugbrupo genémico.
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En las reacciones de neutralizacion en que se hizo reaccionar sueros con Vvirus
pertenecientes a un mismo subgrupo gendmico, los sueros producidos contra los aislados de
ovinos, caprinos y un bovino, que se ubican en el subgrupo VDVB-1j, en reaccion con los
virus heterologos, del mismo subgrupo, mostraron diferencias en sus capacidades
neutralizantes que no difirieron en méas de dos diluciones en relacion a la reaccion homologa.
En los subgrupos VDVB-1a, VDVB-1b y VDVB-2a3, la situacion fue similar (Cuadros N° 4 y
N° 5). Lo que estaria demostrando que, para estos aislados, los sueros policlonales producidos
contra virus de un subgrupo tienen capacidad para neutralizar a virus heterologos del mismo
subgrupo en igual magnitud o, a lo mas, con una diferencia de dos diluciones en sus titulos
DPso.

Cuadro N° 4

Numero de diluciones de diferencia en los titulos de anticuerpos entre la reaccion homologa
y las reacciones heterélogas de cada uno de los sueros preparados contra Virus Diarrea
Viral Bovina (VDVB) de diferentes subgrupos genémicos obtenidos de cepas de referencia 'y
de aislados de bovinos, ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos

Subgrupos virales

VDVB-1a VDVB-1b VDVB-1j VDVB-2a
Sueros anti NADL Singer Oregon  CH113 CH1025 CH511 01348 01388 01730 C81 C167 C1305 A27 LL626
oaNADL 660° <1° <1 2 1 3 4 3 3 3 3 4 5 7
aSinger 1 360 <1 3 6 7 7 6 7 6 7 7 6 6
aOregon 2 2 770 2 5 4 6 4 5 4 6 6 5 6
aCH113 1 <1 4 350 2 2 3 2 3 2 2 3 3 2
aCH1025 2 1 3 0 128 4 2 1 2 2 1 1 5 4
aCHS511 4 4 6 5 5 128 1 0 <1 0 1 <1 5 7
01348 5 6 7 6 6 <1 180 0 <l <1 <« <1 6 7
01388 6 4 6 6 7 <1 2 340 <1 <1 <« 1 7 8
a01730 6 7 5 6 7 2 2 1 260 <1 1 <1 6 8
aC81 4 5 5 2 4 <1 <1 2 230 1 <1 6 6
aCl67 3 5 6 5 5 1 2 1 1 <1 128 1 5 5
aCl1305 5 6 5 6 5 <1 1 <1 <1 0 <1 160 6 7
aA27 5 6 5 5 6 7 7 6 7 7 7 7 170 <1
alL626 6 5 5 6 5 6 6 5 6 6 6 6 1 80

# NADL, Singer y Oregon.

® En negrita DPs, de la reaccién de suero con el virus que indujo su produccion (reaccién homéloga).
¢ Diferencia en nimero de diluciones entre el titulo de las reacciones homdlogas y heterélogas.
Enmarcadas reacciones suero-virus pertenecientes a un mismo sugbrupo genémico.
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En las reacciones de neutralizacion en que se hizo reaccionar sueros con Vvirus
pertenecientes a diferentes subgrupos gendmicos, los sueros producidos contra los aislados de
los ovinos y caprinos (VDVB-1j), en reaccién con los virus de los subgrupos VDVB-1a,
VDVB-1b y VDVB-2a, mostraron diferencias en sus capacidades neutralizantes que
fluctuaron entre 2 a 8 diluciones (Cuadro N° 4) con promedios de 4,5 a 7 (Cuadro N° 5). Lo
anterior estaria demostrando que, los sueros policlonales producidos contra aislados VDVB-1j
de ovinos y caprinos, presentan promedios de diferencias por sobre cuatro diluciones en sus
titulos DPso en su capacidad de neutralizar a cepas de VDVB-1a, aislados de bovinos de
VDVB-1b y aislados de camélidos VDVB-2a.

Cuadro N°5

Promedios del nimero de diluciones de diferencia en los titulos de anticuerpos entre la reaccion
homdloga y las reacciones heterélogas de cada uno de los sueros preparados contra Virus
Diarrea Viral Bovina (VDVB) de diferentes subgrupos genémicos obtenidos de cepas de
referencia® y de aislados de bovinos, ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos

Subgrupos virales

Sueros anti VDVB-1a VDVB-1b VDVB-1j VDVB-1j VDVB-1j VDVB- 2a
bovino bovino bovino ovino caprino camélido

VDVB-1a bovino 3.2° 4,7 5,0 51 5,8
VDVB-1b bovino 1,8 3 2,2 1,8 35
VDVB-1j bovino 4,7 5,0 0,3 0,3 6,0
VDVB-1j ovino 58 6,3 0,7 0,2 7,0
VDVB-1j caprino 4,9 4,5 0,3 1 5,8
VDVB-2a camélido 5,3 55 6,5 6,2 6,5

# NADL, Singer y Oregon.
® promedio del niimero de diluciones de diferencia entre los titulos de las reacciones homélogas y heterélogas.

El coeficiente de similitud antigénica obtenido producto de las reacciones suero-virus
homologas y suero-virus heterélogas, que en valores menores o iguales a 25 indican
diferencias antigénicas significativas entre dos virus (Hubalek, 1982), demostré que entre los
aislados virales de los ovinos, de los caprinos y del bovino del subgrupo VDVB-1j, no
presentaron diferencias antigénicas significativas, ya que el valor minimo fue de 30 (Cuadro
N° 6) que ocurrié entre los aislados 01730 y C167, en tanto que los valores promedio de R
para las reacciones entre los aislados de las tres especies fueron de 51, 63 y 64 (Cuadro N° 7).

De igual manera, se demostro que las cepas dentro del subgrupo VDVB-1a, los aislados de
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bovinos dentro del subgrupo VDVB-1b y los aislados de camélidos dentro del subgrupo
VDVB-2a, no presentaron diferencias antigénicas significativas, con valores promedio de R de
44, 48 y 61, respectivamente (Cuadro N° 7).

Cuadro N° 6

Coeficiente de similitud antigénica® (R) entre Virus Diarrea Viral Bovina (VDVB)
pertenecientes a diferentes subgrupos genémicos obtenidos de cepas de referencia” y de
aislados de bovinos, ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos

Subgrupos virales

VDVB-1a VDVB-1b VDVB-1j VDVB-2a
NADL Singer Oregon CH113 CH1025 CH511 01348 01388 01730 C81 C167 C1305 A27 LL626

NADL : 100 59 29 23 21 8 3 3 2 6 8 3 2 1
Singer 100 43 21 6 2 1 2 1 1 1 1 1 2
Oregon 100 8 5 3 1 2 2 3 2 2 2 2
CH113 100 48 5 3 4 3 14 6 3 5 6
CH1025 100 3 4 4 4 12 10 7 2 3
CH511 100 61 91 39 78 48 65 2 2
01348 100 44 34 68 39 55 1 2
01388 100 55 33 59 61 1 1
01730 100 45 30 67 1 1
C81 100 48 72 1 2
C1e67 100 61 2 2
C1305 100 1 2
A27 100 61
LL626 100

# Valores menores o iguales a 25 representan diferencias significativas (Hubalek, 1982).
® NADL, Singer y Oregon.

Enmarcados virus pertenecientes a un mismo sugbrupo genémico.

En negrita corresponde al R de la reaccién homoéloga.

Los aislados de ovinos y caprinos asi como el de bovino, del subgrupo VDVB-1j, en
relacién con los virus pertenecientes a los otros subgrupos genémicos, mostraron coeficientes
de similitud antigénica individuales menores a 25, y como promedios, entre R = 1 y 8
demostrando que existen diferencias antigénicas significativas entre los aislados del subgrupo
VDVB-1j con las cepas de VDVB-1a, los aislados de bovinos del subgrupo VDVB-1b y los
aislados de camélidos del subgrupo VDVB-2a. Los valores de R entre los virus pertenecientes
a los subgrupos VDVB-1a, VDVB-1b y VDVB-2a también mostraron diferencias antigénicas

significativas entre ellos (Cuadros N° 6 y N° 7).
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Cuadro N° 7

Valores promedio del coeficiente de similitud antigénica de reacciones heterélogas entre Virus
Diarrea Viral Bovina (VDVB) pertenecientes a diferentes subgrupos genémicos obtenidos de
cepas de referencia y de aislados de bovinos, ovinos, caprinos y camélidos sudamericanos

la bovino 1b bovino 1j bovino 1j ovino 1j caprino 2a camélido
1a bovino 44 14 4 2 3 2
1b bovino 48 4 4 8 4
1j bovino 63 64 1
1j ovino 44 51 1
1j caprino 60 1
2a camélido 61

a NADL, Singer y Oregon.
b Valores menores o iguales a 25 representan diferencias significativas (Hubalek, 1982).
En negrita virus pertenecientes a un mismo subgrupo genémico.
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DISCUSION

Aislados virales del género Pestivirus obtenidos de diferentes especies animales, se han
podido separar en grupos de acuerdo a su parentesco antigenico, los que se correlacionan con
genotipos virales, en que se destacan las especies VDVB-1, VDVB-2, VEF y VPPC (Dekker
et al., 1995; Paton et al., 19953a; van Rijn et al., 1997). No obstante, no estad totalmente
definida la relacién entre variantes antigénicas y subgrupos genémicos. Bajo este concepto, en
esta memoria de titulo se estudian las similitudes antigénicas (Archetti y Horsfall, 1950) que
existen entre aislados chilenos del subgrupo VDVB-1j obtenidos de ovinos y caprinos, con un
aislado de bovino del mismo subgrupo, dos aislados de bovinos del subgrupo VDVB-1b, un
aislado de alpaca y uno de llama del subgrupo VDVB-2a y las cepas de referencia del
subgrupo VDVB-1a (NADL, Singer y Oregon), mediante reacciones de neutralizacion cruzada

con sueros policlonales elaborados en conejos.

Las investigaciones realizadas para conocer diferencias y similitudes antigénicas entre
pestivirus, a través de pruebas de seroneutralizacion, se han efectuado con sueros obtenidos de
los animales convalecientes después de una infeccion natural (Bachofen et al., 2008) y sueros
policlonales obtenidos por inoculaciones experimentales en terneros (Avalos-Ramirez et al.,
2001; Couvreur et al., 2002; Patel et al., 2005; Mishra et al., 2007; Nagai et al., 2008), ovinos
(Botton et al., 1998; Nagai et al., 2001; Becher et al., 2003; Thabti et al., 2005; Nagai et al.,
2008; Behera et al., 2011), caprinos (Nagai et al., 2008; Ridpath et al., 2010), porcinos
(Schirrmeier et al., 2004) y en ocasiones se han empleado animales de laboratorio como
conejos (Schirrmeier et al., 2004; Pizarro-Lucero et al., 2006). En todos los casos,
independiente de la capacidad de respuesta inmune propia de la especie animal y de la
cantidad de DICTso usadas en cada investigacion, se ha obtenido variacion de los titulos de
anticuerpos neutralizantes frente a sus virus homélogos. Una situacién semejante se presentd
en esta investigacion ya que en la produccion de sueros hiperinmunes, a pesar de haberse
administrado una igual cantidad de DICTs de cada virus, con un mismo patrén de inoculacién
a conejos de raza, edad, sexo y peso similar, los titulos de anticuerpos neutralizantes no fueron
iguales para todos los virus. Los aislados virales obtenidos de ovinos y caprinos generaron

titulos de anticuerpos que fluctuaron entre 128 y 340 DPs, (Cuadro N° 3), valores que
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estuvieron dentro del rango de respuesta inducida por los aislados virales obtenidos de las
otras especies animales, los que fluctuaron entre 80 y 770 DPsy (Cuadro N° 3). La variacion de
los titulos seroneutralizantes podria atribuirse a una diferente capacidad de respuesta inmune
de cada animal, o a diferentes capacidades de los aislados para generar respuesta inmune, lo
que estaria apoyado por el hecho de que, en esta experiencia, un conejo no generd un nivel
satisfactorio de anticuerpos, a pesar de habérsele administrado inoculaciones repetidas y por
sobre el patron de inoculacion aplicado al resto de los conejos, lo que impidio incluir este

aislado en el estudio.

La comparacion de reacciones de neutralizacion entre pares suero-virus homaélogo con
suero-virus heterélogo, pertenecientes a un mismo subgrupo genémico, demostré que no hubo
diferencias antigénicas significativas entre los aislados obtenidos de ovinos, caprinos y un
bovino de subgrupo VDVB-1j. La variacion en los titulos neutralizantes a lo méas fue de dos
diluciones entre pares individuales y el promedio de las diferencias no superaron a una
dilucion. Las similitudes antigénicas (R) entre estos pares individuales fluctuaron entre 30 y
91 (Cuadro N° 6) y los promedios fueron de 51 entre ovinos y caprinos, 63 entre el bovino y
los ovinos, y 64 entre el bovino y los caprinos (Cuadro N° 7). Los resultados fueron
semejantes entre las cepas de referencia (NADL, Singer y Oregon) pertenecientes al subgrupo
VDVB-1a con un R promedio de 44, entre los aislados de bovinos del subgrupo VDVB-1b
con un R de 48 y entre los aislados de camélidos del subgrupo VDVB-2a con un R de 61
(Cuadro N° 7). La ausencia de diferencias antigénicas significativas entre virus pertenecientes
a un subgrupo es coincidente con los resultados de otras investigaciones en que se comparan
aislados virales pertenecientes a los subgrupos VDVB-1a (Patel et al., 2005), VDVB-1b y
VDVB-1f (Couvreur et al., 2002), pero no coincide con un resultado de R de 17,68, que sefiala
diferencias antigénicas significativas entre las cepas NADL y Oregon (subgrupo VDVB-1a)
(Botton et al., 1998). Sin embargo, cabe destacar que en esta memoria el menor valor de R
entre los virus del subgrupo VDVB-1a se encontro en el par NADL-Oregon (29) (Cuadro N°
6), muy cerca de una diferencia antigénicamente significativa, como lo reportado por Botton et
al. (1998). No es descartable que la diferencia antigénica detectada entre las dos experiencias
podria atribuirse a fluctuaciones en la medicion ya que un suero probado en dos ocasiones

puede mostrar una variacion de dos diluciones (Patel et al., 2005). Para disminuir este error,
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en este estudio se trabajé con valores promedios obtenidos de cada una de las reacciones en

cuadriplicado, por un minimo de tres repeticiones.

La comparacion de reacciones de neutralizacion entre pares suero-virus homaélogo con
suero-virus heter6logos pertenecientes a diferentes subgrupos genémicos, demostrd que entre
los aislados obtenidos de ovinos, caprinos y un bovino del subgrupo VDVB-1j con el resto de
las cepas y los aislados, hubo diferencias promedios de 4,7 a 7 (Cuadro N° 5) diluciones en los
titulos neutralizantes y valores de R que fluctuaron entre 1 y 14 (Cuadro N° 6). Las mayores
diferencias entre los virus VDVB-1j se obtuvieron con los aislados del subgrupo VDVB-2a,
situacion similar a la de otras investigaciones que analizan las diferencias y similitudes
antigénicas entre los genotipos VDVB-1 y VDVB-2, debido a que los valores de R, aqui
obtenidos, estuvieron en la misma magnitud de los encontrados en aislados virales de bovinos
(Becher et al., 2003; Bachofen et al., 2008; Ridpath et al., 2010; Behera et al., 2011), de
ovinos (Botton et al., 1998; Paton et al., 1999; Mishra et al., 2008), y de caprinos (Mishra et
al., 2007). Se suma a estos datos, otros antecedentes en que se estimaron que los dos genotipos
fueron antigénicamente diferentes, al detectar diferencias de cuatro o mas diluciones en los
titulos de anticuerpos neutralizantes entre las reacciones del par suero-virus homologo de un
genotipo con la reaccion del mismo suero con el virus del otro genotipo (Nagai et al., 2001,
Couvreur et al., 2002; Patel et al., 2005). En este estudio, los sueros producidos para los
VDVB-1j aislados de ovinos y caprinos mostraron diferencias de cuatro y mas diluciones en
sus titulos seroneutralizantes, entre la reaccion homologa y las reacciones producidas con los
VDVB-1b aislados de bovinos (excepto en el par suero-virus C81-CH113), y en las reacciones
inversas, en que los sueros anti VDVB-1b neutralizaron los virus VDVB-1j, los resultados
mostraron diferencias entre una y cuatro diluciones. Bajo este Gltimo resultado se podria
estimar que no hay diferencias antigénicas significativas entre los dos subgrupos genémicos,
sin embargo, a través del calculo del coeficiente de similitud antigénica se pudo establecer que

las diferencias entre los subgrupos fueron significativas en todos los casos.

Los dos antecedentes disponibles que estudian el comportamiento antigénico que
incluyen un aislado ubicado filogenéticamente en el subgrupo VDVB-1j, corresponden por un

lado a un virus obtenido de un ternero en Japon que, similar a este estudio, presento
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diferencias antigénicas significativas con aislados pertenecientes a los subgrupos VDVB-1a,
VDVB-1b, VDVB-1c, VDVB-1d, VDVB-1n y VDVB-1o (Nagai et al., 2008); el otro
antecedente corresponde a un aislado viral obtenido de un bovino de Chile donde se describe
heterogeneidad antigénica al producirse diferencias de cuatro diluciones entre el aislado
CH511 y la cepa NADL (Pizarro-Lucero et al., 2006). Esta baja disponibilidad de
antecedentes puede atribuirse a que la participacion del subgrupo VDVB-1j, en otros paises y
en particular en los que se ha estudiado el perfil filogenético de aislados de VDVB, es de baja
ocurrencia ya que la informacion de la distribucion geografica de patrones genomicos de los
subgrupos predominantes dan cuenta de VDVB-1a en el Reino Unido (Vilcek et al., 1999),
Irlanda (Graham et al., 2001) y Brasil (Vilcek et al., 2004); VDVB-1b en los Estados Unidos
(Ridpath et al., 2010), Italia (Giammarioli et al., 2008), Espafia (Arias et al., 2003), India
(Mishra et al., 2004), Pert (Stahl et al., 2009) y Chile (Pizarro-Lucero et al., 2006); VDVB-1a
y VDVB-1b en Argentina (Jones et al., 2001), Canada (Pellerin et al., 1994) y Jap6n (Nagai et
al., 2001; Matsuno et al., 2007); VDVB-1a, VDVB-1b y VDVB-1c en Sudéfrica (Kabongo et
al., 2003); VDVB-1b y VDVB-1i en Belgica (Couvreur et al., 2002); VDVB-1c en Australia
(Ridpath et al., 2010); VDVB-1d en Finlandia (Vilcek et al., 2004), VDVB-1d y VDVB-1f en
Eslovenia (Toplak et al., 2004); VDVB-1e en Francia (Jackova et al., 2008); VDVB-1e y
VDVB-1h en Suiza (Bachofen et al., 2008); VDVB-1h en Austria (Hornberg et al., 2009) y
VDVB-1I en Turquia (Yesilbag et al., 2008).

A pesar de la alta cantidad de estudios que identifican genémicamente los aislados
virales, las referencias sobre comportamientos antigénicos son mas escasas, pero, de todas
formas, se describen diferencias antigénicas significativas (con valores de similitud antigénica
menor de 25) entre cepas de referencia de los subgrupos VDVB-la y VDVB-1b
(Avalos-Ramirez et al., 2001), entre aislados de bovinos de Suiza de subgrupo VDVB-1k con
los subgrupos VDVB-1a;+ y VDVB-1a,++ Yy entre aislados de subgrupo VDVB-1e con los
subgrupos VDVB-1a,, VDVB-1b, VDVB-1h, y VDVB-1k (Bachofen et al., 2008). Sin
embargo, la mayoria de los estudios encuentran valores de similitud antigénica sobre 25
cuando comparan virus de diferentes subgrupos dentro del genotipo VDVB-1, como por
ejemplo, entre un aislado del subgrupo VDVB-1b de bovino y uno del subgrupo VDVB-1c de
un yak, en India, se obtuvo un R de 35,5 (Behera et al., 2011); entre aislados de los subgrupos

*VDVB-1a; corresponde a cepa de vacuna Bovilis® de VDVB-1a.
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VDVB-1a, VDVB-1b y VDVB-1c obtenidos de bovinos norteamericanos y australianos se
obtuvieron valores de R de 36, 39 y 52 (Ridpath et al., 2010), pero los autores sefialan que hay
diferencias antigenicas entre los diferentes subgrupos, a pesar de ser valores por sobre el valor
de referencia, que indica que valores menores o iguales a 25 determinan diferencias
antigénicas significativas (Hubalek, 1982). Por el contrario, Bachofen et al. (2008), con
valores de R entre 29 y 50 considerd que hubo similitud antigénica entre virus obtenidos de
bovinos en Suiza, del subgrupo VDVB-1a;~ con los aislados de los subgrupos VDVB-1ay«x,
VDVB-1b, VDVB-1h y VDVB-1e; del subgrupo VDVB-1a;, con los subgrupos VDVB-1b y
VDVB-1h; del subgrupo VDVB-1b con los subgrupos VDVB-1h y VDVB-1k; y del subgrupo
VDVB-1h con el subgrupo VDVB-1k. También se ha considerado homogeneidad antigénica
entre aislados virales de los subgrupos VDVB-1a, VDVB-1b VDVB-1d y VDVB-1f obtenidos
de bovinos de Bélgica, a pesar de tener diferencias de titulo seroneutralizantes entre cero a seis
diluciones (Couvreur et al., 2002) y entre aislados de los subgrupos VDVB-1la y VDVB-1b
obtenidos de bovinos de Japdn en que las diferencias en los titulos neutralizantes fueron de
dos diluciones (Nagai et al., 2001). La suma de antecedentes anteriores dan cuenta que no
existe uniformidad de criterio para establecer cuando dos aislados virales pueden considerarse
antigénicamente similares o diferentes, pero, considerando las exigencias mas estrictas
(diferencias en los titulos seroneutralizantes mayores o iguales a cuatro diluciones y
coeficiente de similitud antigénica inferior a 25), los aislados virales obtenidos de ovinos y
caprinos de subgrupo VDVB-1j, de este estudio, resultaron significativamente diferentes a
cepas de referencia del subgrupo VDVB-1a, a aislados de bovinos del subgrupo VDVB-1b y a
aislados de camélidos sudamericanos del subgrupo VDVB-2a. Las diferencias con otros
estudios del mismo tipo podrian atribuirse a mutaciones, que son frecuentes en los pestivirus,
haciendo que su comportamiento antigénico no sea estable y que cada aislado, identificado en
un subgrupo gendmico, tenga caracteristicas antigénicas propias que lo diferencian de otros en
mayor o menor magnitud. También podria atribuirse a la adaptacion del virus a hospederos
diferentes al bovino, o bien, a errores de medicion que se producen en estudios in vitro y que

no son minimizados cuando no se hacen repeticiones de los experimentos.

Las variaciones antigénicas de los VDVB son de importancia relevante en programas

de control y profilaxis, en especial cuando se quiere impedir la infeccion del feto para evitar el
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nacimiento de animales PI, que son los mayores responsables de mantener las infecciones en
los rebafios. Las investigaciones conducentes a lograr este objetivo, han demostrado que la
aplicacion de vacunas no siempre es efectiva ya que muchas veces la inmunidad lograda
permite evitar los signos clinicos de la enfermedad, pero no es suficiente para controlar la
viremia (Bolin y Ridpath, 1989; Cortese et al., 1998; Beer et al., 2000). Ademas, las vacunas
que contienen solo el genotipo VDVB-1a no logran generar respuesta contra el VDVB-2a
(Paton et al., 1999; DesCoteaux et al., 2003; Bachofen et al., 2008; Fernandez et al.,2009) y
vacunas que contienen VDVB-1a y VDVB-2 no impiden la infeccién de fetos con el subgrupo
VDVB-1b (Grooms et al., 2007). Al respecto, en este estudio los sueros generados por las
cepas de referencia de subgrupo VDVB-1a, con que se elaboran las vacunas, presentaron
diferencias antigenicas marcadas con el subgrupo VDVB-1j y esta diferencia fue mas marcada
con el suero anti cepa Singer que es la cepa que contiene una de las vacunas que se aplican en
el ganado bovino en Chile, mientras que los sueros generados por los aislados de subgrupo
VDVB-1b presentaron mayor similitud antigénica con los aislados del subgrupo VDVB-1j.
Ademas, las variaciones antigénicas son importantes en los procedimientos de diagnostico,
debido a que el empleo de una cepa patron que presenta marcadas diferencias antigénicas con
los virus nativos de una regién puede entregar resultados distorsionados como, por ejemplo, en
la deteccion y medicidn de respuestas inmune y en la identificacion de aislados virales por

pruebas de neutralizacion.

Se debe tener presente que en Chile se autoriza la aplicacion de vacunas inactivadas
para controlar la infeccion por VDVB en bovinos, existiendo en el mercado vacunas
preparadas con VDVB-la y VDVB-2a que de acuerdo a estos resultados, en un modelo
conejo, generan anticuerpos que no neutralizan en la forma mas eficiente al VDVB-1j, siendo
este un subgrupo presente tanto en el ganado bovino como en ovinos, caprinos y camélidos
sudamericanos. Por lo anterior, seria de interés conocer, en las diferentes especies animales, la
magnitud de la infeccidn de subgrupos diferentes al VDVB-1a y VDVB-23, la patogenicidad y
la virulencia de los genotipos y subgrupos prevalentes en Chile, y la real inmunidad protectiva
de las vacunas existentes, a fin de aplicar vacunas que protejan en forma maés eficiente al

ganado.
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CONCLUSIONES

En el estudio de comparacion antigénica entre aislados y cepas de referencia de VDVB
de distintos genotipos y subgrupos obtenidos desde ovinos, caprinos, bovinos y camélidos

sudamericanos, se puede concluir que:

. Los aislados y cepas de referencia de los subgrupos VDVB-la, VDVB-1b,
VDVB-1j y VDVB-2a, no presentan diferencias antigénicas significativas entre
virus del mismo subgrupo, presentando valores de R de 44, 48, 44-64 y 61,

respectivamente.

. Los virus del subgrupo VDVB-1j, no presentan diferencias antigénicas
significativas entre virus aislados de las distintas especies (bovinos, ovinos y

caprinos), presentando valores de R entre 51 y 64.

. Los virus del subgrupo VDVB-1j aislados de ovinos y caprinos, presentan
diferencias antigénicas significativas con los virus de los subgrupos VDVB-1b
aislados desde bovinos, con VDVB-2a aislados desde camélidos sudamericanos y
con las cepas de referencia de bovinos del subgrupo VDVB-1a, con valores de R de

1, 4-8 y 2-3, respectivamente.

. Las cepas de referencia de bovinos del subgrupo VDVB-1a, presentan diferencias
antigénicas significativas con los virus de los subgrupos VDVB-1b, VDVB-1j, y
VDVB-23, con valores de R de 14, 2-4 y 2, respectivamente.

. Los aislados del subgrupo VDVB-1b aislados desde bovino, presentan diferencias
antigénicas significativas con los virus de los subgrupos VDVB-1j y VDVB-2a, con
valores de R de 4-8 y 4, respectivamente.

. Los resultados obtenidos en esta memoria de titulo sugieren que las vacunas
comerciales aplicables en bovino, que contienen los subgrupos VDVB-la y
VDVB-2a, no conferirian una buena inmunidad protectiva frente a infecciones con

los virus del subgrupo VDVB-1j en ovinos y caprinos en Chile.
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ANEXO N°1

UNIVERSIDAD DE CHILE

FAcuLTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
Direccion Econémica y Administrativa

CERTIFICADO

Con relacion a los procedimientos de bioseguridad requeridos para desarrollar el
proyecto “Comportamiento genémico, antigénico y biolégico de aislados de pestivirus
importantes de conocer para el control de la infeccion en rumiantes de Chile”, cuyo
investigador principal es la Dra. Maria Orfelia Celedén Venegas, se certifica que la Unidad de
Virologia donde se realizara dicho estudio cuenta con los requerimientos para trabajar con
bioseguridad en pestivirus, de acuerdo a las recomendaciones de la Oficina Internacional de
Epizootias (OIE), ya que cuenta con una unidad de trabajo cerrada y provista de
descontaminacién ambiental por irradiacion con luz ultravioleta, donde se incluye una camara
de bioseguridad de doble proteccion “Ultrafase Microbiological Safety Cabinet Master 48" y
ademas una sala de descontaminaciop~provista de autoclave vy personal idoneo para
desempenar este tipo de trabajo. / \
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Con relacion a los procedimientos propuestos para el uso de animales
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“ANALISIS GENOMICO, ANTIGENICO Y DE VIRULENCIA DE PESTIVIRUS
OBTENIDOS DE RUMIANTES DOMESTICOS”, cuyo Investigador
Responsable es la Dra. Maria Orfelia Celeddn V., el Comité de Bioética Animal
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
certifica que éste satisface lo estipulado en la guia de principios directrices
internacionales para el uso de animales en investigaciones Biomeédicas,
elaborada por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité.
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